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Resumo

O objetivo da tese foi apresentar os efeitos da LLLT, exercicio fisico e a associa¢do dos
mesmos sobre o catabolismo na cartilagem articular em joelhos de ratos submetidos a
um modelo experimental de osteoartrite induzida atraves da transec¢do do ligamento
cruzado anterior (TLCA). Para isto, inicialmente foi realizada uma breve revisdo
sistematica onde foram consideradas intervencGes em estudos clinicos. A busca foi
realizada nas bases de dados Medline, PubMed, Scopus, Cochrane e por busca ativa em
lista de referéncias bibliograficas dos artigos selecionados de 1994 até outubro de 2016.
A pesquisa foi realizada de acordo com as orientacbes do guia PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta- Analyses). Foi realizada a busca nos
bancos de dados com as seguintes terminologias: laser therapy and exercise and knee
osteoarthritis. As analises do conteudo dos ensaios clinicos selecionados demonstraram
que os exercicios terapéuticos associados a LLLT que podem ser utilizados para
melhora da dor e qualidade de vida s&o: exercicios resistidos e exercicios resistidos
associados a alongamentos. Porém, estes ndo sdo suficientes metodologicamente para
demonstrar melhora da funcionalidade apresentando qualidade moderada para o0s
estudos animais e alta qualidade para os estudos clinicos. Como os estudos clinicos
incluidos nesta revisdo sistematica tém uma alta qualidade metodolégica, pode-se
concluir que os exercicios terapéuticos utilizados pelos estudos melhoraram dor e
funcionalidade na OA de joelho. Porém sugerem-se estudos experimentais com animais
que possam apresentar maior qualidade metodoldgica para explicar os mecanismos de
acao dos recursos terapéuticos. Para isso, 0 segundo estudo realizado, investigou 0s
efeitos do protocolo de exercicios resistidos e LLLT (associados ou ndo) no
metabolismo da cartilagem em um modelo experimental de OA no joelho. Quarenta
ratos Wistar machos foram aleatoriamente divididos em 4 grupos: OA controle (OAC);
OA e LLLT (OAL); OA e Exercicio (OAE); OA e Exercicio e Laser (OAEL). O
programa de exercicios resistidos iniciado 2 semanas ap0s a lesdao do LCA, e foram
realizados trés vezes por semana por 8 semanas, totalizando 24 sessfes que consistiam
de exercicios de escalada, com pesos atados em suas caudas e a irradiacdo de laser (dois
pontos-faces medial e lateral da articulacdo esquerda. Os resultados mostraram que
todos os grupos tratados apresentaram a capacidade de modular alguns dos aspectos
relacionados com o processo degenerativo devido a transeccdo ligamentar. Porém, a
associacdo do exercicio resistido com a LLLT diminuiu significativamente a densidade
de condrdcitos, e em animais OAE houve aumento de densidade. Além disso, 0s grupos
com exercicios resistidos (com ou sem LLLT) modularam a imunoexpresséo de IL-1p,
caspase-3 e MMP-13. Estes resultados sugerem que os exercicios resistidos modularam
as alteracdes morfoldgicas relacionadas a progressdo da OA. Também, o programa de
exercicios apresentou efeitos anti-inflamatérios nos joelhos dos ratos com OA. Com
isso, 0 presente trabalho evidéncia a grande necessidade de estudos experimentais que
possam explicar os mecanismos clinicos que favorecem o0 uso destes recursos no
tratamento de pacientes com OA em joelho.

Palavras chaves: Terapia a laser de baixa intensidade; exercicios resistidos, cartilagem
articular; osteoartrite de joelho.
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Abstract

The aim of the thesis was to present the effects of LLLT, physical exercise and their
association on joint cartilage catabolism in the knees of rats submitted to an
experimental model of osteoarthritis induced by anterior cruciate ligament (TLCA)
transection. For this, a brief systematic review was initially performed where
interventions in experimental and clinical studies with animals were considered. The
search was performed in the Medline, PubMed, Scopus, Cochrane databases and by
active search in a list of bibliographic references of the articles selected until October
2016. The research was carried out according to the guidelines of the PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta- Analyzes). We searched
the databases with the following terminologies for animal studies: laser therapy and
exercise and knee osteoarthritis and animal model. The analyzes of the content of the
selected clinical trials demonstrated that LLLT associated therapeutical exercises that
can be used to improve pain and quality of life are: resistance exercises and resistance
exercises associated with stretching. However, these are not methodologically sufficient
to demonstrate improved functionality presenting moderate quality for animal studies
and high quality for clinical studies. As the clinical studies included in this systematic
review have a high methodological quality, it can be concluded that the therapeutic
exercises used by the studies improved pain and functionality in knee OA. However, we
suggest experimental studies with animals that may present higher methodological
quality to explain the mechanisms of action of therapeutic resources. For this, the
second study, investigated the effects of the protocol of resistance exercises and LLLT
(associated or not) on the metabolism of cartilage in an experimental model of OA in
the knee. Forty male Wistar rats were randomly divided into 4 groups: OA control
(OAC); OA and LLLT (OAL); OA and Exercise (OAE); OA and Exercise and Laser
(OAEL). The resisted exercise program started 2 weeks after the ACL injury, and were
performed three times a week for 8 weeks, totaling 24 sessions consisting of climbing
exercises with weights attached to their tails and laser irradiation (two- The results
showed that all treated groups had the capacity to modulate some of the aspects related
to the degenerative process due to ligament transection, but the association of resistance
exercise with LLLT significantly decreased the density of chondrocytes (With or
without LLLT) modulated the immunoexpression of IL-1p, caspase-3 and MMP-13.
These results suggest that resisted exercises modulate the changes The present work
evidences the great need of experimental studies that may explain the clinical
mechanisms that favor the use of these resources. In the treatment of patients with OA
in the knee.

Keywords: Low intensity laser therapy; Endurance exercises, articular cartilage;
Osteoarthritis of the knee.
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APRESENTACAO

Esse trabalho foi estruturado na forma de artigos, sendo dividido em trés partes e

redigido de acordo com as exigéncias do programa de pds-graduacdo em Fisioterapia.
A primeira parte é constituida de uma contextualizacdo e objetivo.

A segunda parte compreende dois artigos que possuem como fundamentacao,
que sera descrita a seguir. O primeiro trabalho é sobre uma revisdo sistematica sobre 0s
efeitos da associacdo da terapia laser de intensidade e do exercicio resistido em
osteoartrite de joelho, denominado "Efeito da terapia a laser de baixa intensidade
associado ao exercicio terapéutico em osteoartrite de joelho: Uma revisdo sistematica de
estudos clinicos"”, submetido ao periddico Brasileiro de Reumatologia (B1 — Area 21
Capes; JCR = 0,864). O segundo artigo aborda os aspectos relacionados aos efeitos dos
tratamentos investigados na revisao sistematica na progressao da osteoartrite de joelho,
induzida em ratos, intitulado "Terapia a laser de baixa intensidade (LLLT) e exercicios
resistidos modularam as alteragdes morfologicas relacionadas a progressdao de
osteoartrite nos joelhos de ratos”, submetido ao periodico Lasers in Medical Science
(Al — Area 21 Capes; JCR = 2,46). Vale ressaltar que cada um dos artigos esta
apresentado seguindo as normas de publicagdo dos referidos periédicos.

A terceira parte é composta das consideracbes finais, perspectivas futuras,

referéncias bibliogréaficas e anexos.



Parte |

1. CONTEXTUALIZACAO

2. OBJETIVO

15
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1. CONTEXTUALIZACAO

A cartilagem articular € um tecido conjuntivo especializado, avascular e aneural
que reveste 0s componentes Osseos das articulagbes diartrodiais. Serve como um
suporte de carga e absorcdo de impacto, permitindo assim o movimento articular sem
atrito e a dissipacéo de cargas, sendo assim, desempenha um papel importante na fungéo
biomecanica das articulacdes. O desenvolvimento, manutencdo e destruicdo da
cartilagem ocorrem por varios fatores mecanicos ao longo de toda vida (FRANCIOZI et
al., 2013). Propriedades Unicas deste tecido estdo relacionadas com a composigdo e a
estrutura da matriz extracelular, que predominantemente existem células denominadas
condrécitos (MARTEL-PELLETIER et al.,, 2008).

Os condrdcitos sdo o unico tipo de célula da cartilagem articular, eles mantém a
homeostase do tecido, reagem as lesbes e realizam a remodelacdo. A morte e a
sobrevivéncia dos condrocitos estdo diretamente relacionadas com a integridade da
matriz extracelular. A morte destes é denominada como apoptose, sendo uma forma de
morte celular programada e um padrdo singular de células apoptoticas. Desta forma,
estas reacdes podem induzir a alteragbes do metabolismo articular, como o desequilibrio
entre a atividade anabolica e catabdlica (BOOCOCK, et al., 2009; SHI et al., 2006).
Ainda, os condrocitos e células inflamatorias sintetizam citocinas pré-inflamatorias,
como a interleucina 1 (IL-1pB), o fator de necrose tumoral a (TNFa) e a caspase 3, que
desempenha papel importante no mecanismo de apoptose celular. Com isso, ocorrem
sequencialmente estimulos ao aumento da producdo de matriz de metaloproteinases
(MMP’s), que desempenham importante fungdo na cascata de degradacg&o, relacionado
ao aumento de enzimas agrecanases, que sao sintetizadas pelos condrdcitos, tendo como
funcdo a inibicdo dos efeitos catabolicos das MMP’s para manter a homeostase tecidual
(FRANCIOZI et al., 2013, RAHMATI et al., 2016).

O processo de ativacdo das metaloproteases (MMP’s) aumenta a degradacdo do
colageno e proteoglicanas, além de estimular a sintese enzimatica, que leva a induzir
diminuicdo da producdo de coladgeno Il e IX e o aumento dos colagenos | e IllI,
consequentemente modificando a morfologia da matriz cartilaginosa (TORZILLI, et al.,
2010). Este processo relaciona-se a colagenases, como a MMP-1 (colagenase

intersticial) e MMP13 (colagenase-3), que tem papel importante no remodelamento do


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rahmati%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26812612
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tecido cartilaginoso. Porém, a MMP13 parece ser a principal MMP da doenca com a sua
expressdo aumentada em cartilagens osteoartriticas. A IL-1B também possui papel
importante na expressio de MMP-1 e MMP13, na cartilagem em processo de
degeneracdo, com isso, pode-se estabelecer que as mesmas sdo as principais
colagenases envolvidas nas doencas degenerativas articulares, conhecidas como
osteoartrite (OA) (BERENBAUM, 2013).

A OA é caracterizada por ser uma doenca degenerativa progressiva que acomete a
cartilagem articular, representando uma das principais causas de incapacidade fisica em
todo o mundo (MARTEL-PELLETIER et al., 2008). A fisiopatologia da OA é
considerada multifatorial, e pode estar associada a fatores sistémicos, como a etnia,
idade, género, estado hormonal, fatores genéticos e estado nutricional. Ainda, a
fisiopatologia da OA pode estar relacionada a alteragfes locais, tais como historico de
lesbes articulares e situacBes ocupacionais, sobrecarga biomecanica anormal da
articulacdo afetada, que inclui o excesso de peso corpoOreo e alteracdo nos padrdes
biomecanicos de movimento, que podem proporcionar sobrecarga da mesma
(HENROTIN, et al., 2014).

