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RESUMO

A artrite € uma desordem musculo esquelética, caracterizada por inflamacéo das
articulacbes e que apresenta importante impacto socioeconémico, uma vez que €é
observada em diversas patologias reumaticas, como na artrite reumatdide (AR),
doenca autoimune cronica, associada a incapacidade motora e laboral dos
pacientes. As estratégias atuais para o tratamento da AR objetivam o alivio dos
sintomas e modificacdo do curso degenerativo da doenca, mas podem apresentar
sérios efeitos colaterais e nem sempre resultam em melhora clinica. Neste contexto,
a utilizacdo de laser de baixa poténcia surge como alternativa ndo invasiva para o
tratamento da artrite, devido as suas propriedades anti-inflamatérias e de
regeneracao tecidual. Entretanto, os mecanismos anti-inflamatérios do laser nos
tecidos biologicos ainda ndo estdo completamente conhecidos. Assim, 0 presente
estudo tem por objetivo avaliar os efeitos anti-inflamatorios de lasers terapéuticos de
baixa poténcia num processo inflamatorio induzido, o qual se assemelha a AR. Para
isso, um processo inflamatorio foi induzido nas articulacdes talocrural e subtalar dos
dois membros posteriores de camundongos C57BL/6, utilizando uma injecdo de
zymosan na regido periarticular. Os animais foram divididos em 8 grupos (n=6): (1)
controle, (lII) zymosan, (lll) eutanasiado 5h apo6s inducdo com zymosan, (IV)
zymosan-+dexametasona, (V) laser 3J/cm?, (VI) laser 30J/cm?, (VIl) zymosan+laser
3J/cm?, (VIIl) zymosan+laser 30J/cm?. As condicdes do laser de baixa poténcia
foram: A=830nm (infravermelho), poténcia 10mW e fluéncias de 3J/cm? e 30J/cm?,
no modo continuo de emissdo da luz. A irradiacdo foi realizada durante 4 dias
consecutivos, iniciando 5 horas apos a inducdo a inflamacdo pelo zymosan. Vinte
quatro horas apds a Ultima aplicacdo do laser, os animais foram eutanasiados e
suas articulacdes encaminhadas para as seguintes analises: (a) analise morfologica,
(b) andlise de fragmentacdo de DNA por TUNEL e (c) andalise da expressédo de
genes que codificam proteinas relacionadas as vias apoptoticas por PCR em tempo
real. As analises morfolégicas revelaram a presenca de infiltrado celular inflamatorio
no tecido conjuntivo adjacente a regido periarticular, em todos o0s grupos que
receberam zymosan. Esse infiltrado diminuiu consideravelmente apos a irradiacao
do laser na fluéncia de 30J/cm?. Para os dois grupos irradiados com laser, observou-
se a elevagdo na taxa de apoptose somente nas células do infiltrado inflamatorio,

resultado este corroborado pelo aumento da expressdo de genes que codificam



proteinas associadas tanto pela via extrinseca como pela via intrinseca da apoptose.
A resolucdo do processo inflamatério para o grupo Zy+3J/cm? foi mais lenta do que
a observada no grupo Zy+30J/cm? uma vez que, ap6és o término do tratamento,
foram observadas elevada densidade celular e taxa de fragmentacdo de DNA nas
células inflamatdrias. Com isso, o laser de baixa poténcia, em especial na fluéncia
de 30J/cm?, foi capaz de reduzir o infiltrado inflamatério na regido periarticular,
acelerando o processo apoptotico dessas células. A utilizacao do laser infravermelho
de baixa poténcia pode ser uma boa alternativa para o tratamento de desordens
inflamatdrias articulares, uma vez que é um método ndo invasivo. Adicionalmente,
esse tipo de tratamento ndo demonstrou efeitos colaterais nos demais tecidos

adjacentes sadios, atuando especialmente nas células inflamatorias.

Palavras chave: Laser de baixa poténcia; apoptose; artrite; zymosan.



ABSTRACT

Arthritis is a muscle skeletal disorder characterized by inflammation of the joints,
which has a significant socioeconomic impact, as observed in various rheumatic
disorders such as rheumatoid arthritis (RA), chronic autoimmune disease associated
with patients motor incapacity. Current strategies for the treatment of RA aim to
relieve symptoms and modifying the degenerative course of the disease, but may
have serious side effects and not always result in clinical improvement. In this
context, the use of low-power laser therapy appears as non-invasive alternative for
the arthritis treatment due to their anti-inflammatory and tissue regeneration
properties. However, the anti-inflammatory mechanisms of the laser in biological
tissues are not completely understood. Thus, this study aims to evaluate the anti-
inflammatory effects of therapeutic low-power lasers in an induced inflammatory
process, which resembles RA. An inflammatory process was induced in the talocrural
and subtalar joints of the two rear paws of C57BL/6 using a zymosan injection in the
periarticular region. The animals were divided into 8 groups (n = 6): (I) control, (I
zymosan, (lll) euthanized 5 hours after induction with zymosan (IV) zymosan +
dexamesona, (V) laser 3J/cm? (VI ) laser 30J/cm? (VII) + zymosan laser 3J/cm? (VIII)
laser zymosan + 30J/cm?. The low power laser conditions were: A = 830 nm
(infrared), 10mW power and fluences of 3 J/cm? and 30J/cm? at continuous mode of
light emission. Irradiation was carried out for 4 consecutive days, starting 5 hours
after inflammation-induced by zymosan. Twenty four hours after the last application
of the laser, the animals were euthanized, their joints dissected and distributed: (a)
morphological analysis, (b) DNA fragmentation analysis by TUNEL and (c)
expression analysis of genes encoding proteins related to apoptotic pathways by real
time PCR. Morphological analysis revealed the presence of inflammatory cell infiltrate
in the adjacent connective tissue of periarticular region for all groups that received
zymosan. This infiltration decreased significantly after laser irradiation using 30J/cm?
fluence. Both groups irradiated demonstrated DNA fragmentation rate incresed and
only observed in inflammatory cells. DNA fragmentation is usually observed to cell
death by apoptosis. This result is corroborated by expression increase of genes that
encode proteins associated with both intrinsic and extrinsic pathways of apoptosis.

The inflammatory process resolution for Zy+3J/cm? group was slower than



Zy+30J/cm?, since it was observed high cell density and DNA fragmentation rate in
inflammatory cells. Thus, the low-power laser, particularly in 30J/cm? fluence, could
reduce the inflammatory infiltration in periarticular area, accelerating the inflammatory
cells apoptosis. The use of low power infrared laser can be a good alternative for
inflammatory joint disorders treatment, since it is a noninvasive method. Additionally,
this type of treatment did not show side effects on other healthy surrounding tissues,

acting especially in inflammatory cells.

Keywords: Low power laser; apoptosis; arthritis; zymosan.
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1 INTRODUCAO

Artrite € uma desordem crbnica degenerativa de etiologia multifatorial
caracterizada pela perda progressiva da cartilagem articular, hipertrofia e
deformacgéo do osso subcondral e por inflamagédo secundaria da membrana sinovial
(SALTER, 2001; MAHAJAN et al., 2005). Os sintomas clinicos sdo dor e edema, e
com a evolucdo da doenca, limitacdo da amplitude de movimentos e crepitacédo
articular (LIANZA, 2001). De grande importancia epidemioldgica devido a alta
prevaléncia na populagdo mundial (cerca de 1%), a artrite € observada em diversas
desordens musculoesqueléticas importantes, como na artrite reumatéide (AR) e na
osteoartrite (OA), embora também possa ser iniciada por impacto ou outros agentes
mecanicos sobre a articulagcdo (SILMAN & PEARSON, 2002; FIRESTEIN 2003).
Segundo dados mais recentes sobre o impacto global de patologias, realizado pela
Organizacdo Mundial da Salde, as desordens musculoesqueléticas sao
responsaveis por mais de um quinto (21,4%) de todos os anos vividos com
incapacidade, perdendo mundialmente, apenas para problemas de saude mental
(23,2%) (VOS et al., 2012).

A AR é uma doenca autoimune inflamatéria, de natureza e etiologia
desconhecida, que acomete preferencialmente a membrana sinovial das
articulacdes, podendo levar a destruicdo 6ssea e cartilaginosa (IDE et al., 2011).
Caracterizada pelo acometimento em geral simétrico das pequenas e grandes
articulacdes e pelo caréater crénico e destrutivo, a doenca pode levar a importante
limitacé&o funcional, com perda da capacidade laboral e da qualidade de vida, exceto
se o diagndstico for realizado na fase inicial da doenca e que o tratamento determine
melhora clinica (VERSTAPPEN et al., 2005).

Historicamente, a AR tem sido tratada usando a estratégia de piramide, em
gue se inicia o tratamento visando somente o alivio dos sintomas, com a
administracdo de anti-inflamatorios ndo esterdides (AINEs), drogas amplamente
utilizadas em todo o mundo que possuem propriedades analgésicas, antipiréticas e,
em fluéncias mais elevadas, anti-inflamatorias, e/ou corticosteroides, eficazes na
supresséao da inflamacao e na diminuigdo da destruicao articular. Com a cronicidade

do quadro e a progressao das lesGes, sdo introduzidos farmacos mais potentes
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como drogas modificadoras do curso da doenca (DMCD) sintéticas e/ou bioldgicas e
drogas imunossupressoras (FLOOD, 2010; DA MOTA et al., 2013). Entretanto, estes
tratamentos podem apresentar importantes efeitos colaterais, se utilizados a longo
prazo, nem sempre alcangando a melhora clinica (KIELY et al, 2009; SMOLEN et al,
2010; DA MOTA et al, 2013).

