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RESUMO

Rosa AS. Efeitos da radiacao laser de baixa poténcia com comprimentos de
onda de 660nm e 904nm em um modelo experimental de osteoartrose. Campo
Grande; 2009. [Dissertacao- Universidade Federal do Mato Grosso do Sul].

O objetivo deste estudo foi analisar a influéncia da radiacéao laser de baixa poténcia,
com comprimentos de onda de 660nm e 904nm em um modelo experimental de
osteoartrose. A amostra foi composta de 54 ratos machos adultos Wistar, divididos
em trés grupos denominados G1, G2 e G3. Para a inducdo da lesao foram
realizadas trés infiltracdes no joelho direito, com 10 pl de solugéo de papaina 4% e
adicionado 10 pl de solucéo de cisteina. Apdés duas semanas da ultima infiltragéo, o
grupo G1 foi tratado com laser 660nm, 6J/ cm?, 6 pontos ao redor da articulagao do
joelho, 16 segundos cada ponto. O grupo G2 foi tratado com o laser 904nm, 288
segundos, 6J/cm2 em 4 pontos, e 0 grupo G3 adotado como grupo controle. Os
dados foram submetidos a analise estatistica, utilizando o teste de Kruskal Wallis e o
nivel de significancia estabelecido em p<0,05. Quanto ao tipo de revestimento da
membrana sinovial encontrado, houve diferenca estatisticamente significativa entre 7
e 14 dias (p<0,05) no grupo G2, e no periodo de 14 dias , entre o grupo G1 e G2
(p<0,05). Quanto a formagdo de novos vasos houve diferenga estatisticamente
significativa quando comparado G1 com G3 no periodo de 7 e 21 dias, e G2 e G3
em 21 dias. A formacao de tecido fibrotico também foi maior em G3 (p<0,05).
Conclui-se que a laserterapia estimula a angiogénese e diminui a formacdo de
fibrose no reparo do modelo de lesao, principalmente com o laser de comprimento
de onda de 904nm.

Palavras-chaves: cartilagem articular; osteoartrose; laser de baixa poténcia;
bioestimulagao



ABSTRACT

Rosa AS. Effects of low power laser radiation with 660nm and 9004nm wave
length in a experimental model of osteoarthritis. Campo Grande; 2009.
[Dissertation-Federal University of Mato Grosso do Sul].

The objective of this study was to analyze the influence of low power laser radiation
with 660nm and 904nm wave length in a experimental model of osteoarthritis. The
sample was composed by 54 Wistar male adult rats divided into three groups called
G1, G2 and G8. In order to induce the lesion three infiltrations with 10 ul of papain
4% solution and adding 10 pl of cysteine solution were carried out in the right knee. 2
weeks after the last infiltration, group G1 was treated with 660nm, 6J/ cm? laser, 6
spots around the knee articulation, 16 seconds each spot. Group G2 was treated with
904nm laser, 288 seconds, 6 J/cm? in 4 spots and group G3 was adopted as control
group. The data were submitted to statistic analysis using the Kruskal Wallis test and
the level of significance established at p<0.05. As for the kind of revestment of
synovial membrane found, there was statistically significant difference between 7 and
14 days (p<0.05) in group G2, and in the period of 14 days between groups G1 and
G2 (p<0.05). As far as the formation of new vessels is concerned there was
statistically significant difference when G1 was compared to G3 in the period of 7 and
21 days and G2 to G3 in 21 days. The formation of fibrotic tissue was also higher in
G3 (p<0.05). We concluded that laser therapy stimulates angiogenesis and reduces
the fibrosis formation in experimental model of osteoarthritis, mainly with the use of
laser with 904nm wave length.

Keywords: articular cartilage; osteoarthrosis; low power laser; biostimulation.
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1 INTRODUCAO



Existem diversas alteragdes do tecido cartilaginoso, entre elas as doencas
clinicas como péds traumatismos, gota, artrite reumatéide, osteoartrose, entre outras.
Comparando-se com os demais tecidos conjuntivos, a cartilagem articular € um dos
tecidos que mais freqientemente sofrem processo degenerativo, e seu processo de
reparagcao € muitas vezes lento e ineficiente (NAKAMURA et al. 2008).

Devido a fatores bioquimicos, genéticos e mecéanicos os condrécitos sao
levados a modificar seu comportamento metabdlico. Os condrécitos multiplicam-se
no local da lesdo e aumentam seu mecanismo de sintese, na tentativa de
regeneracao dessa lesdo, porém predomina a acao das proteases, que iniciam o
processo degradativo da cartilagem. Os fragmentos de proteoglicanos e de colageno
caem no liquido sinovial e, estimulam os sinovidcitos que passam a sintetizar mais
citocinas catabdlicas. Estas vao atuar juntamente com os condrécitos, aumentando a
producdo das proteases, fechando-se assim o ciclo do processo artrésico
(GLANSBEEK et al.,1997;GOLDRING, 2000; FELICE et al.,2002).

A resposta a lesdo ou trauma € geralmente dividida em trés fases distintas:
necrose, inflamacéo e reparo, sendo que o reparo compreende diversos processos
dentre eles a proliferacao celular e a sintese dos elementos que constituem a matriz
extracelular, como as fibras coladgenas, elasticas e as fibras reticulares (MANKIN,
1982; PUGLIESE et al.,2003).