A OA acomete cerca de 4% da populacéo brasileira com diversas complicacfes
fisicas (MARTEL-PELLETIER et al., 2008), e aumenta com a idade, onde 13,9% dos
adultos com idade igual ou superior a 25 anos tém OA clinica em pelo menos uma
articulacdo, enquanto que 33,6% dos adultos com 65 anos ou mais apresenta OA,
ocasionando diversas consequéncias sociais e econdmicas negativas (BERENBAUM,
2013). Em estudos epidemiolégicos de grande porte, a OA ¢ frequentemente definida
em avaliaces radiograficas padrdo. A OA sintomatica tem sua presenca em ambos,
tanto por dados radiograficos, como pela presenca dos principais sintomas clinicos
relevantes, sendo que sua prevaléncia é geralmente inferior ao da radiografica (isto é,
independentemente dos sintomas). E com o envelhecimento da populagdo e o aumento
da obesidade, sua prevaléncia devera aumentar (NEOGI, 2013).

Por se tratar de uma articulacdo de suporte de peso corpéreo, a OA possui grande
prevaléncia na articulacdo do joelho, e isto ocorre em funcdo de alteracbes de
distribuicdo dos vetores de forcas, por meio da articulacdo femoropatelar, muitas vezes
proporcionada pela fraqueza ou inibigdo dos musculos do quadril e do préprio joelho
(JONES et al., 2012, SHARMA, 2016). Estes desequilibrios musculares proporcionam

diferencas nas forcas de reacdo ao solo, que possibilitam estresses ligamentares,
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articulares e consequentemente, a inducdo de processos inflamatorios. Estas
caracteristicas que sdo advindas das lesGes ocasionadas na cartilagem, com presenca de
sinovite articular, citocinas pro-inflamatorias, espécies reativas de oxigénio, Oxido
nitrico e enzimas responsaveis pela degradacdo da matriz extracelular, sendo estes
considerados os maiores responsaveis pela OA (LANE et al., 2011; RAHMATI et al.,
2016).

Essas modificagbes metabdlicas e estruturais induzem a alteraces funcionais do
tecido articular, tais como a remodelacdo do osso subcondral, presenca de osteéfitos
marginais e deformacdes do tecido articular (RENNER et al., 2006; HENROTIN, et al
2014), que podem acarretar em manifestagdes de sinais e sintomas clinicos, como dor,
edema, rigidez, diminui¢do da amplitude de movimento (ADM), da forga muscular e
progressiva perda funcional que consequentemente, leva a reducédo da qualidade de vida
dos pacientes (JAMTVEDT, et al 2008; JONES et al., 2012).

Desenvolver novas possibilidades terapéuticas para o tratamento dos pacientes
com OA contribuira para amenizar custos socioecondémicos, sequelas fisicas, bem como
estabelecer progndstico de melhora na qualidade de vida dos individuos acometidos.

A melhora na ativacao das condi¢Ges neuromusculares (de forma primaria), pode
prevenir de forma eficaz a progressdo de OA em joelhos, e isto podera ocorrer a partir
da regulagéo de forgas transmitidas para a articulagdo e os tecidos periarticulares. Esta
condicdo tem sido primordial para o avanco nas condi¢cdes funcionais, e
consequentemente na melhora da qualidade de vidas destes pacientes, sobretudo, com
histéricos de instabilidade articular como as possiveis causas de OA (O’CONNOR &
BRANDT, 1993).

Neste contexto, diferentes tipos de intervengGes tém sido estudadas na tentativa de
prevenir e/ou diminuir o dano articular, bem como, amenizar 0s impactos inerentes a
OA. Dentre estes recursos, ha a prescricdo de exercicios terapéuticos, que tem como
objetivo melhorar o controle motor e estabilidade articular, sendo estes, importantes
fatores para que se estabeleca condi¢cbes de melhora funcional. Para isso, tem-se
utilizado propostas de exercicios resistidos de mais variadas formas, e estes vem se
destacando como um recurso eficiente na reducdo da dor e consequente melhora da
funcdo (FRANSEN et al., 2010). Previamente, ou simultaneamente outros tratamentos
tém sido propostos, alguns recursos terapéuticos para tratamento dos sinais e sintomas
relacionados ao processo inflamatério articular. Existem inimeras prescri¢gdes médicas

com a utilizagdo de medicamentos, como sulfato de Condroitina e Glicosamina, que
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vem sendo descritas com acao anti-inflamatoria, analgésica e com resultados positivos
na melhora da morfologia da cartilagem (SILVA et al 2009). Porém, existem
divergéncias na literatura, que fazem julgar o potencial efeito destes medicamentos, e
consequentemente existem varias recomendacdes em diretrizes de sociedades
internacionais para o tratamento de OA de quadril/ joelho e outras, que nao
recomendam ou limitam para algumas condi¢cbes (HEROTIN et al 2014).

O exercicio terapéutico é recomendado em diretrizes internacionais, como
tratamento ndo farmacoldgico para osteoartrite de joelho. Varios estudos demonstraram
que ha reducdes significativas da dor, quando submetidos a protocolos de exercicios
resistidos, confirmando assim a eficacia do exercicio de resisténcia. Uma dessas
revisbes incluiram outras intervencdes, como exercicios aerobicos, exercicio de
desempenho ou exercicio misto, considerando-os também eficientes.

Uma revisdo em 2013 analisou o efeito do exercicio resistido, e encontrou
evidéncias de que a modalidade com resisténcia apresenta um beneficio significativo
(em curto prazo) na rigidez, quando comparado a outras modalidades. Devido a
expansdo das pesquisas na area, ensaios clinicos podem avaliar a eficacia em longo
prazo do exercicio resistido para osteoartrite de joelho (LI et al, 2015).

O exercicio fisico é uma condi¢do de estimulo ao metabolismo corpéreo, que
pode ser recomendado como forma terapéutica de carater preventivo e reabilitativo na
OA de joelho, cujos beneficios sdo comprovados pelo fortalecimento da musculatura
esquelética, melhora da dor, pela restauracdo da amplitude de movimento, e da
realizacdo das atividades de vida diaria (WIDEMAN, et al, 2014). Estes beneficios
podem ser explicados por meio dos estimulos biomecanicos proporcionados pelo
exercicio, e que geram sinalizagdes moleculares responsaveis por modular aumento da
expressao de genes anabdlicos tais como, agrecano (ACAN), colageno tipo 2 alfa 1
(COL2al) e inibidor de metalopeptidase (TIMPs), e diminuir a expressdo da familia das
MMPs, além de impedir a transcricdo de genes responsaveis pela sintese de mediadores
pré-inflamatorios (FITZGERALD et al., 2004, MADHAVAN et al., 2006;
KNOBLOCH et al., 2008). No entanto, esta modulacdo é dependente da magnitude,
frequéncia e duracdo de forcas compressivas aplicadas sobre o tecido articular
(STODDART et al., 2006).

Mesmo estes sendo considerados como exercicios de cadeia cinética fechada,
clinicamente ndo h& relacdo com a incidéncia de lesdes articulares, e que a pratica de

atividade fisica pode ser a chave para se melhor conduzir os sinais clinicos,
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demonstrando efeitos benéficos em individuos com OA nas mais variadas severidades
(CHAKRAVARTY et al., 2008, BENNELL et al., 2011). Quanto a prescricdo de
exercicios para tratamento da OA, ha evidéncias que apontam favorecimento a
prevencdo do processo de degradacéo da cartilagem articular em condicgdes de OA, visto
que estes exercem efeitos anabolicos, anti-inflamatorios e antioxidantes sobre o tecido
articular (ALFREDO et al.,, 2011). Foi demostrado que forgas compressivas
proporcionadas pelos exercicios resistidos em baixas magnitudes, como exercicios
aquaticos, reduzem as possibilidades de dano articular, por aumentar a expressdo de
proteoglicanas e colageno, previamente inibidos por citocinas pro-inflamatorias
(KNOBLOCH et al., 2008; SOUZA, et al 2014).

Resultados semelhantes foram encontrados com a utilizagdo de um protocolo de
exercicios resistidos, que atuaram de forma eficiente no remodelamento do colageno
articular em modelo animal. Foi demonstrado que o exercicio aplicado trés vezes por
semana, durante dois meses proporcionou maior densidade de fibras de colageno e a
expressdo do colageno tipo Il, beneficiando o remodelamento do tecido cartilaginoso
(VASILCEAC 2012).

Ainda nesta premissa, outros estudos corroboram com as informac6es
supracitadas, como o estudo realizado por Cifuentes et al. (2010) que apresentaram
evidéncias que 8 semanas de exercicio aer6bio moderado em animais com OA induzida
por iodoacetato de sddio, foi capaz de reduzir a sintese de citocinas pro-inflamatorias
(IL-1B ¢ TNF-a), e principalmente, manter o contetudo de proteoglicanos, que atuam
como sistema de absor¢cdo de choque mecénico. Os estudos clinicos supracitados,
apresentam efeitos promissores do exercicio fisico moderado na melhora funcional em
pacientes com OA, apesar de ser considerado um modelo experimental agudo
(SEMANIK et al., 2012). Porém, existem trabalhos que ndo corroboram com estudos
acima, como por exemplo, a pesquisa de Boudenoty, e colaboradores (2014) que
demonstraram efeitos do treinamento resistido intervalado em animais, como, néo
estimulagdo a producdo de ostedcitos nas lacunas 6sseas das regides do 0sso subcondral,
e consequentemente ndo previne aumento das lesdes, em condi¢des degenerativas
articulares induzidas por agentes quimicos. Porém, estes resultados podem estar
relacionados a condi¢cdo inflamatoria aguda e consequentemente ndo representa
fidedignamente o quadro clinico comum em pacientes que tende a cronicidade.

Apesar da divergéncia e diversidade de protocolos terapéuticos que avaliam 0s

efeitos do exercicio fisico em OA, a Sociedade Internacional de Pesquisas em
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Osteoartrite (Osteoarthritis Research Society International - OARSI), relata que, tanto
0s exercicios aerobicos quanto os exercicios de fortalecimento, exercem efeitos
favoraveis sobre a cartilagem em processo artritico (ZHANG et al., 2010). No entanto,
ainda ndo ha um consenso sobre o protocolo de treinamento mais adequado (tipo,
intensidade, duracdo e frequéncia), para a reabilitacdo de pacientes portadores de OA,
bem como, a elucidacdo de modificacbes moleculares e metabdlicas globais produzidas
pelo exercicio fisico que determinam seus efeitos benéficos na OA. Isto ressalta a
importancia de estudos que apresentem estes efeitos isolados do exercicio fisico ou em
associagdo, com recursos que possam complementar a terapéutica, e o quanto estes
podem apresentar potencial para atuar na melhora funcional e da qualidade de vida em
pacientes que apresentam o quadro degenerativo.