Neste contexto, as terapias baseadas em lasers de baixa poténcia, do inglés
Low Level Laser Therapy (LLLT), surgem como alternativa ndo invasiva para o
tratamento da artrite, devido as suas propriedades anti-inflamatoérias (ANTUNES et
al., 2007), de regeneracéao tecidual (POSTEN et al., 2005) e de reducdo da dor e
edema (GUR et al., 2004). LLLT, forma de fototerapia que envolve a aplicacdo de
radiacbes visiveis e pertencentes a regido que abrange a luz vermelha a
infravermelha do espectro eletromagnético, induz rea¢des biolégicas ndo destrutivas
e ndo térmicas com finalidade terapéutica (WU & XING, 2014).

O presente estudo investigou os efeitos anti-inflamatoérios do laser de baixa
poténcia em um modelo de inflamacdo articular induzida por zymosan em
camundongos, com foco nos mecanismos envolvidos na resolucdo do processo

inflamatorio.

1.1 MODELO EXPERIMENTAL DE INDUCAO DE ARTRITE

Modelos animais tém sido extensivamente utilizados para o estudo da artrite.
Apesar de certas limitagbes, muitos destes estudos em roedores apresentaram
significante progresso no entendimento dos mecanismos patoldgicos fundamentais e
possibilitaram avangos no tratamento da doenca. Dentre estes, a aplicacdo de
zymosan (Zy) na cavidade articular de roedores produz uma sinovite grave e erosiva
(KEYSTONE et al., 1989), que induz uma resposta imune in vivo por ativacido de
macrofagos e outras ceélulas mononucleares. A sintomatologia apresentada €
semelhante aquela observada na AR, como edema, infiltrado celular sinovial,
destruicdo cartilaginosa e 6ssea e perda motora (DERBOCIO et al., 2005).

O zymosan, um polissacarideo derivado da parede celular do fungo

Saccharomyces cerevisiae, é composto primariamente de residuos de glicose e
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manose (DI CARLO & FIORE, 1958). In vitro, o zymosan é utilizado como um
modelo de inducdo de resposta imune inata, pois € capaz de estimular a producéo
de citocinas inflamatérias e pode ativar o sistema complemento na auséncia de
imunoglobulinas (UNDERHILL et al., 1999). O zymosan é reconhecido e fagocitado
principalmente por mondcitos e macrofagos, levando a ativagdo das células de
defesa (UNDERHILL, 2003). A injecao intra-articular de zymosan promove, em até
trés dias apos a inducdo, um aumento de permeabilidade vascular e migracao
celular, levando a sinovite erosiva grave. A seguir, desenvolve-se uma sinovite com
infiltrado mononuclear e resposta dos fibroblastos, lembrando a sinovite crénica que
caracteriza o pannus reumatodide (ASQUITH et al., 2009).

A resposta inflamatoria desencadeada pelo zymosan esta relacionada com
sua fagocitose, realizada por macréfagos, células dendriticas e neutréfilos por
intermédio da ligacdo do zymosan ao receptor toll-like tipo 2 (TLR2)
(SCHORLEMMER et al., 1977; TAYLOR et al., 2002). Uma vez ligado ao seu
receptor, o zymosan induz a ativacdo de NF-kB e a producdo de citocinas
inflamatorias, IL-1, IL-6, IL-8, e IL-18, bem como a expressdao de moléculas
coestimuladoras. Adicionalmente, o zymosan € capaz de induzir a maturacdo de
células dendriticas in vitro e estimular a producdo de IL-2 por essas células,
indicando ligacdo entre respostas imunologicas inata e adaptativa (GRANUCCI et
al., 2003).

1.2 ARTRITE REUMATOIDE (AR)

A AR é uma doenca autoimune inflamatoria cronica que afeta primariamente
as articulagdes causando dor, enrijecimento e sinovite. Componentes genéticos e
ambientais participam da etiologia da doenca e o processo patolégico envolve a
perturbacdo dos mecanismos de imunidade inata e adaptativa, com producdo de
autoanticorpos, assim como a migracdo de células T e B para o compartimento
sinovial e subsequente inflamacéo crénica (ASQUITH et al., 2009, BURMESTER et
al., 2012).
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De incidéncia mundial, cerca de 1% da populac¢do adulta, e com predominio
sobre o género feminino (cerca de trés vezes em relacdo ao género masculino), a
AR ocorre em qualquer idade, sobretudo, em pacientes entre a quarta e sexta
década de vida, ndo existindo associacdo entre a prevaléncia da doenca e a
condigdo socioecondmica da populagédo (FIRESTEIN 2003; SILMAN & PEARSON,
2002).

As manifestacdes clinicas da doenca podem ser divididas em articulares e
extra-articulares. As manifestacdes articulares podem ser reversiveis em sua fase
inicial, porém a sinovite persistente e ndo controlada determina destruicdo 6ssea e
cartilaginosa, lesdes tendinosas e ligamentares irreversiveis (DEODHAR et al.,
2003).

O pé contém vérias articulacdes sinoviais que podem ser afetadas pela AR.
Consequentemente, 0 acometimento destas articulacfes esta presente em 80-90%
das pessoas que apresentam AR, sendo o envolvimento das articulagbes do
tornozelo (como a talocrural e a subtalar) observada em 10-20% (VAINIO, 1991,
KERRY et al., 1994; MICHELSON et al., 1994). O desenho esquematico abaixo
(figura 1) representa a anatomia 0ssea e articular do pé e tornozelo comparada de

humano e camundongo.
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Figura 1 - Anatomia éssea e articular do pé e tornozelo humano (A) e da pata de rato (B). A -
Adapatado de HELLIWELL et al., 2011; B- Adapatado de http://www.informatics.jax.org/cookbook/
imageindex.shtml.

A inflamacéo sinovial nas articulagdes do pé e tornozelo causa o alongamento

e 0 enfraquecimento da capsula sinovial, a perda da integridade das estruturas
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estabilizadoras das articulagcbes (ligamentos colaterais) e destruicdo da cartilagem
articular (KEENAN et al., 1991; KIRVESKARI et al., 1998; JAAKKOLA & MANN,
2004). A perda da estabilidade das articulagbes torna-as mais suscetiveis as
deformidades impostas pelas forcas musculares e mecéanicas geradas pela
caminhada e pelo uso de sapato (KIRVESKARI et al., 1998).

Patologias dos tecidos moles também sdo comuns e até
25% dos pacientes se queixam de dor nos tecidos em torno do pé, como as
observadas na fascite plantar (inflamacdo da facia plantar), tendinite peroneal
(inflamacdo no tenddo do tornozelo) ou bursite (inflamacdo da bursa - capsula
sinovial) (VIDIGAL et al., 1975; BOUYSSET et al.,, 1987; KERRY et al.,, 1994;
MICHELSON et al., 1994).

1.2.1 Processo inflamatério articular na AR

O processo inflamatério articular ou sinovite inicia-se com o influxo de
leucdcitos em reflexo a quimiotaxia destas células em migrar para o compartimento
sinovial e proliferar, o que resulta na hiperplasia da membrana sinovial, normalmente
hipocelular (MCINNES & SCHETT, 2007). Essa migracdo € induzida pela ativacédo
de células dos microvasos sinoviais, as quais aumentam a expressdo de moléculas
de adesdo (incluindo integrinas, selectinas, e membros da superfamilia das
imunoglobulinas) e citocinas. A neoangiongénese, induzida pela exacerbacédo das
condicdes de hipoxia local e a acdo de citocinas, assim como a linfoangiogénese,
sdo fendmenos tipicos observados no inicio da sinovite da AR (SZEKANECZ et al.,
2009). Dentre as células hiperplasicas no compartimento sinovial estéo fibroblastos,
macrofagos, células dendriticas, mastdcitos, células TCD4", células TCD8", células
natural killer (NK), células natural killer tipo linfocitos T (NK like T cell-NKT), células
B e plasmodcitos (BURMESTER et al., 2014).

Diversos mediadores estdo envolvidos no processo inflamatorio, como 0s
eicosandides (ciclooxigenases, prostaglandinas, tromboxanas e leucotrienos) e as
citocinas (SMITH, 1992; APPLETON, et al., 1996). As citocinas sao uma familia de

mediadores protéicos importantes em interacdes intercelulares e na inducdo e
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modulacdo de um grande numero de processos inflamatérios e metabdlicos.
Participam ativamente da resposta imune, principalmente na ativacao e proliferacéo
dos linfécitos; estdo envolvidas também na resposta pirogénica e de fase aguda da
AR (HOFSLI et al., 1989; MCINNES & SCHETT, 2011). Diversas subpopulacbes
celulares produzem citocinas durante a inflamagédo sinovial e o padrédo desta

producéo pode variar de acordo com o estagio da doenca (figura 2).
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Figura 2- Desenho esquematico representando as citocinas e células imunes envolvidas na AR. As
citocinas atuam em diversos processos relacionados a patogénese da AR. Nas articulacbes
reumaticas, o desequilibrio entre a atividade das citocinas pro e anti-inflamatorias fovorece a indugéo
da autoimunidade, a inflamagédo crénica e o consequente dano a estrutura articular. APRIL, ligante
indutor de proliferacéo; BAFF, fator ativador de células B; bFGF, fator de crescimento de fibroblasto
basico; CCL21, CC-quimiocina ligante 21; CXCL13, CXC- quimiocina ligante 13; FcyR, receptor Fc
para IgG; IFN, interferon; IL, interleucina; LT, linfotoxina-B; M-CSF, fator estimulador de col6nia de
macrofago; PAR2, receptor 2 protease ativada; RANKL, ligante do receptor ativador do fator nuclear -
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Mclnnes e Schett, 2007).

As mudangas no microambiente, combinadas com a reorganizagdo na
arquitetura sinovial, sdo condi¢cdes favoraveis ao desenvolvimento da inflamacéo
articular e podem desencadear a destruicdo da cartilagem adjacente devido a
ativacado de osteoclastos, condrocitos e fibroblastos (MCINNES & SCHETT, 2011).

1.2.2 Processo inflamatorio e apoptose
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A morte por apoptose de sinoviécitos residentes e células inflamatérias, assim
como a observada em condrdcitos, tem sido associada com a patogénese da AR
(BAIER et al. 2003).

