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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar uso da terapia por fotobiomodula¢do a LED (diodo
emissor de luz) na atividade funcional da marcha em animais com OA em joelhos. Para isso,
20 ratos da linhagem Wistar, machos, com dois meses de idade e massa corpérea média de
150 g foram utilizados. A inducdo da OA (osteoartrite) foi realizada no joelho esquerdo de
todos os animais por meio da transeccdo do ligamento cruzado anterior (TLCA). 4 semanas
apos a inducdo da OA os ratos foram divididos aleatoriamente em grupo OA controle (OAC):
animais sem nenhuma intervencao terapéutica e grupo OA LED (OAL): animais irradiados
com LED. A avaliacdo da marcha foi realizada antes do inicio do tratamento com LED e apds
4 semanas de tratamento com LED (850 nm, 200 mW, 30 seg, 6 J, 3 vezes por semana). A
analise da marcha ndo demonstrou diferenca significativa entre o grupo OAC e OAL. Assim,
sugere-se que a terapia por fotobiomodulagcdo a LED néo foi capaz de promover alteracdo da
marcha em animais.

Palavras-chave: Cartilagem articular; Osteoartrite; Terapia por fotobiomodulacéo; LED.

Abstract

The aim of the present study was to evaluate the use of photobiomodulation therapy by LED
(light emitting diode) in the functional activity of gait in animals with knee OA. For this, 20
male Wistar rats, two months old and with an average body mass of 150 g were used. OA
(osteoarthritis) induction was performed on the left knee of all animals through the anterior
cruciate ligament transection (ACLT). 4 weeks after OA induction, the rats were randomly
divided into a control OA group (OAC): animals without any therapeutic intervention and an
OA LED group (OAL): animals irradiated with LED. Gait assessment was performed before
the start of LED treatment and after 4 weeks of LED treatment (850 nm, 200 mW, 30 sec, 6 J,
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3 times a week). The analysis of gait did not lower the difference between the OAC and OAL
group. Thus, it is necessary that an LED photobiomodulation therapy was not able to promote
gait alteration in animals.

Keywords: Articular cartilage; Osteoarthritis; Photobiomodulation therapy; LED.

Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar el uso de la terapia de fotobiomodulacion LED
(diodo emisor de luz) en la actividad funcional de la marcha en animales con OA de rodilla.
Para ello se utilizaron 20 ratas Wistar macho, de dos meses de edad y con una masa corporal
media de 150 g. La induccion de OA (osteoartritis) se realizd en la rodilla izquierda de todos
los animales a través de la seccion del ligamento cruzado anterior (TLCA). 4 semanas
después de la induccion de OA, las ratas se dividieron aleatoriamente en un grupo de control
de OA (OAC): animales sin ninguna intervencién terapéutica y un grupo de LED de OA
(OAL): animales irradiados con LED. La evaluacién de la marcha se realizé antes del inicio
del tratamiento con LED y después de 4 semanas de tratamiento con LED (850 nm, 200 mW,
30 segundos, 6 J, 3 veces por semana). El andlisis de la marcha no redujo la diferencia entre el
grupo OAC y OAL. Por tanto, es necesario que una terapia de fotobiomodulacion con LED
no sea capaz de promover la alteracion de la marcha en animales.

Palabras clave: Cartilago articular; Artrosis; Terapia de fotobiomodulacién; LED.

1. Introducéo

Osteoartrite (OA) acomete a cartilagem articular sinovial e é caracterizada por sua
degeneracdo, remodelamento do osso adjacente, assim como presenca de osteodfitos (Akhavan
et al., 2018). E uma doengca cronica que acarreta déficit nas AVDs (atividades de vida diaria),
pois é caracterizada por dor, rigidez, sensibilidade nas articulagdes e limitacdo de movimento
(Kraan et al., 2017).

O uso de medicamentos que promovem a analgesia e anti-inflamatérios nao
esteroidais sdo as opgdes de tratamento para a OA. Medicag¢Ges que proporcionam o alivio da
dor, como os analgésicos sdo comumente prescritos e estdo associados a efeitos colaterais
significativos, especialmente em populacdes idosas (Hasegawa et al., 2018). A literatura
demostra que o exercicio fisico e/ou a reducdo de peso melhoram os sintomas da OA,
entretanto, alguns fatores como fadiga, comorbidades e o processo de degeneracdo da
cartilagem devido o processo artritico dificultam a participagdo do paciente nessas
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intervengdes. Desta forma, a investigacdo de recursos terapéuticos efetivos para o tratamento
da OA, especialmente de joleho, ainda é uma prioridade na pesquisa e prética clinica(Assis et
al., 2018; Sit et al., 2018).