Com isso, outras propostas fisioterapéuticas tem se tornado cada vez mais
promissoras no tratamento da OA, para atuar em associacdo ao exercicio resistido, e
uma delas é a Terapia Laser de Baixa Intensidade (LLLT) (RUBIO et al., 2012).

A LLLT é uma modalidade terapéutica nao invasiva que pode ser utilizada em
inimeras condigdes clinicas (SEMANIK et al., 2012). O mecanismo de a¢do da LLLT é
baseado na absorcdo da luz pelos tecidos, que produz alteracGes no metabolismo celular.
Quando o laser é aplicado nos tecidos, a luz é absorvida por fotorreceptores localizados
nas células, denominados croméforos (COELHO, 2014). Uma vez absorvida, a luz pode
modular reacBes quimicas, que atuardo na respiracdo mitocondrial, a producdo de
oxigénio molecular e a sintese de ATP (STEIN 2005). Estes efeitos podem aumentar a
sintese de DNA, RNA e proteinas reguladoras do ciclo celular, estimulando aumento da
proliferacdo celular e estimulos & neurotransmissores que podem atuar na modulacéo da
dor, mediadores enddgenos e anti-inflamatoérios (ALFREDO et al., 2011).

Estas caracteristicas proporcionam efeitos analgésicos, bioestimulante celular e
de modulagdo do processo inflamatdrio, com grande influéncia na proliferacdo de
fibroblastos, sintese de colageno e regeneracdo 6ssea. Com isso, a LLLT se torna uma
modalidade efetiva na busca da reparacdo tecidual, reduzindo significantemente
condicGes dolorosas agudas e crbnicas articulares, mediadas por mecanismos opioides e
hormonais, que recentemente foram importantes para o tratamento da OA quando
relacionados a dor e funcdo do joelho (PEPLOW, CHUNG e BAXTER, 2010; ASSIS,
et al., 2012; COELHO, 2014). Este potencial terapéutico ¢ dependente da aplicacéo de
parametros de tratamento adequados, em especial, comprimento de onda, densidade de

energia, poténcia, irradiancia, nimero e tempo da sessdo, dentre outros, assumindo a



22

existéncia de dosimetrias que possam potencializar suas ac¢des biomoduladoras
(RENNO et al., 2011).

Os efeitos analgeésicos, anti-inflamatdrios e regenerativos encontrados na LLLT,
tém sido evidenciados em relacdo a prevencdo de lesdes na cartilagem apos a inducéo
experimental de OA (BUBLITZ et al., 2014). Pesquisas com modelos experimentais de
OA evidenciaram que a LLLT promove uma série de modificacbes metabolicas e
estruturais na cartilagem articular, tais como, aumento da sintese de proteoglicanas
(GOTTLIEB et al., 2006) e mucopolissacarideo (sulfato de Condroitina) (LIN et al.,
2006), diminuicdo da apoptose de condrocitos (LIN et al., 2012), melhor organizacdo de
condrdcitos e fibras de coldgeno (CALATRAVA et al., 2007; GUERINO et al., 2000).
Bublitz, et al (2014) mostraram que a LLLT 808 nm nas fluéncias de 10 e 50 J/cm2,
preveniram a progressdo das modificacdes morfoldgicas comumente encontradas nas
lesBes articulares de joelhos em ratos, apds transec¢do de ligamento cruzado anterior.
Ainda, em estudos in vivo utilizando o modelo experimental de OA por transeccdo do
ligamento cruzado anterior, a LLLT demonstrou atuar de forma preventiva no processo
de degradacdo da cartilagem e diminuicdo da expressdo de caspase-3, demonstrando
efeitos importantes na inibicdo do catabolismo articular da OA. Tais achados podem
estar relacionados ao potencial na regulacdo de IL2 e mediadores inflamat6rios como
TNFa, reduzindo os sinais e¢ sintomas clinicos presentes na OA (DA ROSA, et al,
2012).

Peccinin e colaboradores (2008) demonstraram que o laser HeNe (632,8 nm) na
fluéncia de 6 J/cm? induziu ao aumento de condrécitos em lesdo osteocondral no joelho
de coelhos. Além disso, Lin et al. (2010) afirmaram que o laser terapéutico 810 nm na
fluéncia de 3 Jlcm? preveniu a degradacdo do tecido articular e a apoptose de
condrécitos, comprovado através da diminuicdo da expressdo da caspase-3 da

cartilagem de ratos submetidos a transec¢do do ligamento cruzado anterior .

Adbullah e colaboradores (2014), demonstraram que ha efetividade na interacédo
do LLLT combinado com exercicio na diminui¢cdo do quadro doloroso, aumento da
funcionalidade de joelho e consequentemente, aumento da performance, quando
comparados ao grupo placebo do laser com exercicio. Pode haver associacao a atividade
preventiva da degradacdo do tecido articular e a apoptose de condrocitos, comprovado
através da diminuicdo da expressdo da caspase-3 da cartilagem de ratos submetidos a

transeccao do ligamento cruzado anterior (LIN et al. 2010).
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Uma revisdo sistematica atual demonstrou que o tratamento (2-4 semanas) com
LLLT parecem ser clinicamente relevantes em curto prazo, proporcionando o alivio da
dor na OA de joelho. Experiéncias com animais sugeriram que a LLLT pode regenerar a
cartilagem articular, inibir a apoptose de condrdcitos e reduzir a inflamagdo da
membrana sinovial. No estudo de revisdo sistematica com metanalise proposto por
Wang et al., (2014) mostraram que a LLLT administrada dentro do tempo de tratamento
citado acima, apresenta resultados relevantes em comparacéo ao placebo. Foi observada
uma diminuicao significativa da dor, reducédo da circunferéncia do joelho e melhora na
microcirculacdo. Contudo, um sistema de revisdao concluiu que os resultados foram
conflitantes em diferentes estudos e podem depender do método de aplicagédo, incluindo
comprimento de onda, duracao do tratamento, dosagem e local de aplicacéo.

Diante do exposto, estudos demonstram o potencial de uso da LLLT como um
importante recurso para estimular a regeneracao ou retardo degenerativo da cartilagem,
porém, ainda existem evidéncias limitadas que demonstram os efeitos deste recurso,
principalmente relacionado & grande variabilidade de pardmetros utilizados
(BROSSEAU et al., 2000). Além disso, 0s mecanismos que explicam a acdo da LLLT
em tecidos como cartilagem, ainda é pouco elucidado, e para muitos esta modalidade de
tratamento € indefinida (RUBIO et al., 2012).

A terapéutica de exercicios que tem a associacdo da LLLT tem apresentado
efeitos positivos na diminuicdo do catabolismo e consequentemente atuando no reparo
da lesdo. Apesar dos inimeros estudos apontarem o LLLT e exercicio resistido como
recursos de eficiéncia no tratamento das condigdes inflamatorias e degenerativas, ainda
ha uma lacuna quanto a associacdo dos mesmos e 0S mecanismos que explicam 0s
efeitos das inimeras doses do LLLT, intensidade e modalidades dos exercicios
(BENIEKA, et al 2011).

Portanto, faz-se necessario, estudos que possam avaliar os efeitos locais da
associagdo de LLLT e exercicio resistido, demonstrando os mecanismos que podem
fazé-los se tornarem recursos importantes na tentativa de prevenir e/ou diminuir o dano
articular, bem como, amenizar os impactos relacionados a fungdo e consequentemente a
qualidade de vida em individuos com OA (CIFUENTES et al., 2011; RUBIO et al.,
2012).
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos da LLLT, exercicio fisico e a associacdo dos mesmos sobre o
catabolismo na cartilagem articular em joelhos de ratos submetidos a um modelo
experimental de osteoartrite induzida através da transec¢do do ligamento cruzado
anterior (TLCA).

2.2. Objetivos especificos

Avaliar através de técnicas histoldgicas se LLLT (associado ou ndo) e exercicios
resistidos sdo capazes de induzir o retardo na progressao do processo degenerativo da

cartilagem;

Avaliar se LLLT (associado ou ndo) e o exercicio sdo capazes de modular a
expressdao dos mediadores inflamatorios e metaloproteinases (IL-1p, MMP-13 e

caspase-3) que estdo presentes da patogénese da OA;

Avaliar a morfologia da cartilagem de joelho com OA submetida aos

tratamentos com exercicio resistido e LLLT;

Avaliar a eficacia da LLLT associada ao exercicio no tratamento de AO de

joelho em modelos experimentais.
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4. Estudo 2

"Terapia a laser de baixa intensidade (LLLT) e exercicios resistidos modularam as
alteracBes morfoldgicas relacionadas a progressdo de osteoartrite nos joelhos de ratos"
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Resumo

Avaliar os efeitos da terapia a laser de baixa intensidade associada a exercicios
terapéuticos no tratamento da osteoartrite em joelhos, por meio de uma revisdo
sistematica onde foi considerado as intervences em estudos clinicos e experimentais
com animais. A busca foi realizada nas bases de dados Medline, PubMed, Scopus,
Cochrane e por busca ativa em lista de referéncias bibliogréficas dos artigos
selecionados até outubro de 2016. A pesquisa foi realizada de acordo com as
orientagdes do guia PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta- Analyses). Foi realizada a busca nos bancos de dados com as seguintes
terminologias: laser therapy and exercise and knee osteoarthritis. As andlises do
contetido dos ensaios clinicos selecionados demonstraram que 0s exercicios terapéuticos
associados a LLLT que podem ser utilizados para melhora da dor e qualidade de vida
sdo: exercicios resistidos e exercicios resistidos associados a alongamentos. Porém,
estes ndo sdo suficientes metodologicamente para demonstrar melhora da
funcionalidade apresentando qualidade alta os estudos. Como os estudos clinicos
incluidos nesta revisdo sistematica ttm uma alta qualidade metodoldgica, pode-se
concluir que os exercicios terapéuticos utilizados pelos estudos melhoraram dor e
funcionalidade na OA de joelho. Porém sugere-se que os estudos qualifiguem os
protocolos de exercicios associados & LLLT, a fim de demonstrar os efeitos da LLLT na
potencializacdo dos efeitos dos exercicios na OA.

Palavras-Chave: Osteoartrite, Laserterapia de baixa intensidade, exercicios
terapéuticos
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3.1. INTRODUCAO

Osteoartrite de joelho (OA) é uma doenca cronica degenerativa que apresenta
sintomas como rigidez matinal, reducdo da amplitude de movimento, dor articular
cronica, e fraqueza muscular®. Estas caracteristicas clinicas podem estar associadas com
diminuicdo de cargas na arquitetura dos musculos, assim como a consequente
diminuicdo da forca de tensdo dos fasciculos e fibras musculares?3. A reducdo de
absorcdo de cargas pela estrutura muscular pode promover um impacto negativo na
funcionalidade dos pacientes, pois proporciona potencial reducdo na velocidade de

contracdo muscular, pela interferéncia na diminuicao dos sarcdmeros em série>°.