Apoptose € um complexo processo, dependente de energia e caracterizado
por especificas modificacdes morfoldgicas e bioquimicas, incluindo a ativacdo de
caspases, que desempenham um papel central. As caspases sdo amplamente
expressas em forma de pro-enzimas, inativas na maioria das células e, uma vez
ativadas sao capazes de ativar outras pré-caspases, permitindo a iniciagdo de uma
cascata de proteases. Algumas pro-caspases também podem se agregar e se
autoativar. As caspases tém atividade proteolitica e sdo capazes de clivar proteinas
em residuos de acido aspartico, embora apresentem diferentes especificidades, que
envolvem o reconhecimento de aminoacidos vizinhos. Atualmente, 10 caspases
principais foram identificadas e classificadas em iniciadores (caspase-2, -8, -9, -10),
efetores ou executores (caspase-3, -6, -7) e caspases inflamatorias (caspase-1, -4, -
5) (RAI et al., 2005).

Ja& o controle e a regulacdo destes eventos apoptéticos mitocondriais ocorre
atravées de membros da familia de proteinas Bcl-2 (CORY & ADAMS, 2002).
Atualmente, 25 genes foram identificados na familia Bcl-2. A proteina p53,
supressora de tumor, possui um papel importante na regulacdo do Bcl-2; no entanto
0S mecanismos exatos ainda ndo foram completamente elucidados (SCHULER &
GREEN, 2001). A familia Bcl-2 de proteinas regula a permeabilidade da membrana
mitocondrial e pode ser tanto pro-apoptética ou antiapoptética. Algumas das
proteinas antiapoptoticas incluem Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG, Mcl-1,
engquanto as proteinas pro-apoptoticas incluem, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, e Blk
(Figura 3). Estas proteinas tém um significado especial, uma vez que €& possivel
determinar se a célula ira entrar no processo apoptotico ou ira impedir 0 processo.
Acredita-se que o principal mecanismo de acédo da familia de proteinas Bcl-2 seja a
regulacdo da liberacdo do citocromo ¢ da mitocondria, atraves de alteracdo da
permeabilidade da membrana mitocondrial (CORY & ADAMS, 2002).

Duas vias distintas, mas convergentes, sao responsaveis em desencadear a
apoptose: a via do receptor de morte, do inglés death receptor (DR), e a via
mitocondrial. Membros da super familia do TNF se ligam a superficie celular e

ativam a via DR, com subsequente aumento da atividade da caspase 8, importante
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apoptosis/mitochondrial-control-of-apoptosis-signaling-pathway/pathways apoptosiscontrol?Ntk=Cont
ent&N=4294956305&Ntt=apoptosis&fromPage=plp.)

mediador para essa via. Ja o balanco entre os membros pro-apototicos e antiapopto-
ticos da familia da Bcl2 controlam a via mitocondrial e possuem como mediador
principal a caspase 9. A ativagao da via mitocondrial ocorre pelos seguintes fatores:

aumento das espécies reativas de oxigénio (do inglés reactive oxygen species -
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ROS), danos ao DNA, mudancas conformacionais de proteinas eprivacao de fatores
de crescimento; e prossegue com o0 aumento da permeabilidade da membrana
mitocondrial, liberacdo de proteinas pro-apotoéticas, como o citocromo ¢, do espaco
intermembranas para o citosol, ativacdo de caspase 8 e caspase 9, e consequente
ativacdo das caspases 3, -6 e -7, que por sua vez levam a morte da célula pela
clivagem de diversas proteinas e pela ativacdo de endonucleaes (WU & XING,
2014).

Na AR, a hiperplasia celular com aumento da populacdo de neutrdfilos,
macréfagos, fibroblastos sinoviais e linfocitos indicam que o aumento da proliferacéo
destas células e/ou a insuficiente apoptose contribuem para a persisténcia da
inflamacéo crénica (POPE, 2002). Embora a proliferacéo local de fibroblastos possa
ocorrer (SUGIYAMA et al., 1996), os macrofagos, assim como os linfocitos
aumentados no local da inflamagéo s&o provenientes da migracdo a partir da
circulacao periférica e apresentam resisténcia a apoptose (FIRESTEIN et al., 1996;
TAK et al., 2000; POPE, 2002).

Ao menos trés mecanismos tém sido caracterizados como essenciais para a
viabilidade de macréfagos e fibroblastos sinoviais durante a AR: 1) expressao de Flip
(enzima conversora da IL-1B ligada ao FADD), responsavel por se ligar ao FADD
(dominio de morte associado a Fas) e inibir a ativacdo da caspase 8 em resposta a
sinalizacdo de morte gerada pela ligacdo de Fas (CD95) e Fas ligante (FasL) na
membrana da célula (PERLMAN et al.,, 1999); 2) manutencdo da ativacéo
constitutiva do fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB), que quando inibida, esta via
culmina com a répida reducdo do membro Al da familia da Bcl2, perda da
integridade mitocondrial e ativacdo da caspase 9 (PAGLIARI et al., 2000) e 3)
manutencdo da ativacdo constitutiva do fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K—-AKT1),
pois quando inibida, esta via resulta em supressao de Mcl-1, perda da integridade
mitocondrial, ativacdo da caspase 9 e apoptose celular. Todas as vias acima ja
foram descritas em macréfagos presentes no infiltrado inflamatério na AR (POPE,
2002).

1.2.3 Tratamento da AR
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O tratamento da AR, que tem como objetivo a remisséo da doenca, definida
como a auséncia dos sinais e sintomas, envolve educacdo do paciente e de sua
familia, terapia medicamentosa, fisioterapia, apoio psicossocial, terapia ocupacional
e abordagens cirurgicas. As terapias medicamentosas incluem uso de anti-
inflamatoérios ndo esterdides (AINE), corticosteréides, drogas modificadoras do curso
da doenca (DMCD) sintéticas e bioldgicas e drogas imunossupressoras (DA MOTA
et al., 2013).

Analgésicos e AINE's sdo largamente utilizados no tratamento de AR para
diminuicdo da dor e da rigidez. Entretanto, os AINE's tem perdido seu papel histérico
como primeira opgdo farmacolégica do tratamento devido ao seu efeito limitado,
incapacidade de modificar o curso da doenca em longo prazo e pelos seus efeitos
colaterais téxicos, em especial os cardiacos e gastrointestinais (MONK et al., 2006;
SCOTT et al., 2010). Ja a utilizacdo dos corticosterdides demonstrou-se eficaz na
supresséao da inflamacéo e na diminuicdo da destruigédo articular, quando utilizado no
periodo inicial da doenca. Entretanto, o uso na fase tardia deve ser moderado devido
aos seus significativos efeitos colaterais (SMOLEN et al., 2012).

Entre as DMCD sintéticas, o metotrexato (MTX) é atualmente considerado o
farmaco padrao, sendo eficaz no tratamento da AR ativa e recente ao reduzir sinais
e sintomas, a progressao das lesdes radiograficas e melhorar o estado funcional do
paciente. Entre as DMCD bioldgicas os mais utilizados sdo os bloqueadores do TNF
(potente citocina inflamatéria que promove a liberacdo de outras citocinas
inflamatorias, particularmente as interleucinas IL-1, IL-6 e IL-8 e estimula a producao
de proteases), que em associacdo a MTX ou a outra DMCD sintética, possui
beneficio clinico, radiolégico, de remissao e funcional. Contudo, o aumento do risco
de eventos adversos sérios e de reacao local a aplicacéo ja foi descrito (KIELY et al.,
2009; DA MOTA et al., 2013).

O tratamento para os quadros com acometimento das articulacdes do pé e
tornozelo consistem em tratamento farmacoldgico, utilizacdo de Ortese e, em
guadros mais avancados, cirurgias como a artrodese (fusdo dos dois ossos que
formam a articulacdo) (KIRVESKARI et al., 1998).

Tendo em vista que a hiperplasia sinovial é tanto o marcador da AR quanto o
principal fator que contribui para a progressédo das lesbes (BURMESTER et al.,
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2012) os tratamentos direcionados a eliminagdo da inflamacdo, com alvo nas
citocinas, quimiocinas e na coestimulagdo das células B e células T, tém obtido
resultados promissores na AR (HARINGMAN et al., 2003; SMOLEN et al., 2012).

Apesar do progresso no desenvolvimento destas terapias, somente uma
pequena parte dos pacientes atingem remissao clinica sustentada (BURMESTER et
al., 2014).

Nas ultimas décadas, a fototerapia utlizando o laser de baixa poténcia tem
sido introduzida como alternativa ndo invasiva para o tratamento da AR, por
propiciar reacdes fotoquimicas favoraveis a resolucéo dos processos inflamatoérios e
de regeneracao tecidual (BROSSEAU et al., 2005). Porém, h&a controvérsias quanto
a sua efetividade e seus mecanismos efetores ainda ndo sdo completamente

conhecidos.

1.3 LASER

Laser € um acronimo para “(L)ight (A)mplification by (S)timulated (E)mission
of (R)adiation”, ou seja, amplificacdo da luz pela emissdo estimulada de radiagao
(SVELTO & HANNA, 1998). Trata-se de um dispositivo constituido de um material
capaz de emitir luz quando estimulado numa cavidade Optica composta por dois
espelhos (um de frente para o outro) (YOUNG, 1998). Um feixe de luz emitido por
um laser se caracteriza por ser colimado, monocromatico, coerente e de alta
densidade de energia, enquanto um feixe de luz branca, emitida pelas lampadas
comuns, é divergente, apresenta diferentes comprimentos de onda, fases e, em
geral, baixas densidades de energia (O’'SHEA et al.,, 1978). Os lasers podem ser
diferenciados pelo comprimento de onda (ou frequéncia) emitido, pelo modo de
emissado (continuo ou pulsado) ou ainda pela sua poténcia (baixa, média ou alta)
(NIEMZ, 2007).

