EFEITO DO LASER DE BAIXA POTENCIA EM UM MODELO ANIMAL DE
OSTEOARTRITE INDUZIDA POR MONOIDOACETATO

Victor Tentardini 1
Daniel Tassinari Felber 2
Morgana Duarte Da Silva 3

Elo4 Ferreira Yamada 4

Resumo:

A osteoartrite (OA) € uma doenca de caracteristica multifatorial que envolve as articulagdes sinoviais,
resultando em perda progressiva da cartilagem articular, incapacidade funcional, dor crénica e ateragoes
na qualidade de vida do individuo. Estimativas indicam que 4% dos brasileiros com mais de 60 anos
sofrem e OA, correspondendo a 65% das causas de incapacidade funcional no Brasil. O conhecimento
acerca da OA e sua fisiopatologia é de extrema importancia para a busca por recursos terapéuticos que
promovam a reducéo dos sintomas, tornando a indugéo de monoidoacetato (MIA) em um modelo animal
ferramenta importante para investigacdo das alteracbes promovidas pela OA e possibilidade de
tratamentos, desta maneira sugere-se que o laser de baixa poténcia (LBP) sgja benéfico em condicdes
agudas e cronicas devido ao seu efeito estimulador na cicatrizagdo de tecidos, porém sua eficécia clinica
ainda é pouco esclarecida, divergindo principalmente em relacdo a dose a ser utilizada na OA. Este
trabalho busca investigar os efeitos do LBP sobre os sinais inflamatdrios e nociceptivos promovidos pela
OA em um modelo anima desta doenga induzida por monoiodoacetato (MIA) no joelho. Foram
utilizados 40 ratos Wistar (machos, = 250q) divididos em 5 grupos: Grupo |: controle - injecéo de salina
estéril intra-articular (i.a.) no joelho direito; Grupo Il - injecdo de salina estéril i.a. no joelho direito +
tratamento com LBP dose 9J; Grupo Il - injecéo de MIA i.a. no joelho direito; Grupo 1V e V: Injecédo de
MIA i.a no joelho direito + tratamento com LBP dose 3J e 9J, respectivamente. Para realizagdo do
tratamento com LBP foi utilizado o equipamento Laserpulse (Ibramed®), caneta de 904nm, iniciado 24
horas apés a injecdo de salina ou MIA. O tratamento foi realizado nos animais dos grupos I, 1V e V,
com frequéncia semanal de 3 aplicagbes, totalizando 9 aplicagdes. Os testes comportamentais de
sensibilidade térmica e edema foram avaliados até uma hora apos o tratamento com LBP. O presente
estudo demostrou que o LBP de 9J apresentou efeito positivo na reducdo do edema e efeito
antinocecpetivo, enquanto o Laser de 3J ndo foi efetivo para 0 mesmo fim. Foi possivel observar reducéo
da atividade da mieloperoxidase apds a o tratamento com laser 9J. O laser de baixa poténcia € uma
aternativa promissora e eficaz no tratamento da OA de joelho, demonstrando resposta benéfica na
reducdo do edema articular e nocicepcdo espontanea, além disso reduz o montante de neutrofilos na



articulagéo.
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EFEITO DO LASER DE BAIXA POTENCIA EM UM MODELO ANIMAL DE
OSTEOARTRITE INDUZIDA POR MONOIDOACETATO

1. INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) é uma doencga de caracteristica multifatorial que envolve
as articulagcdes sinoviais que através de um processo crénico-degenerativo promove
alteracdes celulares, deformidades estruturais e disfuncdo dos seguimentos
articulares, que compreendem a cartilagem hialina, o o0sso subcondral, os
ligamentos, a membrana sinovial e os musculos periarticulares. Estas alteracoes
resultam em perda progressiva da cartilagem articular, aumento da estrutura 6ssea
nas margens da articulagdo e proliferagdo sinovial (Pedersen e Saltin, 2006;
Carvalho et al, 2016; Kim e Kim, 2013; Jeong et al 2015).

A OA esta entre as doencas degenerativas mais frequentes, em detrimento
aos sinais que a doenca pode apresentar, como perda da funcdo articular,
incapacidade funcional, dor crénica e alteracdes na qualidade de vida do individuo.
Estimativas indicam que 4% dos brasileiros com mais de 60 anos sofrem e OA,
correspondendo a 65% das causas de incapacidade funcional no Brasil. A OA é
mais comum nas articulagcdes do quadril, joelho e maos, acomete individuos a partir
da meia-idade, de ambos os sexos, porém com predominancia do sexo feminino no
periodo pds-menopausa devido a reducao dos niveis hormonais (Rodrigues e De
Camargo, 2015; Kim e Kim, 2013).