Estas caracteristicas estruturais e biomecanicas possuem repercussfes clinicas
importantes, e muitas vezes, o controle primario dos sintomas da OA ¢ realizado por
meio de terapias ndo farmacoldgicas, como alongamentos e exercicios resistidos, e estas
ferramentas terapéuticas estdo fundamentadas através de guidelines2. O tratamento
preconizado para a maioria dos pacientes com OA é o tratamento conservador, que
ajuda a reduzir e aliviar os sintomas, melhorar a realizacdo de atividades funcionais,
prevenir a perda de forca muscular e retardar a progressdo da OA. Dentre os diversos
tratamentos conservadores, 0s exercicios tém sido indicados para a reducdo da dor e
melhora funcional, sendo que, para a OA de joelho, ja existe bom nivel de evidéncia

clinica para o exercicio aerébico e o treinamento de forca muscular®.

O tratamento fisioterapéutico atua diretamente na melhora da dor, funcéo,
qualidade de vida, mobilidade, funcdo articular, estabilizacdo do joelho, reducdo de
cargas na articulagdo, promocdo de atividades de adaptacdo, e prevencdo de
deformidades decorrentes da progressio da doenca®. Em uma analise de revisdo
sistematica, Jamtvedt et al.”, apresentaram estudos que apontaram a fisioterapia como a
principal responsavel pelo tratamento na OA de joelho, com alta qualidade de evidéncia,
principalmente para exercicios, que implicam em grande potencial de melhora na
funcdo e dor. Além destas, a acupuntura, estimulacdo nervosa trascutanea (TENS) e a
laserterapia de baixa intensidade (LLLT) com moderada qualidade de evidéncias para as
mesmas variaveis®. E outras intervencdes apresentaram baixa qualidade ou n#o
demonstraram evidéncia quando relacionado as mesmas variaveis. LLLT demonstrou
sucesso no controle da dor aguda e cronica, em desordens musculoesqueléticas como

osteoartrite da coluna cervical®, epicondilite lateral e medial’, e dor na coluna lombar®.
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Porém, sdo necessarios estudos que apontem os efeitos da LLLT e expliquem os
mecanismos de acdo significantes para o efeito clinico nas condi¢cdes de dor, e
funcionalidade em diversas condicdes musculoesqueléticas®. Alfredo e colaboradores
(10), demonstraram que ha efetividade na interacdo do LLLT combinado com exercicio,
na diminuicdo do quadro doloroso, aumento da funcionalidade de joelho e
consequentemente, aumento da performance, quando comparados ao grupo placebo do
laser com exercicio. Considerando os niveis de evidéncias para a terapéutica de LLLT e
0s exercicios fisicos com eficiéncia de forma isolada no tratamento da OA, fazem-se
necessarios estudos que avaliem a interacdo destas ferramentas terapéuticas. Em vista da
necessidade de compreender os mecanismos que possam explicar a eficacia do LLLT
associado aos exercicios fisicos na OA, esta revisdo tem como objetivo fornecer
evidéncias cientificas sobre os efeitos da associacdo do LLLT e exercicios fisicos na

OA de joelho de estudos clinicos e experimentais.

3.2. METODOLOGIA
3.2.1 Estratégia de Busca

A revisao sistematica da literatura foi realizada ap6s levantamento bibliografico
junto aos bancos de dados Medline, PubMed, Scopus, Cochrane e por busca ativa em
lista de referéncias bibliograficas dos artigos selecionados de 1994 até outubro de 2016.
A pesquisa foi realizada de acordo com as orienta¢Ges do guia PRISMA 32 (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta- Analyses). Foi realizada a busca nos
bancos de dados com as seguintes terminologias: laser therapy and exercise and knee

osteoarthritis.

3.2.2. Critério de inclusao

Foram selecionados artigos completos publicados em periédicos nacionais e
internacionais, em Inglés e Portugués, desde o artigo mais antigo publicado sobre o
assunto de 1994 até outubro de 2016, que abordaram o uso do LLLT associado ao

exercicio resistido no controle da dor e funcionalidade de pacientes com osteoartrite de
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joelho. Ainda, foram inclusos estudos experimentais que realizaram analises

histoldgicas e bioquimicas.

3.2.3. Tipo de estudo

Foram selecionados ensaios clinicos randomizados publicados como artigos
completos que utilizam o laser de baixa intensidade associado ao exercicio fisico como
o principal recurso para o tratamento da OA de joelho, visando melhora da dor e

funcionalidade.

3.2.4. Tipo de participantes

Foram incluidos apenas os estudos que relataram resultados em individuos

portadores de osteoartrite de joelho.

3.2.5. Tipo de intervengéo

Foram selecionados os estudos que investigam a acdo do laser de baixa
intensidade associado ao exercicio fisico como principais recursos para tratamento da

dor e funcionalidade, decorrente da osteoartrite de joelho.

3.2.6. Tipos de resultados relatados

Foram incluidos estudos que investigaram variaveis relacionadas a dor e
funcionalidade de individuos com OA de joelho. Os artigos clinicos incluidos nesta
revisao tiveram sua qualidade metodoldgica avaliada pela escala PEDro - Physiotherapy
Evidence Database.
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3.2.7. Avaliacao da qualidade e relevancia dos estudos clinicos

Utilizou-se a Escala PEDro, baseada na lista de Delphi'! e traduzida para a
lingua portuguesa em 2009, para avaliar a qualidade metodoldgica dos estudos
incluidos. Ela é constituida de 11 itens que avaliam a qualidade metodolégica dos
ensaios clinicos aleatdrios, observando dois aspectos do estudo: se ele apresenta
validade interna e se contém informacdes estatisticas suficientes para torna-lo
interpretavel. Apenas dez dos 11 critérios avaliados recebem pontuagdo®’. Cada critério
é pontuado de acordo com a sua presenca ou auséncia no estudo avaliado. A pontuagdo
final é obtida pela soma de todas as respostas positivas. Estudos com escore igual ou
maior a 5 (50%) foram considerados de alta qualidade. Desta forma, estes foram
classificados em pequenas (< 0,20), moderada (cerca de 0,50) ou grande (> 0,80), de

183 No entanto, de acordo com Maher* devido a

acordo com Moseley et al.,.
impossibilidade de se alcancar certas condi¢Bes, como cegamento dos terapeutas ou
sujeitos em estudos de intervencdo, a maxima pontuacao que poderia ser alcangada por
um estudo de intervencdo seria 8/10. Assim, para a presente revisao, todos os estudos
randomizados com pontuagdo maior ou igual a 5 (5/8) foram considerados estudos de

alta qualidade metodologica.

Os estudos classificados por meio da Escala PEDro foram analisados de forma
independente por dois avaliadores (A.L.M.A., J.R.P.) e, nos casos em que houve
divergéncia, os itens discrepantes foram revistos e discutidos com um terceiro avaliador

(L.H.G.S.) até a obtencdo de consenso sobre a pontuacéo.

Devido a heterogeneidade dos estudos primarios, ndo foi possivel realizar uma
meta-andlise. A fim de comparar o tamanho do efeito (ES) de cada técnica, foi calculada
a diferenca média para cada grupo de comparacdo separadamente, considerando 0s
valores antes e ap0s a intervencdo. Com isso, ha possibilidade de garantir a média

ponderada ou normalizada.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Selecéo dos estudos
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Na busca por estudos clinicos foram encontrados 41 artigos (PubMed: 21,
Cochrane:13; Scopus: 8) e para os estudos laboratoriais cinco (PubMed: 3; Cochrane: 2)
totalizando 46 estudos. ApOs esta etapa, os estudos duplicados foram removidos,
totalizando 28 artigos. Em seguida, foi realizada a leitura do titulo e resumo, para
aqueles que ndo estavam condizentes com a proposta desta revisdo foram excluidos,
resultando 20 artigos. Ainda, foi feita uma analise seguindo os critérios de inclusdo e
assim, dezesseis estudos foram removidos. Desta forma, ao final das etapas foram

considerados 4 estudos para a revisao (Figura 1).

46 resumos identificados pela
pesquisa em banco de dados

Estudos duplicados removidos

(n=18)
I
Estudos Selecionados Estudos excluidos por titulo
(n = 28) (n=6)
Estudos selecionados Estudos excluidos por resumo
(n=22) (n=2)

Estudos excluidos por ndo Ntmero de resumos selecionados
condizerem com critérios (n = 20)

de inclusdo (n= 16)

Numero de estudos incluidos
(n=4)

Figura 1 — Fluxograma da estratégia da revisdo sistematica.

3.3.2. Dados gerais dos artigos selecionados

Para facilitar a visualizacdo dos artigos incluidos nesta revisdo, selecionaram-se
algumas informagdes, as quais foram resumidas nos seguintes indicativos: Estudo,
namero de participantes, Periodo de tratamento, Avaliacdo da dor por meio da escala

visual e analégica de dor (VAS) pré e pos-intervencdo (VAS - pré, VAS - apo0s),
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Avaliacéo dos indices de qualidade de vida por meio do questionario Western Ontario
& McMaster Universities Osteoarthritis Index, pré e pos-intervencdo (WOMAC — pré,
WOMAC - ap6s). O tamanho da amostra dos 4 estudos clinicos variou de 46 a 90
individuos com OA. Quanto aos efeitos encontrados, na maioria dos estudos, houve
melhora significativa quanto a dor e qualidade de vida, que foram evidenciados pela
escala analdgica de dor e pelo questionario WOMAC, quando comparado entre as
avaliacbes pré e pos-intervencdo. Todos os estudos foram ensaios clinicos, com
avaliacOes pré e pos-intervencdo, e teve como maior limitacdo o fato de ndo haver

nenhum estudo com avaliagdo em longo prazo (seguimento) do tratamento (Tabela 1).

As analises do conteido dos ensaios clinicos selecionados demonstraram que 0S
exercicios terapéuticos associados a LLLT que podem ser utilizados para melhora da
dor e qualidade de vida s&o: exercicios resistidos e exercicios resistidos associados a
alongamentos. E o comprimento de onda predominante foi de 904nm, com um estudo
em que foi utilizado 830nm da LLLT. A largura de pulso teve variacdo de 700*"*® a
2800 Hz™, energia por ponto variou de 2*° a 6! joules, com grande variac&o dos pontos
de aplicacdo no joelho que foram de 2* a 12'® pontos, consequentemente grande
variagdo na energia total (1.25J" & 27J%%) e uma média de sessdes que variou de 9 a 12

sesstest’ 18

. Apesar desta grande variacdo dos parametros e dos protocolos de
exercicios, todos os resultados foram considerados positivos na avaliacdo proposta

(Tabela 2).


http://www.rheumatology.org/I-Am-A/Rheumatologist/Research/Clinician-Researchers/Western-Ontario-McMaster-Universities-Osteoarthritis-Index-WOMAC
http://www.rheumatology.org/I-Am-A/Rheumatologist/Research/Clinician-Researchers/Western-Ontario-McMaster-Universities-Osteoarthritis-Index-WOMAC
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Tabela 1: LLLT associado com exercicio em osteoartrite de joelho: Caracteristicas dos ensaios clinicos e efeitos de tratamentos no periodo maximo de 15 semanas.
VAS — Escala visual analégica de dor pré e pés-intervengdo; WOMAC — Questionario de avaliacdo da qualidade de vida em pacientes com osteoartrite pré e apos intervencgéo.