Terapias baseadas em lasers de baixa poténcia tém sido utilizadas com
sucesso para aplicacdes clinicas (REDDY, 2004). Radiacdes visiveis e pertencentes
as regides do vermelho e infravermelho do espectro eletromagnético parecem ser

efetivas em tais terapias. Na literatura sdo encontrados estudos sobre os efeitos
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biolégicos dos lasers de baixa poténcia em culturas de células eucaridticas e
procarioticas (FONSECA et al., 2010; 2012; HUANG et al., 2011; BARBOZA et al.,
2015; CANUTO et al., 2015), em animais (MANTINEO et al., 2014; ANJOS et al.,
2015; PAOLI et al., 2015) e em humanos (ESLAMIAN et al.,, 2012; REIS et al.,
2014).

Atribuem-se os resultados clinicos positivos em terapias baseadas em lasers
de baixa poténcia a uma sequéncia de eventos em nivel molecular e celular, nos
quais os fatores determinantes na resposta fotoquimica, fotofisica e/ou fotobioldgica
sdao o comprimento de onda e a intensidade utilizadas, a fluéncia aplicada e a
concentracdo de cromoforos ativos e as propriedades Opticas (reflexdo, transmisséo,
absorcdo, espalhamento e anisotropia) do tecido tratado, bem como 0 seu estado
fisiolégico (KARU, 1998; 2003).

A acdo dos LLLTs esta baseada na absorcéo da luz pelas células, nas quais
modulam reac¢des bioquimicas e estimulam a atividade mitocondrial (KARU et al.,
1998; WILDEN et al., 1998). Esses efeitos tanto podem acelerar a sintese de DNA,
RNA e de proteinas regulatérias do ciclo celular, promovendo assim uma
proliferacdo (GAO & XING, 2009), quanto aumentar a producdo de ROS, o que
poderia desencadear alteracbes em enzimas responsaveis pelos mecanismos de
reparo do DNA e consequentemente, danos subletais e até mesmo irreversiveis no
DNA (FONSECA et al., 2010; 2012; 2015; SERGIO et al., 2012).

Os eventos observados entre as reacdes primarias da irradiacdo com laser e
os efeitos biol6gicos observados na célula compreendem as cascatas de sinalizacao
intracelulares secundarias. Primariamente os fétons sdo absorvidos pelo fotoaceptor,
como o citocromo c¢ oxidase (enzima terminal da cadeia respiratéria mitocondrial),
provocando mudancas nas propriedades Oxidoredutoras de componentes da cadeia
respiratéria mitocondrial. Como consequéncia ocorre um aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio, de nitrogénio, de ions calcio e alteracdo no potencial
elétrico da membrana mitocondrial (como representado na figura 4). Estas
modificacbes mitocondriais levam a alteragbes nos parametros homeostéaticos
celulares (pHi, [Ca?'], [CAMP], Eh, [ATP]), culminando com o aumento na sintese de
DNA e RNA, dentre outras implicacbes (KARU, 2008).

Dentre os mecanismos geralmente associados aos benificios clinicos do LLLT
estdo a proliferacdo e a diferenciagao celular (WU & XING, 2014). O aumento da

proliferacéo, em reposta a irradiacdo com laser de baixa poténcia, tem sido atribuida
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ao aumento na expressao de fatores sensiveis ao estado redox da célula, como
NFkB ou as proteinas da familia das Src quinases (ALEXANDRATOU et al., 2002;
KARU, 1999; 2008; LUBART & BREITBARTM 2000). As Src quinases possuem
importante papel em processos celulares como proliferacdo, migracéo, ancoragem e
sobrevivéncia e s@o ativadas pelo ROS produzido em resposta a irradiacdo pelo
laser (PARSONS & PARSONS, 2004).

RADIACAO
VISIVEL E IV

A\W,,,T, [ROS].,J.[C&*].,J. NO'“, AFFH

[ATP]
£y t

EXPRESSAO
GENICA

SINTESE DE
DNA E RNA

Figura 4 — Desenho esquemaético representando a sinalizacé@o intracelular ap6s permeabilizagdo
mitocondrial em reposta a aborcdo de radiacdo visivel ou infravermelho (IV) pelo fotoaceptor
citocromo c oxidase. As setas 1 indicam elevacéao e | indicam diminuicdo nos valores, e os colchetes
[] concentracdo. AEm=potencial de membrana; A¥Ym=potencial elétrico da membrana mitocondrial,
ROS=espécies reativas de oxigénio; AFFH= alteracbes na homeostasia fusdo-fissdo mitocondrial;
Eh=potencial redox intracelular; pHi=pH intracelular; cAMP=adenosina monofosfato ciclico;
ATP=adenosina trifosfato; AP-1=proteina ativadora 1; NFkB=fator de transcricdo nuclear kB.
Adaptade de KARU, 2008.

O LLLT pode conferir também efeito protetor a célula ao suprimir a expressao
de p53, inibidor da proteina antiapoptética Bcl2 ou atuar diretamente na inducdo da
expressao de Bcl2 a nivel pos-transcricional (SHEFER et al., 2002).

Perquisas recentes tém demostrado que os efeitos do LLLT em células
animais podem ser representados por uma parabola. Com o aumento da energia 0s
efeitos estimulatorios sobre a célula sdo diminuidos gradualmente e, quando o limiar
é atingido, os efeitos inibitorios sobre as células emergem (WU & XING, 2014). A
inibicdo celular causada pelo LLLT em fluéncias elevadas tem sido relatada em
diversos trabalhos como descrito por Wu e colaboradores (2007). Esses

pesquisadores relacionaram a apoptose celular pela via mitocondrial com os
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seguintes eventos celulares: (i) geracdo imediata de ROS mitocondrial, (ii)
despolarizacdo mitocondrial e, (iii) ativacdo de caspase-3, levando assim a morte
celular. Porém, outros mecanismos para ativacédo da via mitocondrial e consequente
permeabilizacdo da membrana da mitocondria, também podem estar envolvidos no
processo apoptoético induzido por LLLT em fluéncias elevadas, como ativacdo de
Bax e inibicdo de Akt pela proteina glicogénio sintase quinase 3 (GSK3p) (HUANG
et al., 2011).

1.3.1 Lasers e processo inflamatorio

Terapias utilizando LLLT tém demonstrado excelentes resultados no controle
do processo inflamatério, através da reducdo da dor, do edema e promovendo o
reparo dos tecidos lesionados (FERREIRA et al., 2005; ALBERTINI et al., 2007).
Outra vantagem que vem sendo descrita € a auséncia de efeitos adversos,
observados em diversas terapias medicamentosas. A hipétese de reducdo da
duracdo da fase aguda inflamatoria e estimulacdo da reparacdo tecidual foi
inicialmente elaborada para explicar o alivio da dor obtido com o tratamento com o
laser (BASFORD, 1993). Embora a eficcia anti-inflamatdria do tratamento com laser
de baixa poténcia seja controversa para alguns autores, estudos tém demonstrado
efeitos no nivel de prostaglandinas E2 (PGEZ2), importante marcador inflamatorio, e
na formagéo do edema articular, tanto in vitro (SHIMIZU et al., 1995; SAKURAI et
al., 2000) quanto in vivo (CAMPANA et al., 1998; ALBERTINI et al., 2004).

Em estudos utilizando células do sistema imune in vivo e in vitro como,
células dendriticas e neutrofilos, o LLLT teve seu efeito anti-inflamatorio atribuido ao
bloqueio ou inibicdo da via de NF-kB (AIMBIRE et al., 2008; CHEN et al., 2011). NF-
kB € um fator de regulacao da transcricdo que regula a expressdo de muitos genes,
dentre estes os relacionados a inflamacéo, estresse e sobrevivéncia celular (CHEN
et al., 2011). Em neutrofilos, LLLT também promove aumento da atividade
respiratoria mitocondrial e da expressao de iINOS (MORGAN & RASHID, 2009). Ja
no estudo de Hemvani e colaboradores (2005) o aumento na taxa de apoptose de
PMN foi 0 mecanismo anti-inflamatorio efetor do LLLT.
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A utilizacdo de LLLT é sugerida como alternativa em curto prazo para redugao
da dor e da rigidez matinal na AR (BROSSEAU et al., 2000); entretanto estudos
recentes tém reportado resultados diversos sobre a terapia. Meireles e
colaboradores (2010) aplicaram LLLT (A= 785 nm, fluéncia de 3 J/cm? e poténcia de
70 mW) na méo de pacientes com AR e n&o observou efeitos positivos relacionados
a diminuicdo da dor ou rigidez articular. Em outro estudo, Castano e colaboradores
(2007) aplicaram LLLT (A= 810 nm, fluéncia de 3-5 J/ cm? e poténcia de 5-50 mW)
em joelho de ratos com AR induzida e observaram diminuicdo do edema articular,
relacionando com a diminuicdo do nivel de prostaglandina (PGEy). Ja Alves e
colaboradores (2013), também utilizando articulacdo do joelho de ratos com AR
induzida, aplicaram LLLT (A= 780 nm, fluéncia de 7,7 J/cm? e poténcia de 22 mW) e
observaram que o laser foi eficaz na modulacdo inflamatéria, ao diminuir, entre
outros, o numero de células mononucleares inflamatorias, o exudato proteico, a
hemorragia medular, a hiperemia e a necrose.