O conhecimento acerca da OA e sua fisiopatologia é de extrema importancia
para a busca por recursos terapéuticos que promovam a reducdo dos sintomas,
visto que grande parte da populacéo pode ser acometida pela doenca. A indugao de
monoidoacetato (MIA) em um modelo animal torna-se ferramenta importante para
investigacao das alteragdes promovidas pela OA e possibilidade de tratamentos
(Jeong et al, 2015).

Dentre as possibilidades de tratamento da OA, sugere-se que o laser de baixa
poténcia (LBP) seja benéfico em condigdes agudas e crénicas devido ao seu efeito
estimulador na cicatrizacdo de tecidos, capacidade de modular o processo
inflamatorio e efeitos analgésicos através da reducao de mediadores inflamatoérios,
alteracdes na neurotransmissao e também pela liberacdo de endorfinas enddgenas,
porém sua eficacia clinica ainda é pouco esclarecida, divergindo principalmente em
relacdo a dose a ser utilizada na OA (Coradini et al, 2014; Huang et al, 2015).

Este trabalho busca investigar os efeitos do LBP sobre os sinais inflamatérios
e nociceptivos promovidos pela OA em um modelo animal desta doenca induzida
por monoiodoacetato (MIA) no joelho.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados 40 ratos Wistar (machos, + 2509) divididos em 5 grupos:
Grupo [: controle — injecdo de salina estéril; Grupo Il — injecdo de salina estéril +
tratamento com LBP dose 9J; Grupo Il — injegao de MIA; Grupo IV e V: Inje¢éo de
MIA + tratamento com LBP dose 3J e 9J, respectivamente.

Os grupos controles (I e Il) receberam uma injecao intra-articular de salina
estéril (50 ul) no joelho direito, ja os grupos lll, IV e V receberam uma injecao intra-
articular de MIA (1,5mg/50ul) (Jeong et al, 2015; Arruda et al, 2007).



Para realizacdo do tratamento com LBP foi utilizado o equipamento Laserpulse
(lbramed®), caneta de 904nm, iniciado 24 horas ap6s a injecao de salina ou MIA. O
tratamento foi realizado nos animais dos grupos Il, IV e V, com frequéncia semanal
de 3 aplicacdes, totalizando 9 aplicagdes. Os animais foram posicionados com o
membro inferior direito em flexdo de 45°% sendo o laser aplicado na linha articular
medial e lateral do joelho direito. Os testes comportamentais de sensibilidade
térmica e edema foram avaliados até uma hora apéds o tratamento com LBP.

A avaliagdo do edema foi realizada utilizando um paquimetro digital
(Digimess, modelo 200mm/8”), no qual foi quantificado o didmetro articular (mm) do
joelho. Em cada avaliacao foram realizadas trés medidas, bilateralmente, colocando-
se 0 paquimetro na linha articular do joelho horizontalmente. O resultado foi
expresso pela média da diferenga entre o joelho injetado e 0 membro contralateral
(Bressan et al, 2006).

Para andlise de um possivel efeito antinociceptivo do Laser, os ratos foram
colocados em uma plataforma elevada, dentro de caixas de plastico transparentes,
adequadas para a avaliagdo do comportamento do animal. Uma das caracteristicas
da nocicepcao espontdnea gerada pelo processo inflamatério na articulagdo do
joelho é a postura em flexao do membro lesado. O ato de prote¢cédo do animal apds a
flexdo do membro foi classificado em graus, de acordo com a escala
comportamental de dor subjetiva (0-5), onde 0 — normal, 1 — dedos retraidos, 2 — pé
em eversdo, 3 — suporte parcial do peso, 4 — sem suporte de peso e protecao do
membro, 5 — sem contato algum do membro no solo (Gopalkrishan, Sluka, 2000).

Os animais foram submetidos a eutanasia e ap6s este procedimento foram
aplicadas duas injecdes de 50ul de soro fisiolégico na cavidade do joelho direito,
com imediata aspiracdo onde foram recuperados aproximadamente 60ul do lavado
intra-articular, sendo armazenado a -80°C para andlise posterior. Neste lavado foi
verificada a atividade de mieloperoxidase (MPO), no qual foram adicionados 0,08M e
0,22M fosfato de sédio, 18,4mM tetrametilbenzidina em dimetilformamida em
solucao aquosa, e 0,017% de perdxido de hidrogénio. A mistura foi incubada a 37°C
por 3 minutos, e entdo adicionado acetato de sodio. A atividade foi mensurada
espectrofotometricamente com as alteracées na absorbancia a 630nm e expresso
em DO/ml (Cifuentes et al., 2010; da Silva et al., 2011).