Diante do exposto, a terapia por fotobiomodulacdo (TFBM) tem se mostrado uma
alternativa eficaz, essa terapia usa fontes de luz ndo ionizantes com finalidade terapéutica
dentre estas fontes de luz o LED (diodo emissor de luz). Esta terapia tem mostrado a
capacidade de prevenir a degradacdo da cartilagem articular e modular o processo
inflamatorio (Hamblin, 2013; Illescas-Montes et al., 2019). Entretanto, os efeitos da terapia
por fotobiomodualcdo nas alteragcdes funcionais promovidas pela OA pouco se sabe. Assim,
foi hipotetizado que a TFBM a LED poderia modular a expressdo de fatores que contribuem
significativamente para atenuar ou minimizar o desenvolvimento e progressao das alteracoes
estruturais, assim como a atividade funcional, constituindo uma terapéutica mais eficaz para o
tratamento da OA de joelho.

2. Material e Métodos

O estudo foi conduzido seguindo as recomendaces éticas do Guide for Care and Use
of Laboratory Animals e aprovado pela Comissdo de Etica em Uso Animal sob o protocolo
9259140817 (Clark et al., 1996).

Foi desenvolvido um estudo quantitativo baseado em estudos anteriores (Appleton et

al., 2007; Assis et al., 2018; Pereira et al., 2018). Para isso foram utilizados 20 ratos
Rattusnorvegicus: var. albinus, Rodentia, Mammalia, da linhagem Wistar, machos adultos
com peso corporal médio de 150 g e 60 dias de idade. Para determinar o nimero de animais
utilizados no estudo foi realizado o calculo amostral com base em dados publicados na
literatura. Assim, determinou que seriam necessarios 10 animais por grupo.
Para a inducdo de OA foi realizada no joelho esquerdo de todos os animais a transeccdo do
ligamento cruzado anterior (TLCA). Entdo, para a anestesia 0s ratos foram pesados e
administrado Ketamina (80mg/Kg) e Xilazina (10 mg/Kg) em associagéo via intraperitoneal.
Em seguida, a tricotomia e a incisdo longitudinal na pele sobre o joelho esquerdo foram
realizadas. Entdo, a patela foi deslocada lateralmente, isolado o ligamento cruzado anterior
(LCA) e realizado a sua ruptura completa e por fim, a pele foi suturada. Os animais receberam
analgesia subcutanea (dornil 0,2 mg/kg) por 7 dias. E sabido que 4 semanas apds a ruptura do
LCA gera alteragdes significativas no tecido articular (Appleton et al., 2007).
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A inducdo da OA ocorreu em todos os animais e foram aleatorizados em 2 grupos

experimentais:

- Grupo OAC: Animais ndo receberam nenhuma intervengdo (N=10 animais).
- Grupo OAL: Animais irradiado com LED (N=10 animais).

A irradiacdo com a TFBM a LED iniciou 4 semanas apos a inducdo da OA. Foi
utilizada o equipamento LED emissdo em modo continuo, comprimento de onda de 850 nm,
area do feixe de 0,5 cm?, poténcia de saida de 200 mW, tempo de irradiacdo de 30 segundos,
aplicagdo em 2 pontos (um na linha articular medial e outro na lateral do joelho) totalizando a
energia total de 6 J. O tratamento foi realizado por 4 semanas com aplicacbes 3 vezes por
semana em dias alternados, totalizando 12 sessdes.

Para avaliar a marcha, as duas patas traseiras dos animais foram marcadas com tinta e
entdo foram colocados para caminhar em uma pista (60 cm de comprimento x 7 cm de
largura) coberta com um papel branco. No final da pista havia uma cdmara escura para atrair
0s animais. Em seguida, este papel com as pegadas foi digitalizado (300 dpi) e realizado 5
medigdes (Cunha et al., 2019):

(a) distancia do calcanhar para o terceiro dedo da pata que fornece a informacédo do
comprimento da pata;

(b) distancia entre o primeiro dedo para o quinto dedo da pata que fornece a
informacao da largura da pata;

(c) distancia a partir do calcanhar da primeira passada até o calcanhar da passada
seguinte que fornece a informacao do comprimento da passada;

(d) distancia lateral entre a pata esquerda e a pata direita seguinte que fornece a
informacao da largura do passo;

(e) angulo da pata foi mensurado usando como referéncia calcanhar, terceiro dedo e
quinto dedo.

O teste foi realizado 4 e 8 semanas ap0s a inducdo da OA.

O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a distribui¢do de cada
variavel. As medi¢cdes no mesmo grupo em tempos diferentes (intra-grupo) e medicdes no
mesmo tempo em grupos diferentes (inter-gurpos) foram realizadas pelo teste t-Student
(dados com distribuicdo gaussiana) ou teste Mann-Whitney (dados com distribuicdo nédo
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gaussiana). Para a analise estatistica foi utilizado o software GraphPrism e valores de p < 0,05

foram considerados estatisticamente significantes com intervalo de confianga de 95 %.