2016

GRUPO Il (LLLT of 6
Jicm?):5.6

GRUPO Il (LLLT
of 6 J/cm?):4.3

GRUPO Il (LLLT of
6 J/cm?):53.1

N° de Periodo de ) . ) ]
Estudo o VAS (pré) VAS (apo6s) WOMAC (pré) | WOMAC (ap0s)
participantes tratamento
GRUPO | (LLLT of 5 GRUPO | (LLLT
Min, 3 J + exercicio) of 5 Min, 3J +
exercicio) GRUPO I (LLLT of GRUPO I (LLLT of
7.21 5Min,3J+ 5Min, 3J+
3.58 exercicio): 54.5 exercicio): 29.5
Gur et al., 2003 90 14 semanas
GRUPO Il (LLLT of 3
Min, 2 J + exercicio) GRUPO Il (LLLT | GRUPO Il (LLLT of | GRUPO Il (LLLT of
of 3Min,2J+ 3 Min, 2J+ 3Min, 2J+
7.44 exercicio) exercicio): 49.5 exercicio): 26.6
Placebo 3.8
Alfredo etal, 40 11 semanas 5.32 2.58 46.05 26.65
2012
Kheszh(;ift al, 53 6 semanas 7.68 2.97 44.37 24.53
GRUPO | (LLLT of 3 GRUPO | (LLLT | GRUPO I (LLLT of 3 | GRUPO I (LLLT of 3
Youssefl. et al Jlcm?): 5.8 of 3J/cm?):4 Jicm?): 52.9 J/icm?):42.8
! v 60 8 semanas

GRUPO Il (LLLT of
6 J/cm?):44.6




Tabela 2 - LLLT associado com exercicio em osteoartrite de joelho: Caracteristicas dos ensaios clinicos e efeitos de tratamentos no periodo maximo de 12 sessdes.
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Output | Frequéncia | Duracado Eneraia Tempo Total de Eneraia Total
Estudos Exercicios A (nm) Power de Pulso do Pulso or (?n i pontos Totgl Applicacbes | Resultados
(W) (H2) (ns) porp (sec) irradiados (sessbes)
Exercicios
. 2500 151 300 6J
ret '
Gure resistidos 904 20 2000 2 10 "
al., 2003 2800 1] 120 4]
Sem carga
Exercicios
Alfredo Resistidos
etal., 904 20 700 4300 2,3J 50 9 27 9 +
Alongamento
2012
Equilibrio
. Exercicios
Kheshie | Resistidos +
etal.,, | Alongamentos 830 0.8 1000 33 1.25] 12 +
2014 o
Mobilizacéo
Youssef Exercicios 904 48
etal., Resistidos + 20 700 4300 3] 50 9 +
Alongamentos 880 27

2016




3.3.3. Avaliagdo da qualidade dos estudos

Para a avaliacdo da qualidade dos estudos, pode-se observar que, quanto ao item dor, pacientes com OA de joelho submetidos a
intervengdes com exercicios resistidos associados a LLLT, apresentaram melhora significativa com dados pouco conclusivos demonstrando uma
avaliacdo moderada pelo GRADE. Quanto a avaliacao dos efeitos foi relacionada ao item funcionalidade e dor, pode-se observar que ndo houve
nivel de evidéncia para a aplicacdo das metodologias avaliadas (Tabela 3 e 4 respectivamente).

Tabela 3 — Avaliacdo da LLLT associada aos exercicios na funcionalidade em pacientes com OA de joelho - GRADE
Laser de baixa intensidade associado a exercicios resistidos

GRADE

S - . Viés de ~ -
Resultados LimitacGes Inconsisténcia indireta Imprecisdo Publicaco (n) Comparacdo(n) Estatistica Nivel de
evidéncia

LLLT + protocolo de exercicio X controle/Sham (WOMAC)

-0.318
Gur et al., 2003 60 30
-0.444
Alfredo et al., 2011 23 23 -0.15
Kheshie et al., 2014 34 17 -0.546
Youssef et al., 2016 36 15

Nao Nao Nao Série Néao detectado Moderado




Tabela 4 - Avaliacdo da LLLT associada aos exercicios no controle da dor em pacientes com OA de joelho - GRADE

Laser de baixa intensidade associado a exercicios resistidos

GRADE

Resultad Limitas Inconsisténci indiret | is Vies de c 5 Estatisti
esultados imitacGes nconsisténcia indireta mprecisao Publicaco (n) omparacao(n) statistica Nivel de
evidéncia

LLLT + protocolo de exercicio X controle/Sham (VAS)

-0.275
Gur et al., 2003 60 30
-0.212
Alfredo et al., 2011 23 23 0.0401
Kheshie et al., 2014 34 17 -0.524
Youssef et al., 2016 36 15

Nao Nao Nao Série Nao detectado Moderado
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De acordo com os critérios estabelecidos pela escala PEDro, os resultados da
avaliacdo metodologica demonstraram que todos os estudos incluidos nesta revisdo
apresentaram qualidade metodologia alta, sendo a menor pontuacao cinco e a maior dez, com
uma pontuacdo média dos estudos de 6,75. Sendo que o estudo que apresentou maior energia
do LLLT total e menor tempo de intervencdo apresentou-se com a maior pontuacéo™® (Tabela
5).

Tabela 5 — Avaliagdo metodologica dos estudos clinicos — Escala PEDro

< . )
o 38 E g n © [} e - = S E
S s & St 8¢ Ss 8o s 28 5 23
= (] n @ o © c o D - s S = [ S o
. B - —
£ T 8o S £ &o 22 ¥ ggoE T8 o = 0
g g2 ©35 53 2% g8 §°S Bvz2 5% © 35 S
o o QG E o og ©F & E =€ o288 28 o4u c 2.8 =
= g §° g 8288 s 88 S8 poeg 25 £8 TEF §
=} o Nao =238 35 T o SR = = BPHose 78 < S o= a
2 T EE2 28§ 58 288 $£8 28 SEEZ 3¢ 22 283F 3
w < S8 T aoa 2% 0 «© = o5 >S5 & o 8 > ¢ E o @ ] 8
he] T8 5= w9 o o 0 S o 2 5 9 ®© = v 3 o o u = o
= g5 28 °¢ g3 °SE 8t &3 £ © T 3 =
5 88 £ 895 8= a8 B s I LE == 9 e
2 ¢t °§5 §8 8¢ £& g8 Tge fr g 33
o @ 2 & = < o = < £ 8 3 2
Gur et
al., 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 7
2003
Alfredo
’ 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 8
2012
Kheshie
etal., 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 7
2014
Youssef
etal., 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 5
2016

3.4. DISCUSSAO

A andlise dos estudos destacou que existe uma baixa variedade de exercicios
terapéuticos utilizados na prética clinica em fisioterapia com pacientes com OA de joelho.
Dos 4 estudos avaliados pela Escala PEDro™, todos apresentaram uma pontuacdo que

permitiu considera-los estudos de alta qualidade metodoldgica.

As propostas de tratamento dos estudos presentes nesta revisdo sistematica foram

satisfatorias quando comparado as intervencbes placebo, ndo sé quanto aos exercicios

terapéuticos utilizados em associacdo com a LLLT (exercicios resistidos™® '8

17,19

, quanto

exercicios resistidos associados a alongamentos ), mas também quanto a alta qualidade



39

metodoldgica. No entanto, cabe ressaltar que ndo ha padrdes consideraveis de melhora na
funcionalidade.

Em relagdo aos desfechos avaliados, é importante ressaltar que a utilizagdo de
instrumentos validados e com confiabilidade de aplicacdo tem favorecido a consisténcia dos
resultados encontrados. O questionario Knee injury and Osteoarthritis Outcome Score
(KOOQS) foi o instrumento de avaliacdo mais utilizado pelos autores dos estudos incluidos
nesta revisdo. O KOOS é uma versao validada e baseada no questionario Western Ontario and
McMaster Universities Osteoarthrtis Index (WOMAC)?.

A representatividade das amostras pode ser considerada adequada, com média de 62,25
sujeitos por grupo, sendo que apenas um estudo utilizou 46 sujeitos por grupo'®. A maioria
dos estudos usou célculo amostral para definir o nimero minimo de sujeitos em cada

grup016,17,18,19

A fraqueza do quadriceps tem sido alvo de varios estudos que demonstram que seu
fortalecimento seria o ponto chave para controlar a dor, a funcéo fisica e a qualidade de vida
dessa populacdo. Além disso, esse recurso terapéutico contribui para a melhora no controle da
oscilacdo postural, consequentemente, melhora as habilidades para a realizacdo das tarefas
funcionais®®. No entanto, o presente estudo demonstra dados pouco relevantes em relagdo a
melhora funcional, e pode estar relacionado com o tempo de tratamento e a frequéncia das
sessOes e a alta variabilidade nos parametros da LLLT, que ainda parecem inconclusivos na

literatura, ja que varia muito entre os estudos.