Apesar de lasers de baixa poténcia serem utilizados em terapias alternativas
para aceleracdo de cicatrizacdo de feridas em tecidos moles (HAWKINS &
ABRAHAMSE, 2006; AMARILLAS-ESCOBAR et al., 2010) ou de fraturas O6sseas
(SHAKOURI et al., 2010), no tratamento de lesGes na cavidade oral (ANTUNES et
al., 2007) e para reduzir a sensacdo algica (CRAWFORD & THOMSON, 2010;
ORHAN et al., 2011), seus efeitos bioldgicos necessitam ainda de estudos para que
sejam melhores compreendidos e que suas aplicacdes clinicas possam ser mais
eficazes e seguras (BROSSEAU et al., 2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os mecanismos moleculares envolvidos na resolugdo do processo
inflamatorio articular induzido por zymosan apos a utilizacdo de terapia com laser de

baixa poténcia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever os efeitos do laser infravermelho (A= 830nm, 10mW), no modo
continuo de luz e utilizando fluéncias de 3J/cm? e 30J/cm? na:

e Resolucdo do processo inflamatério através de analise morfolégica da
articulacao e infiltrado inflamatério (Hematoxilina & Eosina);

e Deteccdo e gquantificacdo da taxa de apoptose através da analise da
fragmentacao de DNA pela técnica de TUNEL;

e Avaliacdo dos mecanismos apoptoticos induzidos pela irradiagédo, através
da andlise da expresséo de genes que codificam proteinas envolvidas nas
vias extrinseca e intrinseca (Fas, Fas ligante, Apafl, caspase 9, caspase

3, capase 6, Bax e p53) por PCR em tempo real (qQPCR);
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados camundongos machos da linhagem isogénica
C57BL/6, com 8-10 semanas de vida, peso médio variando entre 24-28 g, oriundos
do Centro de Biologia da Reproducéo (CBR-UFJF), Juiz de Fora, MG, Brasil.

Os camundongos foram mantidos no biotério experimental do laboratério de
Imunologia (ICB/UFJF) com temperatura controlada de 25°C + 2°C e ciclo claro-
escuro constante (periodo claro de 7 as 19 horas) e livre acesso a a4gua e racao para
roedores.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas éticas
internacionais, sendo o projeto devidamente aprovado no Comité de Etica em Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Juiz de Fora (protocolo namero
039/2014).

Os animais foram aleatoriamente divididos em grupos com numero amostral

(n) igual a 6, conforme descrito abaixo (tabela 1).

Tabela 1 — Distribuigdo dos animais nos grupos experimentais.

Grupos

Controle (C)

Induzido por zymosan (Zy)

Eutanasiado 5h apos inducdo com zymosan (5h)
Zymosan + dexametasona (Zy+dexa)

Laser infravermelho 3 J/cm? (3J/cm?)

Laser infravermelho 30 J/cm?(30J/cm?)

Zymosan + laser infravermelho 3 J/cm? (Zy+3J/cm?)

© N o gk W N PE

Zymosan + laser infravermelho 30 J/cm? (Zy+30J/cm?)
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3.2 INDUCAO DO PROCESSO INFLAMATORIO PELO ZYMOSAN

A artrite experimental foi induzida através da injecdo de 200ug de zymosan
(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) dissolvido em 10uL de solucao
salina estéril, na regido da articulacdo talocrural e subtalar (direita e esquerda) dos
membros posteriores (figura 5). Os animais do grupo controle receberam o mesmo
volume de salina estéril. Cinco horas ap6s a indu¢cdo com zymosan, um grupo de
animais (n=6) foi eutanasiado com a finalidade de confirmar a presenca do processo
inflamatorio e os tipos celulares presentes na regido articular. Além do controle, os
grupos laser nas fluéncias de 3J/cm? e laser 30J/cm? também n&o foram submetidos

a inducao inflamatdria por zymosan.

Figura 5 - Administracéo de Zymosan na regido da articulacéo talocrural e subtalar.

3.3 EXPOSICAO AO LASER DE BAIXA POTENCIA

O laser infravermelho de baixa poténcia (AlGaAs - Aluminum Gallium
Arsenide, HTM Laser Compact, HTM Industria de Equipamentos Eletro-eletrénicos
Ltda/Brasil) foi utilizado nos procedimentos experimentais com poténcia fixa de
10mW, no modo continuo de emissdo da luz, A= 830nm, nas fluéncias de 3J/cm? e

30J/cm?. A irradiacdo seguiu a seguinte ordem cronoldgica representada na figura 6.
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Grupo 5h eutanasiado o i
Inducéo 12 Irradiacao laser 22 [rradiagéo laser 32 Irradllal(;ao laser 42 |rradiagdo laser )
Zymosan 12 administracéo dexa 22 administracéo dexa 32 administracéo dexa 42 administracdo dexa Eutanasia

Oh 5h 29h 53h 77h 101h

Figura 6 - Cronograma experimental.

ApoOs 5 horas da inducédo pelo zymosan, 0s animais pertencentes aos grupos
7 e 8 (tratados com laser - Zy+3J/cm?e Zy+30J/cm?) foram imobilizados e expostos
aos lasers, nas fluéncias de 3J/cm? e 30J/cm?, respectivamente, assim como 0s
grupos sem inflamacao induzida por zymosan, 5 e 6 (somente tratados com o laser -
3J/cm? e 30J/cm?). No mesmo horério da irradiacdo, os animais do grupo 4
(Zy+dexa) receberam uma injecdo contendo dexametasona intraperitonealmente.
Esses procedimentos prosseguiram por 4 dias consecutivos, sempre no mesmo

horério definido na primeira irradiacao.

3.4 TRATAMENTO COM DEXAMETASONA

Com o intuito de comparar os efeitos do laser com os efeitos do tratamento
medicamentoso baseado em uso de corticosteroides, comumente utlizado na artrite,
foi criado um grupo tratado com solucdo de dexametasona (Aché Laboratério
Farmacéutico, Brasil), intraperitonealmente, na dose de 4mg/kg, 5h, 29h, 53h, e 77h

apos a inducao da inflamacéao articular pelo zymosan.

3.5 EUTANASIA E PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS
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Vinte quatro horas apdés a ultima irradiacdo e tratamento com dexametasona
(101 horas apls a indugdo com zymosan), 0s animais foram eutanasiados, por
inducdo anestésica, utilizando uma solucdo de cloridrato de quetamina e cloridrato
de xylazina, conforme aprovado previamente pelo Comité de Experimentacao
Animal.

Imediatamente apds, as articulagbes talocrural de ambos os membros
posteriores foram removidas, lavadas em agua destilada estéril para retirada do
excesso de sangue e dissecadas. Durante a disseccdo, a pele foi retirada, bem
como as falanges (a figura 7 apresenta os planos de corte utilizados para remocao
da regido articular e na microtomia). Logo em seguida os tecidos foram
encaminhados para prepraracdo das técnicas histolégicas de rotina e
imunocitoquimicas (articulacdo direita) e para técnicas de extracdo de RNA

(articulacao esquerda).

Figura 7 - Planos de corte utilizados para remocédo da regido articular e na microtomia. Figura 1: A -
plano de corte para retirada das falanges; corte na por¢do média do metatarso. B - plano de corte na
porcdo media da tibia e fibula. Adapatado de http://hookelabs.com/services/cro/cia.html. Figura 2:
palno de corte utlizado na microtomia para obtengcdo das laminas histologicas. Adaptado de
http://newsblog.drexel.edu/2014/09/16/drexel-engineers-discovery-turns-artificial-ankle-research-in-a-
new-direction/.

Para as andlises morfologica e de imunocitoquimica, a regido da articulacao
talocrural foi fixada em paraformaldeido tamponado 4%, pH 7,4, durante 24 horas,

descalcificado em solucéo de acido nitrico 5% por 48 horas e em seguida lavados
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em Aagua corrente por 24h. Posteriormente, as amostras foram desidratadas,
diafanizados e incluidas em parafina (Histosec-Merck). Foram obtidos cortes
longitudinais com 3 pm de espessura, 0s quais foram desparafinizados e hidratados.
Os cortes em laminas foram encaminhados para analise de fragmentacao nuclear
através de TUNEL e corados pela hematoxilina e eosina (HE) para andlises

morfologicas.

3.6 ANALISE MORFOLOGICA

As andlises morfolégicas foram realizadas utilizando microscépio Olympus
(BX53F) equipado com as objetivas U-PlanFL N 4/0.13, 10/0.30, 40/0.75 e 100/0.85.
As imagens foram capturadas por uma caméra Olympus DP73 e através de software
Cell Sens Imaging (5.1 version, Olympus, EUA). Para quantificacdo da area do
infiltrado inflamatorio foi utilizado o software Image Pro Plus (Media Cybernetics,
Inc.), onde a densidade celular do infiltrado inflamatorio foi obtida utilizando 5
campos focalizados (objetiva de 100X). Para obtencdo da densidade absoluta de

células no infiltrado inflamatério foi feito o seguinte calculo usando regra de trés:

n° de células no campo --------- area do campo

X (densidade absoluta) --------- area total do infiltrado

3.7 FRAGMENTACAO DE DNA E APOPTOSE

Entre os métodos para detectar apoptose em tecidos histolégicos, a técnica
de TUNEL (do inglés Terminal deoxynucleotidyl transferase biontin-dUTP nick end
labeling) esta entre os mais utilizados. Uma caracteristica importante da apoptose é
a degradacao do DNA apos a ativacéo de endonucleases dependentes de Ca/Mg. O
método de TUNEL identifica a fragmentacédo de DNA in situ pela ligagdo de biotina-
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dUTP as terminacdes clivadas do DNA, pela acdo da deoxinucleotideo transferase
(TdT). Os pontos de clivagem ligados a biotina sdo detectados pela reagdo com
HRP (do inglés horse radish peroxidase) conjugada com estreptavidina e visualizada
por DAB (diaminobenzidina), que confere coloracdo marrom (NIEHS, 2007).

Neste estudo foi utilizado kit TUNEL POD (Roche, Germany) seguindo as
instrucbes do fabricante. Apds desparafinizacdo e hidratacdo, as laminas foram
incubadas com solucéo de 20 pg/mL de proteinase K (Roche Diagnostics, EUA) por
30 minutos a 37°C e em seguida em solucdo de peréxido de hidrogénio a 0,3%
diluido em metanol por 30 minutos a temperatura ambiente, para bloqueio da
peroxidase enddgena. Os cortes foram incubados com a solucdo de reacdo
contendo a enzima e os nucleotideos TdT e dUTP por 60 minutos. As laminas foram
lavadas com PBS, reveladas com solucédo de DAB (Sigma Aldrich, Brasil) 0,5mg/ml e
contra coradas em solucao de verde de metila. Como controle positivo, cortes foram
incubados com DNAse 1 (Roche Diagnostics, EUA) antes da utilizacdo da solugao
contendo a enzima; jA para controle negativo, cortes ndo foram incubados com a

solucéo de enzima.