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 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
padrdo da média e o valor de p<0,05 foi considerado como indicativo de
significancia. Para a realizagcdo das analises foi utilizado o software GraphPad Prism
versao 5.0 (San Diego, CA: 2008). )

Todos os experimentos foram iniciados apds a aprovacao do Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Unipampa (protocolo numero 001/2016).

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

O presente estudo demostrou que o LBP de 9J apresentou efeito positivo na
reducdo do edema e efeito antinocecpetivo, enquanto o Laser de 3J nao foi efetivo
para o mesmo fim. Estudos indicam que o edema representa um fator
fisiopatolégico da doenca, presente em um estagio inicial do processo de OA (Assis
et al, 2016). Observa-se que os animais dos grupos Ill, IV e V apresentaram
aumento do edema no joelho apds 24 horas da inje¢cdo do agente flogisticos (Figura
1A). A figura 1A demonstra que o Laser de 9J apresentou resultado significativo



(p<0,05) na redugéo do edema no primeiro dia apds aplicacdo de MIA. Nos dias
sequentes nao foi observado edema em nenhum dos grupos experimentais. Bertolini
et al. (2007) afirmaram que o efeito do laser na reducdo do edema presente nos
tecidos adjacentes a lesdo ocorre em fungéo de uma melhora no fluxo linfatico.

Os animais que receberam MIA apresentaram aumento do escore da dor
espontdnea. O grupo tratado com laser 9J apresentou resultado significativo
(p<0,05) na reducdo da dor espontdnea somente no 9° tratamento, conforme
observado na Figura 1B. O aumento das citocinas e outras substancias inflamatérias
gerado através do processo inflamatério pode levar a uma sensibilizacéo periférica
caracterizando-se como hiperalgesia primaria, manifestando dor ao movimento,
como sugere Garcia (2010), relacionando estes achados as alteraces patologicas
estruturais da OA.
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Figura 1. Efeito do Laser de Baixa Poténcia sobre a dor espontanea e o edema em ratos com OA de
joelho induzida por MIA. Avaliagdo da dor espontanea antes (B — basal) e apés (A — apds) a injecéao
de salina ou MIA i.a. e ao longo de trés semanas de tratamentos com Laser de 3J e 9J, totalizando 9
aplicacdes (A). Avaliacao do edema de joelho antes (B — basal) e apds (A — ap6s) a injecdo de salina
ou MIA e ao longo de trés semanas de tratamentos com Laser de 3J e 9J (B). Os asteriscos (*)
demonstram os niveis de significancia quando comparados com o grupo MIA 1,5mg, sendo *p<0,05.
Hashtag (#) demonstram os niveis de significancia do grupo MIA 1,5mg comparado ao grupo Salina
i.a, sendo ### p<0,001.

No nosso estudo, foi possivel observar que apos a injegcdo de MIA intra-
articular os animais apresentaram aumento da atividade de MPO, ou seja,
possivelmente um aumento da concentracao de neutréfilos (Figura 2). No entanto, o



tratamento com Laser de 9J, foi capaz de reduzir esse aumento de neutréfilos no
joelho de animais com OA. Marquina et al. (2012) sugerem que o LBP promove
eventos que induzem a sintese de proteinas, desencadeando a proliferacdo e
migragdo celular, modulagdo de mediadores inflamatérios, aumentando a
oxigenacao e remodelacao tecidual. Corroborando com dados apresentados por dos
Santos et al (2014) que induziram OA com papaina a 4% no joelho de ratos e
observaram que com apenas uma dose de Laser, com 2J ou 4J, houve redugao no
montante de neutréfilos no liquido sinovial dos animais.
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Figura 2. Comparagdo da absorbancia da Mieloperoxidase apds a injecdo de salina ou MIA e
tratamentos com Laser de 3J e 9J. Os asteriscos (*) demonstram os niveis de significancia quando
comparados com o grupo MIA 1,5mg, sendo *p<0,05. Sinais de adicao (+) demonstram os niveis de
significancia do grupo MIA 1,5mg comparado ao grupo Salina i.a, sendo ++ p<0,001.

4. CONSIDERACOES FINAIS

O laser de baixa poténcia € uma alternativa promissora e eficaz no tratamento
da OA de joelho, demonstrando resposta benéfica na reducao do edema articular e
nocicepgao espontanea, além disso reduz o montante de neutréfilos na articulagéo.
Tornam-se necessarias a continuidade dos estudos para determinar os parametros
ideias de tratamento através da utilizacdo do LBP.
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