Em uma revisdo sistematica sobre exercicios para a OA de joelho®, com a busca de
determinar se o exercicio terapéutico teria beneficios na reducdo da dor articular e melhora da
funcdo fisica, demonstrou que as pesquisas precisam descrever detalhadamente o0s
procedimentos utilizados, como também o tempo de intervencdo, frequéncia de treinamento e
intensidade de treino. A falta da descricdo completa dos procedimentos dificulta a reproducéo
da intervencédo na clinica e em novos estudos. O mesmo tem sido evidenciado com a LLLT,
pois, em uma intervencdo do LLLT isolado, observou-se alteracbes da temperatura, fato que
sugere alteracdes circulatorias que representam beneficios na melhora na dor em curto prazo
em pacientes com osteoartrite®>. Os resultados dos estudos analisados na presente reviséo
sistematica, os quais utilizaram a LLLT associada ao exercicio resistido e o exercicio resistido
somado ao alongamento, demonstraram efeitos positivos para dor*®"*#1° No entanto, para o

desfecho funcionalidade, os estudos ndo demonstraram nenhuma diferenca para essa variavel.
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Entretanto, na pratica clinica, a LLLT associada ou ndo a exercicios terapéuticos séo
utilizados pelos fisioterapeutas, mesmo sem evidéncias cientificas que comprovem a
efetividade nessa doenca. Mediante os resultados encontrados nesta revisdo, na qual os
estudos apresentaram qualidade metodologica satisfatéria, pode-se concluir que a LLLT
associada aos exercicios terapéuticos (utilizados pelos estudos) melhoraram parametros como
dor em OA de joelho, sugerindo que eles podem conduzir decisbes clinicas seguras e
propiciar resultados mais efetivos nas intervencdes OA de joelho®. Porém, existem questdes
seguras que devem ser consideradas, como por exemplo, a OA como fator responsavel por
desencadear sensibilizacdo central nestes pacientes. A literatura cientifica pesquisada nesta
revisdo ndo considera estas varidveis que sdo fortemente responsaveis pela cronicidade do
quadro clinico®. Sugere-se maior niimero de intervencdes que visam avaliar a associacdo da
LLLT e exercicios experimentais com animais, para que se tenha melhor explica¢do sobre 0s
mecanismos de atuacdo dos sugeridos recursos na melhora das capacidades fisicas e na dor, e
estudos clinicos que avaliem as condi¢es relacionadas & sensibilizacdo central como fatores

de cronificacdo da doenca.
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Resumo: O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do protocolo de exercicios
resistidos e terapia a laser de baixa intensidade (LLLT) (associados ou ndo) na inflamacgéo e
degradacdo da cartilagem em um modelo experimental de osteoartrite (OA) no joelho de
ratos. Quarenta ratos Wistar machos foram aleatoriamente divididos em 4 grupos: OA
controle (OAC); OA e fotobiomodulagdo (OAL); OA e Exercicio resistido (OAE); OA e
Exercicio e Laser (OAEL). O tratamento foi iniciado 3 semanas ap0s a cirurgia de transec¢do
do ligamento do cruzado anterior (TLCA) realizada a fim de induzir osteoartrite nos joelhos
dos ratos. O programa de exercicios resistidos foram realizados trés vezes por semana por 8
semanas, 24 sessdes que consistiam de exercicios de escalada, com pesos atados em suas
caudas. A fotobiomodulagdo foi realizada em dois pontos, nas faces medial e lateral da
articulacdo esquerda por 24 sessbes, 3 dias da semana por 8 semanas. Os resultados
mostraram que todos os grupos tratados apresentaram a capacidade de modular inflamacéo e a
degradacéo da cartilagem, relacionados com a transeccao ligamentar. De acordo com o escore
encontrado na escala da Associacdo internacional de pesquisa em osteoartrite (OARSI)
demonstraram que os grupos OAE e OAEL apresentaram menor lesdo histopatoldgica em
relacdo aos OAC e OAL. Os grupos OAEL apresentaram diminui¢do significativa na
densidade de condrdcitos, € no grupo OAE um aumento de densidade foi observado. Os
grupos OAE e OAEL apresentaram resultados que apontam para modulacdo da
imunoexpressdo de IL-1p, caspase-3 e MMP-13. Estes resultados sugerem que 0S exercicios
resistidos modularam as alteracfes morfoldgicas relacionadas a progressdo da OA. Também,
0 programa de exercicios apresentou efeitos anti-inflamatérios nos joelhos dos ratos com OA
ndo havendo acréscimo dos efeitos quando submetidos a fotobiomodulagdo em associagao ou
isolados.

Palavras chaves: Terapia a laser de baixa intensidade; cartilagem articular; osteoartrite nos
joelhos; reabilitacéo.
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4.1. Introducao

Osteoartrite (OA) é uma doenca articular crénica e progressiva caracterizada pela
degeneracdo da matriz extracelular da cartilagem articular e do osso subcondral da articulacéo
sinovial, resultando por fim em uma deficiéncia articular [1]. Estima-se que, mundialmente,
10% a 30% dos idosos apresentam sintomas de OA [2]. Além disso, a OA é comumente
associada a varios sintomas tais como dor articular, rigidez, diminuicdo de amplitude de
movimento e enfraquecimento da musculatura, que pode levar a uma debilitacdo significativa
nas atividades diarias normais [3].

O tratamento da OA é baseado principalmente na prescricdo de exercicios fisicos e
tratamentos ndo invasivos, e quando na falha do tratamento conservador, sdo indicados
procedimentos farmacologicos ou cirargicos [4]. Recentemente, abordagens terapéuticas nao
farmacoldgicas tém sido desenvolvidas tais como, programas de exercicios fisicos, que
apresentam efeitos positivos no processo inflamatério, e de degradagdo da cartilagem, e que
envolvem baixo custo e baixo risco de efeitos colaterais [5, 6]. Muitos autores demostraram
que programas de exercicio fisico com objetivo de fortalecimento muscular e atividades
aerobias propiciam a reducdo de citocinas inflamatdrias plasmaticas e articulares, atenuando o
processo de protedlise muscular e cartilaginoso, e consequentemente, melhorando a funcéo
muscular na OA [6-8]. Além disso, os efeitos positivos de exercicios resistidos tém sido
destacados, demonstrando que o aumento da forga muscular e mecanica muscular produzem
uma série de modificacbes no tecido cartilaginoso, reduzindo a dor e melhorando a funcao
articular em pacientes com OA [9]. Dados de estudos prévios mostram que um programa de
13 semanas de exercicios resistidos, duas vezes por semana, restauraram parcialmente a forca
muscular em mulheres mais idosas com OA nos joelhos [10]. Além disso, Ciolac et al [10]
demonstraram que exercicios resistidos restauraram parcialmente a funcéo, equilibrio e
deficiéncia de carga nos membros inferiores em mulheres mais idosas com OA nos joelhos.
Estes resultados sugerem que exercicios resistidos pode ser ferramenta importante na
reabilitacdo da mobilidade em pacientes com OA. Entretanto, é necessario avaliar os efeitos
do protocolo de exercicios resistidos, quanto a sua duragdo e frequéncia das sessdes de forma
isolada ou em associagéo.

Um dos recursos que podem atuar de forma eficaz com os exercicios resistidos na
modulacdo do processo inflamatorio e reducdo da degradacdo da cartilagem, € a
fotobiomodulagdo. Esta apresenta efeitos estimulatorios no metabolismo do tecido,
modulando o processo inflamatério e estimulando a regeneracgéo tecidual ap6s uma leséo [11].

Baseado nesses efeitos, varios estudos tém demonstrado na OA do joelho, que a
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fotobiomodulagdo é capaz de reduzir inflamac&o e degeneracéo articular, diminui a expresséo
dos fatores quimiotaticos e citocinas inflamatorias, bem como produz um aumento nos niveis
de enzima antioxidante [11-13]. Testes clinicos demonstraram que LLLT é capaz de reduzir a
dor, a rigidez articular, inflamagcdo do joelho, melhorando o desempenho funcional em
pacientes com OA [14, 15]. Entretanto, ensaios clinicos reportaram resultados conflitantes, ou
seja, ndo hé& representacdo fidedigna da eficécia de um protocolo especifico para o tratamento
da OA [11].

Além disso, alguns autores tém demonstrado efeitos positivos da associacdo de
exercicios fisicos com LLLT no tratamento de OA, tanto em modelos experimentais como em
pacientes [12, 14]. O estudo de Assis e colaboradores (2016) investigou os efeitos de um
programa de exercicios aerdbios (esteira; 16 m/min; 50 min/dia) associado a irradiacdo a
laser em um modelo experimental de OA nos joelhos de ratos. Os resultados sugerem que
exercicio associado a fotobiomodulagdo foi eficaz na prevengdo de degeneragdo de cartilagem
e na modulagdo do processo inflamatdrio gerados pela OA no joelho [12]. Apesar de
evidéncias positivas, ndao existem estudos destacando os efeitos de um programa de exercicios
resistido associado a LLLT para OA no joelho. Neste contexto, hipotetizou-se que a
associacdo de ambas abordagens terapéuticas pode favorecer o metabolismo da estrutura
cartilaginosa no modelo experimental de OA no joelho de ratos, especialmente pelo aumento
da forca muscular e a modulacdo do processo inflamatdrio, consequentemente, culminando
com uma melhor morfologia tecidual e reducdo do processo de degradacdo articular. Portanto,
este estudo teve como objetivo investigar os efeitos de um protocolo de treinamento resistido
e LLLT (associados ou ndo) no metabolismo da cartilagem em um modelo experimental de

AO no joelho.

4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Modelo experimental

Quarenta ratos Wistar machos (Rattus norvegicus) (6 semanas de idade pesando *
150g) foram utilizados neste estudo. Os animais foram mantidos durante todo procedimento
experimental em gaiolas adequadas sob condigdes ambientais controladas (luminosidade: 12
horas de ciclo claro/escuro e temperatura £ 22°C), recebendo ragdo comum e &gua, ad.
Libitum. Todo o manejo e procedimentos com 0s animais foram conduzidos observando

estritamente os Padrdes Internacionais para experimentos com animais. Este estudo foi
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aprovado pelo Comité de Etica ao Uso de Animais da Universidade Federal de Sao Carlos —
UFSCAR (814715/2013).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (n=10 em cada grupo):
Osteoartrite controle (OAC) — animais com OA sem tratamento; Osteoartrite e laser (OAL) —
animais com OA submetidos a um protocolo com laser; Animais Osteoartrites e Exercicios
(OAE) — animais com OA submetidos a um protocolo de exercicios aerdbios; Animais
Osteoartrites e Exercicio e Laser (OAEL) — animais com OA submetidos a submetidos a um

protocolo com exercicios aerébios e fotobiomodulacao.

4.2.2. Modelo experimental de Osteoartrite através de transeccdo de ligamento
cruzado anterior (TLCA)

Os animais foram submetidos a anestesia geral induzida através de uma injecdo
intraperitoneal de xilazina (Syntec®, 20 mg/kg, IP) quetamina (Agener®, 40 mg/kg, IP) e
submetidos a TLCA na pata traseira esquerda. O joelho esquerdo foi tricotomizado,
esterilizado e isolado de forma esterilizada. Uma artrotomia medial foi realizada. Em seguida
a patela foi deslocada e o ligamento cruzado anterior (LCA) foi isolado e seccionado. TLCA
foi confirmado através do teste Lachman [16]. Em seguida foi irrigado com uma solugéo
salina estéril, os cortes foram fechados em camadas e tratados de maneira antisséptica. Os
ratos receberem o0s cuidados pés-operatérios adequados e foram colocados em gaiolas
individuais onde podiam fazer suas atividades livremente por 3 semanas até a instalacdo da
AO [12].

4.2.3. Protocolo de exercicios de resisténcia e determinacao de carga maxima

Os exercicios de resisténcia consistiram em um exercicio de escalada utilizando um aparelho
com uma escada para treinamento (1,1 x 0,18 m, 2cm grade, inclinagdo: 80°) com uma
camara de alojamento (20 x 20 x 20 cm) no topo da escada. O tamanho da escada induzia o
animal a fazer de oito a doze movimentos dinamicos por escalada. Uma carga foi atada a
cauda sendo presa a parte proximal da cauda com uma fita autoadesiva de espuma. Uma cinta
com Velcro foi colocada em volta da tira de espuma e apertada. Se necessario, um estimulo
era aplicado a cauda do animal para iniciar o movimento [17]. O treinamento iniciou com 2

sessOes de familiarizagdo com intervalo de 24 horas, sem nenhuma carga fixada na cauda do
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animal. O objetivo dessa fase foi ensinar o rato a escalar a escada e consistiu em 3 escaladas
consecutivas até o topo, com um intervalo de 60 segundos de descanso.