3.8 EXTRACAO DE RNA E real time PCR (qPCR)

Os fragmentos de tecidos foram macerados apdés imersdo em nitrogénio
liguido e o RNA total foi extraido usando Trizol (Invitrogen, EUA) seguido pela
separacédo de fases por cloroférmio e isopropanol. A concentracdo de RNA extraido
foi obtida utilizando o NanoDrop™ 1000 Espectrofotdmetro (Thermo Scientific, EUA).
Em seguida, 2ug de RNA total foi transcrito a DNA complementar (cDNA) utilizando
o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA),
seguindo as orientacdes do fabricante.

Para a reacdo de gPCR (Reacdo em cedeia da polimerase em tempo real)
foram utilizados primers dos genes que codificam proteinas envolvidas nas cascatas
de sinalizacdo para apoptose: Fas, Fas ligante, Bax, Apafl, caspase 9, caspase 3,
p53 e caspase 6 (Invitrogen, Brasil), e como controle interno o primer do gene B-

actina (Invitrogen, Brasil) (Tabela 2). Todos os primers foram desenhados em
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diferentes éxons, para evitar a possibilidade de contaminacdo com DNA gendmico

utilizando o programa Primer BLAST (NCBI, 2012).

Tabela 2 - Primers utilizados para gPCR.

Genes alvo Sequéncia Foward (5' --> 3') Sequéncia Reverse (3' --> 5') N° referéncia NCBI
Fas AACCTCCAGTCGTGAAACCA TGTCTTCAGCAATTCTCGGG NM_007987.2
Fas ligante CTGGTGGCTCTGGTTGGAAT TCACGGAGTTCTGCCAGTTC NM_010177.4
Bax CAAACTGGTGCTCAAGGCC GGCTCACGGAGGAAGTCC NM_007527.3
Apafl TTACCTGCCTGAAGCCCAAG CAGCTTTCTTGTGCCCAACC NM_001042558.1
caspase 9 GTAGGGCAATGTGGAGCAGT GGGCACAATCCCTAACCACA NM_015733.5
caspase 3 GGGAGCAAGTCAGTGGACTC CCGTACCAGAGCGAGATGAC NM_001284409.1
p53 GTGCTCACCCTGGCTAAAGT AGGAGGATGAGGGCCTGAAT NM_011640.3
caspase 6 GACGTGGTGGAAGGGCTAAA AGTGTCACAAAAGGGGAGGC NM_009811.4
B-actina CATCCGTAAAGACCTCTATGCC GGAGCCAGAGCAGTAATCTC NM_007393.4

Através dos resultados das curvas padrdo para determinacdo da eficiéncia
dos primers (eficiéncia aceitavel superior a 90%), padronizou-se a utilizacdo da
diluicdo de 1:5 de cDNA para todas as amostras. As reacdes foram feitas no volume
final de 10uL, contendo 2,6uL de agua ultrapura, 1,4uL da mistura de um dos pares
de primers Foward e Reverse de cada gene, 1 uL de cDNA diluido e 5 pL de SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems).

O ensaio de gPCR foi realizado no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, EUA) nas seguintes condi¢des: 40 ciclos; em cada
ciclo, desnaturagao inicial a 95°C por 10 minutos, desnaturagdo a 95°C por 15
segundos, anelamento dos primers e extensdo a 60 °C por 1 minuto. Cada amostra
foi feita em duplicata, e como controle negativo para a reacdo de gPCR foram
utilizados pocos que continham o mix da reagdo mais 0s primers, na auséncia do
template (cDNA). A andlise das curvas de melting e de dissociagéo foi feita ao final

de cada corrida como controle da qualidade da amplificacdo génica.
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Para analise da expressdo génica através de gPCR foi utilizado o método
Delta-Delta Ct (AACt) (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Calculou-se inicialmente o
ACT de cada amostra, subtraindo-se os valores de CT (threshold cycle ou limiar do
ciclo) do gene controle (B-actina) dos valores de CT do gene alvo. Apés
determinacdo do ACT da amostra, escolheu-se como amostra normalizadora o
cDNA dos animais controle. Para o céalculo do AACT utilizou-se a formula seguinte:
[ACT (amostra) — ACT (amostra normalizadora)]. Uma vez determinado o AACT,

2-A ACT

aplicou-se a formula , que resultou no valor da expressao génica relativa.

Para que os resultados absolutos (sem ponderamento matematico) da
expressao génica dos grupos com diminuicao do infiltrado inflamatério em funcéo do
tratamento, seja ele o laser ou a dexametasona, ndo fossem subestimados, o0s
resultados absolutos foram entdo ponderados em relacdo a densidade celular
absoluta do grupo sem tratamento (Zy). Para tanto foi gerado um coeficiente A (n° de

vezes menor que Zy) resultado do célculo:

Coeficiente A = Densidade celular absoluta grupo nao tratado (grupo Zy) /
Densidade celular absoluta grupo tratado (grupos 4 ou 7 ou 8)

O coeficiente A, gerado para cada grupo experimental, foi entdo multiplicado
pelo resultado da expresséo génica relativa de cada gene alvo testado, obtendo-se
assim os resultados ponderados do gPCR.

Com esse ponderamento objetiva-se analisar a expressdo génica de cada
grupo uniformemente, minimizando assim resultados que poderiam subestimar
grupos com menor quantidade de células inflamatérias, mas que poderiam

apresentar maior expresséao de certos genes por célula.
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em média e desvio padréo relativo. A comparacao
entre os grupos foi realizada aplicando o teste de variancia One-Way Anova seguido
do teste de mudltiplas comparacdes Bonferroni e para analise de normalidade
D'Agostino e Pearson, utilizando o programa GraphPad InStat software (versdo 5
para Windows 8, GraphPad Software, EUA). A significancia estatistica foi
considerada como P* <0.05, P**<0.01 e P**< 0.001.
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4 RESULTADOS

4.1 INFLAMACAO NA REGIAO ARTICULAR INDUZIDA POR ZYMOSAN

Sinais clinicos de um processo inflamatorio, como edema, rubor e calor foram
observados na regido da articulacao talocrural e subtalar nos grupos de animais que
receberam a administragcdo de zymosan intra-articular. A figura 8 ilustra o edema na

regido articular ap6s 5 horas da administracdo do zymosan.

Figura 8 — Foto representativa demonstrando a regido da articulagdo talocrural. Em destaque o
edema observado e indicando o processo inflamatorio 5h apds administragdo de Zymosan.

A analise morfolégica revelou que 5h ap6s a administracdo de zymosan foi
possivel evidenciar influxo de células inflamatdrias nas estruturas sinoviais das
articulacdes talocrural e subtalar, assim como no tecido conjuntivo adjacente (figura
9 e 10). Esse infiltrado foi caracterizado pelo predominio de neutroéfilos (figura 11). Ja
nos grupos eutanaziados 101h apdés a inducdo com zymosan, observou-se infiltrado
inflamatorio fortemente marcado pela presenca de PMN, em especial neutrofilos
(figura 12A), macrofagos (figura 12B), e linfocitos (figura 12C), além da intensa
presenca de tecido fibroso. Nao foram observadas alterac6es morfoldégicas nas
estruturas adjacentes a articulacdo, tanto nos grupos com inflamacao induzida por

zymosan quanto nos grupos somente tratados com laser.
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Figura 9 — Fotomicrografia demonstrando a morfologia da regiéo articular do animal controle. A indica
a articulacé@o talocrural; B indica a articulagdo subtalar; C indica a membrana sinovial. Coloragao
H&E. Barra=200um.

Figura 10 - Fotomicrografia demonstrando a morfologia da regido articular do animal eutanasiado 5h
apo6s adimnistragdo com zymosan. A indica a articulacéo talocrural; B indica a articula¢éo subtalar; C
indica o infiltrado inflamatério. Coloragdo H&E. Barra=200um
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Figura 11 - Fotomicrografia demonstrando as Figura 12 - Fotomicrografia demonstrando as

células do infiltrado inflamatério do animal células do infiltrado inflamatério do animal sem

eutanaziado 5h apdés administracdo com tratamento (Zy). A seta A indica um neutrdfilo; a

zymosan. As setas indicam neutrofilos. Coloracdo seta B indica um macrofago; a seta C indica um

H&E. Barra= 10um. linfécito; a seta D indica tecido fibroso.
Coloracédo H&E. Barra= 10um.

4.2 EFEITO DO LASER SOBRE O PROCESSO INFLAMATORIO

Nos grupos com inflamagéao induzida e tratados, tanto com laser em ambas as
fluéncias utilizadas quanto com a dexametasona, foi observado diminuicdo do
infiltrado inflamatdrio (figura 13) no que tange a area (figura 14) e a densidade
celular (figura 15). Entretanto, somente no grupo tratado com laser na fluéncia de
30J/cm? os resultados apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,05) para
ambos os parametros avaliados, se comparado ao grupo nao tratado (grupo Zy).
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Gréfico 1 - Area (em pum?) do infiltrado Grafico 2 - Densidade celular do infiltrado
inflamatério presente no tecido conjuntivo do inflamatério presente no tecido conjuntivo

espaco sinovial. *p<0,05. do espaco sinovial. *p<0,05; **p <0,01.
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Figura 13 — Fotomicrografia representando a articulacéo talocrural e subtalar, bem como seus tecidos
adjacentes. A Zymosan; B Zymosan + 3J/cm* C Zymosan + 30J/cm?; D Zymosan + Dexametasona.
B, C e D demonstram a diminuigdo do infiltrado inflamatério presente no tecido conjuntivo apds
tratamentos com diferentes fluéncias de laser e dexametasona. Observe que no grupo tratado com a
fluéncia de 30J/cm? (C) essa diminuicdo foi ainda mais significativa. Seta indica o infiltrado
inflamatério. Coloragédo H&E. Barra= 200um.