3. Resultados

3.1 Analise da Marcha

A analise demonstra que a OA instaurou alteracdes durante a realizagdo a marcha. E
possivel observar que quando foi realizado o teste pareado intra-grupo, comparando antes (4
semanas) e ap6s (8 semanas) de tratamento ou grupo controle, para a medidas de
comprimento do passo apresentou diferenca estatistica significante. A Figura 1 traz a analise
da marcha mensurada pelo teste de impressao da pata considerando a comparagédo intragrupo,
ou seja, a evolugdo de cada animal para 4 semanas e 8 semanas. E possivel observar que ha
aumento médio da variavel relacionada ao comprimento do passo comparando 4 e 8 semanas
em ambos os grupos (controle e LED). Ambas comparacdes apresentam diferenca estatistica

significativa com p-valor < 0,05.

Figura 1. Analise da marcha mensurada pelo teste de impressdo da pata considerando a

comparagéo intragrupo para 4 semanas e 8 semanas.
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OAC: Animais submetidos & inducdo da OA, sem nenhuma intervengdo; OAL: Animais submetidos a
inducéo da OA tratados com LED. *p < 0,05. Fonte: Autores.

No entanto, quando foi realizado a comparacéo entre os grupos (intergrupo), a analise
da marcha ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa para nenhum parametro

avaliado conforme ilustrado na Figura 2. Neste contexto intergrupo, observa-se que ndo houve
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variacdo expressiva dos valores das variaveis mensuradas entre 4 e 8 semanas, onde o valor
médio obtido manteve-se muito proximo para ambas as situacdes. Entretanto, considerando-se
a analise visual, as varidveis largura da pata, comprimento do passo e angulo da pata
apresentam um pequeno aumento nos valores médios para o grupo LED em relacdo ao grupo

controle, mas sem diferenca estatistica significativa demonstrada.

Figura 2. Analise da marcha mensurada pelo teste de impressdo da pata considerando a
comparagao intergrupo para 4 semanas e 8 semanas. A) 4 semanas e b) 8 semanas.
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OAC: Animais submetidos a inducdo da OA, sem nenhuma intervencao; OAL: Animais submetidos a
inducdo da OA tratados com LED. Fonte: Autores.

4. Discussao

Este estudo investigou os efeitos da terapia por fotobiomodulacdo na avaliacdo da
marcha de ratos com OA de joelho.

OA apresenta alta prevaléncia e € apontado como a doengca mais comum que acomete
a cartilagem articular. A maioria dos individuos acometidos com a OA apresentam alteragdes
em suas AVDs, pois manifestam algum tipo de limitacdo funcional tais como rigidez matinal
e reducdo da mobilidade articular (Cisternas et al., 2016). Desta forma, evidencia-se a
importancia investigar novos recursos terapéuticos para tratar e prevenir 0 pProcesso
degenerativo da cartilagem articular (Henrotin et al., 2012). A TFBM é um recurso nédo
invasivo e seu poténcial para o tratamento de OA tem sido amplamente investigado (Hamblin,
2013). Assim, este estudo avaliou os efeitos da utilizagdo da TFBM a LED nas alteragdes
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funcionais promovidas pela OA. No entanto, o presente estudo ndo observou diferengas
estatisticas entre os grupos na avaliagdo da marcha.

N&o encontramos, em bancos de dados, nenhum estudo que avaliaram as alteracGes
funcionais da marcha em ratos com OA de joelho e foram tratados com a terapia por
fotobiomodulagéo. Entretanto, a literatura evidencia alguns aspectos relacionados aos testes
funcionais que foram previamente caracterizados em ratos com OA induzidos pelo modelo
experimental de TLCA. A cinemética da marcha em modelo animal com OA foram avaliados
por alguns estudos e ndo foi evidenciado diferencas entre 0s grupos osteoartritico e sham nas
medidas de comprimento da pata, largura da pata, comprimento da passada, largura do passo
e 0 angulo da pata (Ruan et al., 2013). Interessantemente, é conhecido que individuos com
OA apresentam menor velocidade de caminhada, menor cadéncia, menor comprimento do
passo e fase de apoio Unico mais curta. Entretanto, ndo parece ser prejudicada a capacidade de
deambular de animais, pelo menos durante as curtas exploses exploratérias geradas sob
condicdes exreximentais. Além disso, pode-se sugeri que animais, especificamente ratos com
OA, exercem menos pressdo sobre as patas traseiras e mais pressao nos dedos dos pés ou nos
membros anteriores (Clarke et al., 1997; Jacobs et al., 2014).

5. Consideracoes Finais

Os achados do presente estudo demostraram que a terapia por fotobiomodulacédo a
LED nédo foi eficaz em melhorar as alteracGes funcionais promovidas pela OA de joelho.
Entretanto, devido o estudo limitar-se a um periodo curto de tratamento e avaliacdo (4
semanas), analises de longo prazo para fornecer informacdes sobre os efeitos da terapia por
fotobiomodulacédo a LED nas alteracGes de marcha em ratos com OA de joelho precisam ser
fornecidas. Ainda, este recurso deve ser clinicamente investigado como uma opcéo de
tratamento ndo invasivo de doencas da cartilagem articular, tais como OA. Além disso, mais
estudos sdo necessarios para investigar parametros de irradiacdo LED ideal para o tratamento

da OA e contribuir para o desenvolvimento de protocolos de tratamento clinico.
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