Um dia apds a familiarizacdo, realizou-se um teste para determinar a carga maxima
suportada por cada animal. O teste consistiu de quarto a oito escaladas na escada carregando
cargas progressivamente mais pesadas. Para a escalada inicial, a carga carregada foi de 75%
da massa corporal do animal. Em seguida, uma carga adicional de 30g era adicionada, até
atingir uma carga com a qual o rato ndo conseguisse escalar a escada por completo. A nédo
escalada foi determinada quando o animal ndo conseguia subir até o topo da escada apds trés
estimulos sucessivos na cauda. A carga maxima carregada com sucesso por todo 0 percurso
da escada foi considerada a capacidade maxima a ser carregada para a sessao de treinamento.
A sessdo de treinamento consistia em 9 escaladas. Durante as escaladas subsequentes, uma
carga adicional de 30g era adicionada até que a nova carga maxima fosse determinada. O teste
para determinar a carga maxima foi repetida apos o protocolo de exercicios resistidos de 8
semanas. O protocolo de exercicios resistido foi realizado trés vezes por semana por oito

semanas [17].

4.2.4. Protocolo de LLLT

Foi utilizado o laser diodo Galio Aluminio Arseneto (GaAlAs) (Photon Laser I,
DMC® equopamento Ltda, SP, S&o Carlos, Brazil), Foram utilizados os seguintes parametros:
poténcia de saida de 50 mW, area da seccdo transversal do feixe de 0.028 cmz, na fluéncia de
50 J/cm2, fornecendo ao tecido uma quantidade de energia total por ponto igual a 1,4 J. Os
tratamentos foram realizados 3 vezes por semana, durante 60 dias. As irradiacfes foram feitas
em 2 pontos (técnica pontual em contato), um na regido medial e outro na regido lateral do
joelho, por 24 sessbes. A fibra Optica foi posicionada perpendicular a pele. Os animais do
grupo OAEL foram irradiados imediatamente ap0s o protocolo de exercicio.

Onze semanas apoés a cirurgia, todos os animais foram eutanasiados individualmente
por asfixia com didxido de carbono e posteriormente removido o joelho esquerdo para

analises.

4.2.5. Analise Histoldgica

Amostras foram fixadas em formaldeido, descalcificada em 10% EDTA e divididos em

duas partes na perpendicular, com o uso de uma lamina, no ponto médio entre ambos 0s
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condilos. As amostras foram embebidas em blocos de parafina e sec¢des histologicas foram
obtidas (4 pm) em um plano sagital, a partir da margem medial da articulagdo com um
micrémetro (Leica RM — 2145, Alemanha). As amostras foram marcadas com hematoxilina e
eosina (HE- Merck, Alemanha) e Toluidina Azul (Merck, Alemanha). Além disso, 3 seccdes

foram obtidas para analise imunoistoquimica.
4.2.6. OARSI

O escore OARSI foi utilizado para avaliar a progressao da leséo do tecido cartilaginoso
na OA em todos o0s grupos experimentais, seguindo as recomendagfes da Sociedade
Internacional de Pesquisa de Osteoartrite [18]. O sistema utiliza uma escala com 24 pontos
baseado em uma combinacao de graus de OA (06 points) e estagio de OA (04 points). Grau
de osteoartrite (OARSI graus 0-6), estagio de osteoartrite (OA estdgios 0-4) e escores de
osteoartrite sdo determinados a partir da formula grau vezes estagio, o qual fornece uma
avaliacdo combinada de gravidade e extensdo do dano estrutural na articulacédo, variando de 0O
a 24 pontos (escores de OA: [OARSI grau] x [OA estagio]) [18]. Dois observadores
experientes (LA e LM) realizaram o escalonamento de forma cega.

4.2.7. Analise morfométrica de densidade de condrdcitos e espessura

Para a analise morfométrica, foi realizada em um corte por ldmina e escolhido de
forma aleatdria e corada com HE. Foi realizada analise de imagem microscépica obtida por
meio do programa Axiovision 3.1 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Esta que foi utilizada
para analisar as imagens e medir a densidade dos condrdcitos e a espessura da cartilagem em
cada area selecionada aleatoriamente. Trés reas de 80.000 um?, nas regides, anterior, central
e posterior de cada lamina foram escolhidas para a contagem do nimero de condrdcitos e a
média das trés areas foi obtida. A espessura também foi medida em 3 regides, uma central e 2
laterais (300 um) a esquerda e a direita da primeira regido), desde o 0sso subcondral até a
superficie articular. Dois observadores experientes (LA e LM) realizaram o escalonamento de

forma cega. [12].

Para esta analise, a parafina foi removida dos cortes histoldgicos e um protocolo padréo
para reidratagdo foi utilizado. Posteriormente, o material foi pré-incubado com 0,3 % de

peroxido de hidrogénio em uma solugdo de tampéo de fosfato salino (PBS) por 5 min atraves
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da inativacdo de peroxidase enddgena e, entdo, bloqueada com 5 % de soro de cabra normal
diluido em solugdo PBS por 10 min. As amostras foram, entdo, incubadas com anticorpos
primarios caspase (coelho anti-rato policlonal, ab6671, abcam, Cambrige, MA, Reino Unido),
interleucina-1 (IL-1P) (coelho anti-rato policlonal, sc-7884, Sta Cruz biotecnologia, California,
EUA), metaloproteina 13 (MMP 13) (coelho anti-rato policlonal, ab75606, abcam, Cambrige,
MA, Reino Unido). As seccdes de tecido foram desparafinizadas, reidratadas, e incubadas em
um preparado com 30% peroxido de hidrogénio diluido em tampé&o de fosfato salino (PBS) por
30 min. Este procedimento foi seguido de uma aplicacdo de anticorpos secundarios marcados
com biotina (ABC kit, PK-6200, Vector laboratorios, Burlingame, CA, USA) a diluicdo de 1:5
por 30 min. A deteccdo colorimétrica foi realizada com substrato de diaminobenzidina (DAB,
SK-4100, Vector laboratérios, Burlingame, CA, USA) e hematoxilina. Para um controle
negativo, o anticorpo primario foi omitido e somente o PBS foi aplicado. Imagens digitais com
aumento de 100x foram capturadas por microscopio 6tico (Leica Microsystems AG, Wetzlar,
Alemanha). Celulas marcadas em marrom foram consideradas positivas para IL1- , MMP-13
e na expressao caspase-3. Os resultados foram avaliados qualitativamente (a presenca de

células positivas imunomarcadas) [19].

4.2.9. Anélise estatistica

Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Os testes de
Shapiro-Wilk e Levene foram aplicados para avaliar a normalidade e homogeneidade dos
resultados, respectivamente. Para as varidveis que exibiram distribuicdo normal, as
comparacles entre grupos experimentais foram realizadas através da analise de variancia
(one-way ANOVA), e o pos-teste de Tukey foi utilizado para comparar grupos individuais.
Para as variaveis que exibiram distribuicdo ndo normal, o teste Kruskal-Wallis foi utilizado.
Um valor P <0,05 foi considerado significativo. Todas as analises foram realizadas utilizando

um GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego CA, EUA).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Analise descritiva histologica

A analise histopatoldgica revelou que animais do grupo OAC mostraram sinais

intensos de degradacédo de tecido cartilaginoso, com fibrilagdes por toda a superficie articular,
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hipercelularidade e desorganizacdo dos condrocitos na regido da cartilagem (Figura 2A). Para
OAE, OAL e OAEL, resultados histoldgicos similares aos grupos OAC foram observados,
onde foram observados sinais iniciais de degradacdo de tecido, com algumas areas de
fibrilacdo e irregularidades por toda a superficie articular (Figuras 2B, 2C e 2B).

dos condrdcitos (#); fibrilagdo e irregularidades (™= ) A) OA controle; B) OA e LLLT;C) OA e exercicio; D)
OA exercicio e LLLT. (Coloracéo: H.E.; Barra de Escala: 100 pm)

4.3.2. Sistema de pontuacdo OARSI
Para as analises utilizando o escore OARSI, os dados encontrados, mostram que o
grupo OAC teve pontuacdo significativamente mais alta quando comparado com os
encontrados nos grupos OAE (p = 0,028) e OAEL (p = 0,0005; Figura 3). Nenhuma outra
diferenca estatistica foi observada.
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Figura 3. Avaliacdo histopatolégica utilizando o sistema OARSI. Resultados expressos como média + erro
padrdo da média. OA controle (OAC); OA e LLLT (OAL); OA e exercicio (OAE); OA exercicio e LLLT
(OAEL). (indicado como * p< 0,001 versus OA).

4.3.3. Densidade de condrocitos

Figuras 4 mostra a avaliagdo morfométrica da densidade de condrdcito.

A densidade de condrocitos em OAEL foi menor quando comparada com OA (p =
0,0011), OAL (p = 0,015) e OAE (p = 0,0097). Resultados similares para 0s grupos

experimentais foram observados (p > 0,05).
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Figura 4. Densidade de condrocitos.; OA controle (OAC); OA e LLLT (OAL); OA e exercicio (OAE); OA
exercicio e LLLT (OAEL). (indicado como *p < 0,05 versus OA). Resultados expressos como média £ erro
padréo da média. (indicado como *p < 0,05 versus OA)

4.3.4. Densidade de espessura

Analise de espessura demonstrou que OAE apresentou valores significativamente
maiores quando comparados com OAC (p = 0,0007) e OAL (p = 0,0069; Figura 5). Nenhuma
outra diferenca significativa foi encontrada entre 0os grupos experimentais (p > 0,05; Figura
5).
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Figura 5. Densidade de espessura. OA controle (OAC); OA e LLLT (OAL); OA e exercicio (OAE); OA
exercicio e LLLT (OAEL). (indicado como *p < 0,05 versus OA). Resultados expressos como média + erro
padrdo da média. (indicado como *p < 0,05 versus OA)

4.3.5. Andlise imunoistoquimica

4.3.5.1. Expressao I1-1p

A avaliacdo imunoistoquimica demonstrou que a expressdo IL-1B foi observada
principalmente nos nucleos dos condrdcitos para todos os grupos. Também, uma expressao IL-
1B intensa foi observada em OAC e OAL (Figuras 6A e 6B). Em contraste, OAE e OAEL

apresentaram uma imunoexpressdo IL-1p moderada nos nucleos de condrdcitos (Figura 6C e

6D).
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Figura 6. Secgdes representativas de imunoistoquimica IL-1B. Condrécitos imunomarcados (flecha). A) OA
controle; B) OA e LLLT; C) OA e exercicio; D) OA exercicio e LLLT. (Barra de Escalas: 50 pum).