A proporcao entre as densidades celulares do infiltrado inflamatério para cada
grupo esta representada na tabela 3, assim como o coeficiente A, utilizado para o

ponderamento dos resultados do qPCR.
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Tabela 3 - Densidade celular absoluta do infiltrado inflamatério (expresso pela média) e coeficientes
gerados pela comparacéo com Zy.

Coeficiente A (n° de

Média (n° células Proporcado em relacéo
Grupos do infiltrado) azy vezes menor que Zy)
2y 27053 1 :
Zy+3J/cm? 14530 0,54 1.85
Zy+30J/cm? 5602 0.21 4,76
Dexa 10569 0.39 2,56
5h 40463 1,49 0,67

4.3 EFEITO DO LASER SOBRE A TAXA DE FRAGMENTACAO DE DNA
NAS CELULAS INFLAMATORIAS

A fragmentacdo de DNA, analisada por TUNEL, foi observada predominate
nas células do infiltrado inflamatério, sendo o maior nimero de marcacdes positivas
por campo observadas para o grupo tratado com o laser na fluéncia de 30J/cm?
seguido pelo grupo tratado com a fluéncia de 3J/cm? (gréfico 3 e figura 17).

Foi observado menor numero de fragmentacdo de DNA nas células do
infiltrado inflamatério por TUNEL, nos grupos sem tratamento (Zy) e tratado com

dexametasona.
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Grafico 3 — Células inflamatdrias com marcacgéo positiva de TUNEL, indicando fragmentagdo de
DNA. **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o grupo Zymosan.

Figura 14 - Fotomicrografia demonstrando a marcacdo de TUNEL em células do infiltrado
inflamatério, indicando fragmentagéo de DNA, em marrom. Barra=10um.
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4.4 EFEITO DOS TRATAMENTOS SOBRE A EXPRESSAO DE GENES
QUE CODIFICAM PROTEINAS ENVOLVIDAS NAS VIAS APOPTOTICAS

Com o intuito de avaliar quais os mecanismos envolvidos na morte celular
observada nos grupos irradiados com laser de baixa poténcia, a expressao de genes
que codificam o receptor de morte associado a via extrinseca de apoptose Fas e seu
ligante Fas ligante, os transdutores de sinal Bax, Apafl e caspase 9, as caspases
efetoras caspase 3 e caspase 6, além da proteina reguladora de proliferacdo celular
p53, foram avaliadas.

Uma vez que as marcagbes de TUNEL se concentraram no infiltrado
inflamatorio, atribuiu-se os resultados da expressdo génica de alvos relacionados
com o0 processo apoptotico as células que compdem esse infiltrado. Devido a este
fato, os resultados absolutos da expressao génica relativa foram ponderados atraves
da multiplicagdo pelo coeficiente A, apresentado na tabela 3. Os resultados
absolutos e ponderados do gPCR, para expressdo dos 8 genes codificadores

testados, estéo representados nos graficos 4 a 11.

resultados absolutos - resultados ponderados

Legenda:
Fas FasL
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Grafico 5- - Express0es relativa e ponderada
do gene para proteina FasL. *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o
grupo Zymosan (barra em cinza).

Grafico 4 - Expressdes relativa e ponderada
do gene para proteina Fas. *p<0,05, **p<0,01
e **p<0,001 comparado com O grupo
Zymosan (barra em cinza).
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Grafico 6 - Expressoes relativa e ponderada
do gene para proteina Apafl. *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o
grupo Zymosan (barra em cinza).
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Gréfico 8- Expressdes relativa e ponderada
do gene para proteina Caspase 3. *p<0,05,
**p<0,01 e **p<0,001 comparado com o
grupo Zymosan (barra em cinza).
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Grafico 10- Expressdes relativa e ponderada
do gene para proteina Bax. *p<0,05, **p<0,01
e **p<0,001 comparado com O grupo
Zymosan (barra em cinza).
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Gréafico 7- Expressoes relativa e ponderada
do gene para proteina Caspase 9. *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o
grupo Zymosan (barra em cinza).
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Gréfico 9- Expressofes relativa e ponderada
do gene para proteina Caspase 6. *p<0,05,
**p<0,01 e **p<0,001 comparado com o
grupo Zymosan (barra em cinza).
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Grafico 11 - ExpressbGes relativa e

ponderada do gene para proteina p53.
*p<0,05, **p<0,01 e **p<0,001 comparado
com o grupo Zymosan (barra em cinza).
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Os resultados absolutos do grupo tratado com laser na fluéncia de 30J/cm?
revelaram que a expressao dos genes, aqui avaliados, ndo apresentou diferenca
estatistica relevante, quando comparados ao grupo sem tratamento (Zy), grupo este
que apresentou densidade celular 4,76 vezes maior que o grupo Zy+30J/cm?.
Entretanto, quando ponderados, os resultados demonstraram significante expressao
de todos do 8 genes avaliados.

Ja o grupo tratado com laser na fluéncia de 3J/cm? apresentou diferenca
estatistica, se comparado ao grupo sem tratamento, tanto nos resultados absolutos
quanto nos ponderados, exceto para a expressdo do gene para a proteina Fas,
Apafl e caspase 3, em que se observa diferenca estatistica somente nos resultados
ponderados. Para todos o0s grupos tratados, inclusive o grupo tratado com
dexametasona, observou-se a manutencdo da tendéncia dos resultados absolutos
nos resulatdos ponderados, elevando-se somente o nivel de significancia.

O grupo nao tratado Zy, apresentou a segunda maior densidade celular no
infiltrado inflamatério. Entretanto, ndo foi observado aumento de marcacfes de
fragmentacdo de DNA assim como elevacdo na expressao de genes relacionados a
apoptose. Ja no grupo Dexa, os resultados ponderados revelaram elevacdo da
expressao génica de Fas, Apafl, caspase 9 e caspase 3. A figura 15 apresenta um
esquema para os resultados ponderados da expresséo génica.

Os grupos sem inflamacgéo induzida por zymosan e irradiados com o laser
nao apresentaram alteracbes na expressdo dos genes avaliados, quando

comparados ao grupo controle.
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Expressao génica dos grupos Expresséo génica do
Zy+3J/cm?e Zy+30J/cm? grupo Zy+dexa
| |

Via Extrinseca Via Intrinseca Via Intrinseca Via Extrinseca

da Apoptose da Apoptose da Apoptose da Apoptose
p53 FasL
A 4 \ 4 A 4 2 4
Bax Fas Fas
\ g \ g L 4 A 4
Apaf 1 Apaf1 Apaf1 Apaf1
A 4 \ 4 A 4 \ 4
Caspase9 Caspase9 Caspase 9 Caspase9
A 4 \ 4 \ 4 A 4
Caspase 3 Caspase3 Caspase 3 Caspased
Caspase6 Caspase6
' 'l 9

Figura 15 — Desenho esquemético da expressdo génica das proteinas envolvidas nas vias intrinsica e
extrinsica da apoptose nos grupos tratados. Em destaque (preto e negrito) estdo as proteinas cujas
expressfes de seus genes foram elevadas, enquanto as proteinas ndo destacadas (cinza)
demonstram as quais nao apresentaram diferencas estatisticas nas expressdes de seus genes,
quando comparado ao grupo sem tratamento (Zy).
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5 DISCUSSAO

7

A artrite € uma desordem musculo esquelética que afeta as articulacbes
diartrodiais, considerada importante causa de incapacidade motora em todo o
mundo (PAP & KORB-PAP, 2015). Patologias reumaticas crbnicas apresentam
quadro de artrite inflamatoria degenerativa, que progride para destruicdo completa
das estruturas articulares e consequente perda da capacidade motora, quando o
tratamento ndo é efetivo em alterar o curso progressivo da doenca (YOSHIDA et al.,
2014).

Tendo em vista que o principal marcador da AR, também associado a
progressao das lesdes, é a presenca de células inflamatérias, principalmente PMNs
nos tecidos sinoviais (MCINNES & SCHETT, 2011), foi escolhida a administracéo de
zymosan como modelo para estudo da inflamacédo articular, uma vez que este €
capaz de induzir reacdo inflamatoria associada ao aumento da permeabilidade
vascular e migracdo dessas células. Como consequéncia, uma sinovite erosiva
grave assemelhando-se ao quadro degenerativo observado em pacientes com AR, é
produzida (GEGOUT et al., 1994; PENIDO et al., 2006). No presente estudo, a
administracdo de zymosan na regido das articulacdes talocrural e subtalar induziu a
inflamac&o nos tecidos sinoviais, com formacéo de extenso infiltrado inflamatério no
tecido conjuntivo adjacente, composto inicialmente e quase que exclusivamente de
neutréfilos (5 horas apds inducdo). Apdés 101 horas de inflamacao, observou-se
entdo a presenca de PMNs, como neutrofilos, macréfagos e linfocitos, além de
intensa producéo de tecido fibroso.

O efeito anti-inflamatério de LLLT em lesdes inflamatérias musculo
esqueléticas tem sido amplamente descrito na literatura (GAM et al., 1993; ; HALL et
al., 1994; BROSSEAU et al.,, 2000; 2004; BJORDAL et al.,, 2006; 2007). O
tratamento da inflamac&o, utilizando laser na fluéncia de 30J/cm?, resultou numa
importante diminuigdo da area inflamatoria, assim como o numero de células nesse
infiltrado. J& nos grupos tratados com fluéncia de 3J/cm? e com dexametasona, 0s
resultados demonstraram uma tendéncia a diminuicdo da inflamac&o, mas ainda foi

visualizado uma extensa area desse infiltrado.