4.3.5.2. Expressao Caspase-3

Imunoexpressdo Caspase-3 foi detectada principalmente nos condrdcitos para todos 0s
grupos experimentais (Figura 7). Além disso, uma imunoexpressdo caspase-3 intensa foi
observada em OAC e OAL (Figuras 7A e 7B). Interessantemente, OAE e OAEL

apresentaram uma expressdo moderada para esse imunomarcador (Figuras 7C e 7D).
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Figura 7. Secgdes representativas de imunoistoquimica caspase-3. Condrocitos imunomarcados (flecha). A) OA
controle; B) OA e LLLT;C) OA e exercicio; D) OA exercicio e LLLT. (Barra de Escalas: 50 pm).

4.2.5.3. Expresséo MMP-13

A expressao de MMP-13 também foi detectada nos nucleos dos condrdcitos em todos 0s
grupos (Figura 8). E possivel observar na figura 8A, uma imunomarcacdo MMP-13 intensa
para OAC (Figure 8A). Também, uma immunoexpressdo MMP-13 moderada foi observada
em OAL e OAEL (Figuras 8B e 8D). Entretanto, OAE apresentou um namero menor de

condrdcitos imunomarcados (Figura 8C).
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Figura 8. Secc0es representativas de imunoistoquimica MMP-13. Condrocitos imunomarcados (flecha). A) OA
controle; B) OA e LLLT; C) OA e exercicio; D) OA exercicio e LLLT. (Barra de Escalas: 50 um).

4.4, DISCUSSAO

O trabalho investigou os efeitos do treinamento com exercicios resistidos e LLLT no
tecido da cartilagem usando um modelo experimental de OA nos joelhos de ratos. Os
resultados histoldgicos revelaram que apos o periodo experimental, sinais de degradacdo de
tecido e fibrilacdo foram observados em animais com OA n&o tratados. Além disso, ambos 0s
tratamentos (e sua associac¢do) obtiveram sucesso em modular aspectos relacionados com o
processo degenerativo da OA como inflamacéo e degradacéo articular, como demonstrado nas
analises imunoistoquimicas. O escore OARSI demonstrou que 0S grupos com exercicios
fisicos (com ou sem LLLT) obtiveram efeitos significativos na modulacdo do processo
degenerativo. Também, a associagdo do treinamento fisico com LLLT diminuiu
significativamente a densidade de condrécitos, e demonstrou aumento de espessura da
cartilagem em animais do grupo OAE. Além disso, grupos com exercicio fisico (com ou sem

LLLT) demonstraram que houve modulacéo da imunoexpressao IL-1p, caspase-3 e MMP-13.
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O exercicio fisico € uma das estratégias de tratamento ndo farmacoldgicas mais
eficazes para OA no joelho [20]. Diferentes regimes de exercicios com forte evidéncia do
beneficio para o tratamento de OA incluem aqueles que focam em condicionamento
aerobio/cardiovascular e treinamento de forca na extremidade inferior. Alguns estudos tém
demonstrado que fortalecimento muscular através de treinamento com exercicios resistidos
melhoram a func¢&o, diminui o nivel de dor e reduz a deficiéncia causada pela OA [9].

Os resultados histologicos apresentados neste estudo revelaram que um programa de
exercicios resistidos possibilitou a reducdo do processo de degradacdo da cartilagem e
modificagdes no tecido em ratos com OA, mantendo a organizagéo do tecido e melhorando os
escores OARSI quando comparados ao grupo OAC, fato que indica um efeito positivo desta
abordagem no metabolismo do tecido. Possivelmente, o ganho de forca muscular e a melhora
na funcdo articular, associada ao estimulo mecéanico produzido pelo exercicio fisico,
determinou um efeito estimulante no metabolismo das células condrécitos que pode levar a
regeneracdo da cartilagem, culminando com maior acimulo de matriz extracelular e colageno
na estrutura da cartilagem, diminuindo os sinais de degeneracéo [21-23].

Sabe-se que a fotobiomodulacdo tem efeitos de estimular tecidos bioldgicos e na
modulacdo do processo inflamatério [13, 19]. Muitos autores demonstraram que a energia
produzida pela fotobiomodulacdo produziu um efeito significativo na reducédo de fatores que
levam a degradagdo da cartilagem como citicinas inflamatdrias, prevenindo a desorganizacdo
celular e posteriormente, morte de células por apoptose, que pode ser responsavel pela
amenizacdo de modificacdes morfoldgicas relacionadas a OA [18, 24, 25]. Entretanto,
resultados morfoldgicos encontrados no grupo de animais tratados com fotomodulacdo, néo
corroboraram com os resultados enncontrados na literatura, que demonstraram por algumas
vezes, que a fotobiomodulacdo é capaz de manter a densidade da cartilagem e [13, 19].
Possivelmmente, os parametros de laser utilizados no estudo presente ndo conseguiu oferecer
energia suficiente aos tecidos para modular o metabolismo do tecido cartilaginoso e assim,
prevenir degeneracdo. Além disso, a fotobiomodulacdo ndo produziu nenhum efeito extra na
estimulagdo dos animais que exercitaram, o que também pode ser explicado pelos parametros
utilizados para o estimulo.

A progressdo da OA é baseada principalmente no desequilibrio entre o anabolismo e
catabolismo celular, que pode afetar a capacidade de proliferacdo e diferenciacdo dos
condrdcitos [26, 27]. Um nimero maior de condrdcitos foi observado nos animais em OA,
OAE e OAL, demonstrando que, ambas as intervencGes terapéuticas, aplicadas

separadamente, ndo obtiverem sucesso em reverter os efeitos do processo degenerativo
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relacionado a OA. Interessantemente, os animais OAL demonstraram um decréscimo no
namero de condrdcitos, indicando um efeito positivo dos tratamentos combinados na
modulacéo da proliferacdo de células. Possivelmente, a normalizacdo da passagem de fluidos
e a homeostase do tecido produzido pela carga do exercicio resistido [28] associado ao efeito
estimulante celular produzido pelo treinamento de exercicios juntamente com a energia do
laser devem tem atuado no metabolismo celular, evitando a apoptose e a degradacdo de
proteoglicanos.

No estudo presente, 0 aumento da espessura cartilaginosa foi observado nos animais
que exercitaram. A reducdo da espessura na cartilagem esta relacionada a degradacdo dos
proteoglicanos na presenca da AO, portanto, o exercicio, possibilita a reducdo do processo de
degradacdo [29]. O treinamento com exercicios resistidos modularam significativamente a
degradacdo de proteoglicanos, afetando positivamente sua espessura. A terapia a laser ndo
influenciou nessa variavel, o que possivelmente pode ser explicado pela quantidade de energia
oferecida ao tecido.

Durante a evolucdo da OA, muitos mediadores inflamatdrios (tais como interleucina
1(IL-1p) e fator de necrose tumoral (TNF-a)) se manifestam durante a evolucdo da progressao
da doenca [30, 31], que sdo os causadores da inibicdo de sintese matricial e apoptose celular
[32]. Além disso, caspases, colagenases e metaloproteinase de matriz (MMP) também
contribuem para a degradacdo da matriz da cartilagem articular [33, 34]. No estudo presente,
um aumento na expressdo de marcadores inflamatérios foi encontrado em animais OA e
OAL, indicado a progressdo da doenca e da auséncia de efeitos positivos do LLLT.
Aparentemente, o efeito do LLLT nos tecidos é proporcional a dose e uma quantidade de
energia ideal precisa ser aplicada para se obter uma resposta melhor do tecido [35].
Provavelmente, nossos resultados podem estar relacionados aos parametros do laser utilizados
no estudo presente, que n&o foi o suficiente para modular o processo inflamatdrio relacionado
a progressao da OA. A auséncia de efeitos positivos do LLLT na analise imunoistoguimica
ndo corrobora com os autores que mostraram um efeito anti-inflamatério do LLLT no
processo degenerativo [8, 12].

Interessantemente, 0s animais que exercitaram (com ou sem tratamento a laser)
apresentaram uma modulacdo de IL-1B, caspase-13 e uma expressdo de MMP-13. Muitos
autores afirmam que estimulos mecéanicos devido ao exercicio fisico produz efeitos anti-
inflamatdrios em modelos experimentais de OA [7]. Zhang et al [7, 17] demonstraram que 0
programa de exercicio fisico demonstrou produzir uma diminuicdo na expressdo de

marcadores inflamatorios em pacientes com OA.
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O treinamento com exercicios de resisténcia foi adequado para a melhora dos
pardmetros avaliados no estudo presente. Além disso, a fotobiomodulagdo, nos parametros
utilizados, ndo produziu efeitos estimulatorios na cartilagem. Possivelmente, esses efeitos se
deram devido a quantidade de energia oferecida ao tecido. Além do mais, a auséncia de
estimulo adicional da fotobiomodulagdo no grupo de animais OAEL, bem como a
investigacdo da associacdo de ambas as terapias precisam ser mais investigadas. Sugerimos
avaliar comparativamente utilizacdo de dosagens da fotobiomodulacéo associadas a exercicios
fisicos, pois, podem responder a lacuna existente na ciéncia e consequentemente constituir
tratamento mais eficaz para estimular o tecido da cartilagem na presenca do processo
degenerativo.

Concluséo

O estudo mostrou que o treinamento de exercicio resistido modulou as alteracfes
morfologicas na progressdo da OA. Também, o programa de exercicios apresentou efeitos
anti-inflamatorios, porém, quando associados ao LLLT ndo houve significativa
potencializacdo dos efeitos ja encontrados no grupo submetido ao tratamento isolado. Porém,
estudos mais aprofundados devem ser realizados para fornecer mais informaces a respeito

dos efeitos de ambos os tratamentos no processo evolutivo da AO em modelos experimentais.
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5. Considerac0es finais e Perspectivas Futuras

O presente trabalho apresentou resultados oriundos da revisdo sistematica, que
demonstraram existir poucos estudos relacionados a interacéo da LLLT associada a exercicios
resistidos, porém, os mesmos apresentaram qualidade metodoldgica satisfatoria. Estes
resultados levaram a concluir que a LLLT associada aos exercicios terapéuticos (utilizados
pelos estudos) foram capazes de evoluir positivamente, parametros como dor em OA de
joelho. Porém, sugere-se maior nimero de intervencGes que visam avaliar a associagdo da
LLLT e exercicios em estudos experimentais com animais, para que se tenha melhor
explicacdo sobre os mecanismos de atuacdo dos sugeridos recursos na melhora das
capacidades fisicas e na dor.

No estudo experimental incluso no presente trabalho, veio elucidar as informacoes
citadas previamente, pois, o treinamento de exercicio resistido associado & LLLT modulou as
alteracdes morfologicas na progressdo da OA com caracteristicas anti-inflamatorias
evidenciadas. Estudos mais aprofundados em longo prazo devem ser realizados para fornecer
mais informac6es a respeito dos efeitos de ambos os tratamentos nos Gltimos estagios da OA,
elaborando programas terapéuticos no futuro, para reduzir limitagdes funcionais e melhorar a
qualidade de vida com base nos efeitos anti-inflamatorios e principalmente na modulacdo de

IL-1B, caspase-13 e expressdo de MMP-13, fatores importantes na degradacao da cartilagem.
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