54

Tais efeitos benéficos dos lasers de baixa poténcia para a resolucdo do
processo inflamatorio podem estar relacionados com a rapida diminuicdo desse
infiltrado de PMNs e, consequentemente, rapida reducdo de citocinas e enzimas
inflamatorias. Estas células sdo encontradas no exudato sinovial de uma variedade
de patologias articulares, incluindo a artrite (HARRIS, 1991). Entre 0s mecanismos
associado a diminuicdo do processo inflamatdrio, os geralmente atribuidos ao LLLT
sao a ativacao da microcirculacdo, aumento da permebilidade vascular e drenagem
linfatica (MESTER, 2013).

Adicionalmente a esses mecanismos, Hemvani e colaboradores (2005)
associaram o efeito anti-inflamatério do LLLT & inducdo de apoptose nos PMNs. A
analise da fragmentacéo de DNA revelou uma intensa marcacao positiva nas células
inflamatorias apos a irradiacdo com laser, para ambas as fluéncias testadas. Uma
vez que estas células apresentam fragmentacdo de DNA, o processo de morte por
apoptose € irreverssivel e comumente envolve uma cascata de sinalizacédo
intracelular e a acdo de caspases efetoras, como as caspases 3 e 6 (COHEN, 1997,
RAI et al., 2005). Assim como observado por Hemvani e colaboradores (2005), a
diminuicdo das células do infiltrado inflamatério nos grupos irradiados pode ser em
consequéncia da aceleragcdo da resposta imune, com aumento nas atividades
fagocitarias por macréfagos, rapida liberacéo de citocinas e com posterior inducao a
morte celular através de apoptose devido a irradiacao.

A determinacdo do perfil de expressdo de genes envolvidos nas vias
apoptoéticas como, receptores, ligantes, moduladores intracelulares e fatores de
transcricdo pode ser considerada uma importante ferramenta de estudo para o
entendimento dessas vias (NIEHS, 2007). Neste estudo, a elevagdo na expressao
de genes codificadores de proteinas associadas as vias apoptoticas extrinseca e
intrinseca, nos grupos irradiados com laser, foi observada, indicando que as células
do infiltrado inflamatério destes grupos estavam sofrendo estimulos pré-apotéticos.

Dentre as vias de sinalizacdo para apoptose pela via extrinseca, a iniciada
pela ligagdo Fas/Fas ligante é bem caracterizada (NIEHS 2007). Fas, membro da
superfamilia do TNF, é um receptor transmembrana que uma vez ligado ao Fas
ligante, recruta a proteina adptadora citoplasmatica FADD que entdo se associa com
pro-caspases 8. Neste ponto € formado o complexo de sinalizag&do indutor de morte,
resultando na ativacdo autocatalitica das pré-caspases 8. Caspase 8 ativada

estimula a apoptose através de duas cascatas paralelas: ela pode clivar e ativar
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diretamente a caspase 3 e 6, ou, em alternativa, pode clivar Bid (tBid), que entdo se
transloca para mitocdndria, induzindo a liberacdo de citocromo ¢, que
sequencialmente ativa Apafl/caspase-9 e estes por sua vez, caspase 3 e 6. Quando
ativadas, caspases 3 e 6 desencadeiam uma reorganizacdo de citoesqueleto e
ativacdo de endonucleases que degradam o DNA cromossomal, resultando na
desintegracdo celular e formacdo dos corpos apoptéticos. J& na via intrinseca da
apoptose, a ativacdo das caspases efetoras é precedida pela permeabilizacdo da
membrana externa mitocondrial por proteinas pro-apotéticas da familia da Bcl2,
como a Bax, e consequente liberacdo de citocromo c. O aumento na transcricéo de
Bax pode ser induzido por p53, que € ativado em resposta a danos ao DNA. (POP &
SALVESEN, 2009; MARTINOU & YOULE, 2011; PORTT et al., 2011).

Em estudo detalhado sobre a relacdo entre o laser de baixa poténcia e a
expressao de diversos genes utilizando cultura de fibroblastos humanos, Zhang e
colaboradores (2003) descreveram 0 aumento na expressdo de 111 genes,
pertencentes a 10 diferentes categorias. Dentre os genes que foram ativados pela
irradiacdo figuram alguns relacionados a apoptose e estresse celular como, a
caspase 6 e o receptor Serina treonina quinase 1 (RIPK1), integrante da super
familia do TNF de receptores associado a morte.

Tendo em vista a elevada taxa de apoptose observada no grupo Zy+30J/cm?,
os resultados ponderados do gPCR indicam que ambas as vias apoptéticas foram
ativadas nas células do infiltrado inflamatorio, uma vez que foi observada a elevacéo
na expressao de genes que codificam proteinas relacionadas a via extrinseca (Fas e
Fas ligante), relacionadas a via intrinseca (p53 e Bax), assim como 0s comuns as
duas vias (Apafl e caspases 3, 6 e 9). J& no grupo Zy+3J/cm?, a densidade celular e
taxa de fragmentacdo de DNA elevadas nas células do infiltrado inflamatério, bem
como a expressdo dos genes que codificam proteinas relacionadas as vias
apoptoticas, podem indicar que a apoptose esta ocorrendo nestas células, mas este
processo foi mais lento se comparado ao grupo Zy+30J/cm?, onde foi observado, ao
final do tratamento, resolucdo completa da inflamacéo.

Apesar das contradicbes ou até mesmo o0 pouco conhecimento sobre os
efeitos moleculares do laser nas células, ha um consenso na literatura que os efeitos
dos lasers, sejam bioestimulacdo ou morte celular, sdo iniciados através das
mitocondrias, ja que os fotorreceptores (local onde os fotons liberados pelo laser

serdo absorvidos) estdo presentes em sua cadeia respiratoria (KARU, 2008; GAO &
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XING, 2009; CHUNG et al., 2012). A mitocondria esta diretamente envolvida na via
intrinsica da apoptose, jA que as diversas proteinas reguladoras desse processo
estdo presentes em sua membrana (NIEHS 2007). Essa seria entdo a primeira via
ativada na inducédo das células inflamatérias a apoptose, seguindo posteriomente
para a ativagdo da via extrinsica, sendo que no final do processo ambas as vias
estariam em funcionamento. A diferenca observada nas densidades celulares do
infiltrado entre as fluéncias aqui testadas seria apenas temporal: a maior fluéncia
estimula mais rapidamente as vias apoptoticas do que a menor fluéncia,
apresentando assim uma rapida resposta para a resolucao processo inflamatorio.

Além disso, a absorcao dos fétons pelos fotorreceptores € capaz de gerar
uma alteracdo no potencial elétrico da membrana mitocondrial, com consequéncias
na producao de ROS, na sintese de ATP e de fatores de transcricdo (KARU, 2010).
Um exemplo € a ativacdo do fator de transcricdo nuclear NF-kB, por ROS
mitocondrial produzidos apés irradiacdo com laser de baixa poténcia, o que eleva e
acelera a transcricdo de genes relacionados a resposta imune, como para citocinas,
fatores de crescimento e mediadores inflamatérios (CHEN et al., 2011; CHUNG et
al., 2012). Mais ainda, um maior efeito da irradiacdo com laser em macroéfagos,
neutréfilos e células dendriticas pode ser associado a presenca de mecanismo
adicional para producgéo de ROS, devido a ativacdo da NADPH-oxidase presente na
membrana plasmatica destas células (KARU, 2003). A presenca dessa proteina na
membrana das células inflamatoérias pode ser um dos responsaveis pela seletividade
da acao pré-apoptoética do laser de baixa poténcia observada neste trabalho.

As células de origem miel6ide, granuldcitos, mondcitos e células dendriticas,
possuem tempo de vida em média menor que outras células do organismo, mas que
pode ser prolongado em periodos de infeccdo ou inflamacdo, o que requer um
controle mais sensivel da apoptose (MARSDEN & STRASSER, 2003). Em
condi¢bes inflamatdrias, os estimulos para sobrevivéncia celular incluem reducéo da
sinalizacdo pelos receptores de morte e elevacdo da expressdo da proteina
antiapoptotica Bcl2 (MARSDEN & STRASSER, 2003). Os macréfagos apresentam
ainda, elevacdo na expresséo de Flip, proteina inibidora da sinalizacdo apoptotica
via receptor de morte Fas (PERLMAN et al., 1999). Uma hipétese a ser levantada
seria que o laser também estaria alterando a expressdo das proteinas acima
descritas, impedindo assim a persisténcia dessas células nos processos

inflamatorios.
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Contraditoriamente ao esperado, 0 grupo tratado com dexametasona
apresentou um aumento na expressado de alguns genes envolvidos na via intrinsica
e extrinseca da apoptose, mas com uma resposta mais lenta do que o observado
com o tratamento com laser, uma vez que ao final do tratamento foi possivel
observar elevada densidade celular no infiltrado e baixa taxa de fragmentacao de
DNA nas células inflamatorias. Apesar do conhecido efeito da dexametasona, o qual
controla a velocidade de sintese de proteinas (como citocinas), alterando assim a
resposta imune (RANG et al., 2001), esse tratamento, nas condi¢cdes aqui testadas,
ndo foi o mais eficaz para a resolugdo do processo inflamatério induzido por

zymosan.
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6 CONCLUSAO

O laser infravermelho de baixa poténcia nas condi¢bes aqui testadas e, em

especial, quando utilizado na maior fluéncia, foi capaz de:

e Induzir a fragmentagdo de DNA especificamente nas células
inflamatorias;

e Regular a expressdo dos genes relacionados com as vias intrinsica e
extrinsica de apoptose nas células inflamatorias;

e Reduzir a populacdo de células presentes no infiltrado inflamatoério

através da inducdo da apoptose nessas células;

Os resultados deste trabalho demonstram que a utlizacdo do laser
infravermelho de baixa poténcia pode ser uma boa alternativa para o tratamento de
desordens inflamatérias articulares, uma vez que € um método ndo invasivo, o qual
foi seletivo para as células inflamatorias e sem efeitos adversos, como €

amplamente conhecido em tratamentos medicamentosos.
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