A capacidade de regeneragao da cartilagem € um topico controverso e tem
sido, ha muitos anos, tema de pesquisas e investigacbes. Até ha pouco tempo
acreditava-se que a cartilagem possuia pouca capacidade de regeneracao, porém
alguns trabalhos comprovaram que esse tecido é metabolicamente ativo tendo,
portanto, capacidade para regenerar-se (PUGLIESE et al.,2003; BJORDAL et
al.,2003; WAKITANI et al., 2008).

A regeneracao ocorre pela substituicao do tecido lesado por fibrocartilagem
ou pela mitose dos condrécitos. Na literatura sao citados diversos métodos para
promover a regeneracdo do tecido cartilaginoso, dentre eles: perfuragcbes ou
abrasdbes até o0 o0sso subcondral, transplantes de condrécitos ou células
mesenquimais, movimentacao passiva continua logo apds a leséo, transplante de
matriz sintética, exposicao da articulagdo a correntes elétricas, hormonioterapia e a
laserterapia (CAFALLI et al.,1993;TORRICELLI et al.,2001; SCHURMAN;SMITH,
2004; LIN et al.,2004).



A utilizacdo do laser tem crescido amplamente nas diversas areas da saude,
e as evidéncias cientificas dos seus efeitos bioldgicos positivos tém sido
demonstradas na literatura. Com intuito de utilizar essa avancada modalidade
terapéutica, numerosas pesquisas tém sido feitas nessa area, com o propdsito de
conhecer a interacao e os efeitos dessa radiacdo nos diferentes tecidos bioldgicos e
estabelecer parametros seguros para sua aplicacao clinica.

Varios sao os efeitos positivos do laser de baixa poténcia observados em
estudos experimentais e clinicos como a bioestimulagédo, tais como: proliferacdo
celular, incremento da microcirculacdo, neoformacédo vascular, estimulacdo da
producdo de colageno pelos fibroblastos e sintese de colageno (BAXTER, 1994;
KLEBANOQV et al., 2001; VINCK et al.,2003; IHSAN, 2005; CARVALHO et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2008).

A literatura tem demonstrado os efeitos analgésicos, bioestimulante,
antiinflamatério, regenerativo e de cicatrizacdo da radiacdo laser nos diferentes
tecidos, e a aplicacédo clinica desse recurso é diversa (TAM, 1999; NICOLAU et
al.,2003; TARTARUNAS ,1998; MEIRELES et al., 2008).

A aplicabilidade da terapia laser de baixa poténcia é vasta nos diferentes
tecidos e seus efeitos descritos na literatura sdo amplos. Entretanto alguns tecidos
apresentam ainda controvérsias e dificuldades em relacdo ao seu processo de
reparo, como é o caso do tecido cartilaginoso. Entre as varias opcoes para recuperar
o equilibrio metabdlico da articulacao artrésica podem ser considerados tratamentos
nao invasivos como a radiacéo laser de baixa poténcia, que por ser uma modalidade
nao invasiva torna-se de grande interesse.

Estudos realizados sobre os efeitos do laser nas lesées osteocartilaginosas
sdo diferentes e com resultados controversos. Tem-se observado em alguns
trabalhos o efeito bioestimulante do laser de baixa poténcia, e tanto a bioestimulacéo
energia gerada pela fonte de laser (VLADIMIROV; OSIPOV; KLEBANOV, 2003;
CAMPANA et al.,2004; ANDREU;ZALDIVAR,1996; CAFFALLI et al.,1993; LIN et al.,
2004; JIA,GUO, 2004).

Nota-se uma discrepancia na literatura em relacdo aos parametros utilizados
do laser de baixa poténcia e quanto aos efeitos desse recurso nesse tecido.

Desse modo, sdo necessarios novos trabalhos com o objetivo de avaliar os

efeitos do laser de baixa poténcia na regeneracdo da articulacdo artrésica,



objetivando dessa forma um tratamento mais eficaz, ndo invasivo e um melhor
entendimento dos mecanismos de acao desse recurso, podendo fornecer dados

importantes para uma aplicagdo clinica futura, principalmente dos parametros
utilizados.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Tecido Cartilaginoso

2.1.2 Componentes

O tecido cartilaginoso, ou cartilagem, é um tipo de tecido conjuntivo cuja
rigidez € intermediaria entre a do tecido ésseo e a do tecido conjuntivo denso.
Distinguem-se trés tipos de cartilagem hialina, elastica e fibrosa, as quais com
poucas diferencas sao formadas basicamente pelos mesmos elementos
constituintes.

A cartilagem €, fundamentalmente, formada por grupos de células,
denominado condrécitos, que ficam imersos em substancia intercelular amorfa,
constituida por proteoglicanos (proteinas + glicosaminoglicanas), colageno e
elastina, esta, que esta presente somente na cartilagem elastica (JAMES; UHL,
2001).

O tecido cartilaginoso é altamente diferenciado, avascular e ocupado por
vasta matriz extracelular (ECM), que é sintetizada pelos condrdcitos e constituida
principalmente por 4gua e macromoléculas, sustentada por uma arquitetura fibrilar,
formada basicamente por moléculas de colageno capazes de se modular em
segundo a demanda biomecanica exigida (POOLE et al., 2001).

Os glicosaminoglicanos sulfatados sao o sulfato de condroitina e o querato
sulfato e os ndo sulfatados sdo o acido hialurénico. Existem outros que se ligam a
uma proteina de ligacao formando os agrecans. Os proteoglicanos, os colagenos e
os condrécitos conectam-se através das glicoproteinas, como a fibronectina, a
condronectina, a integrina e outras (SANDELL; AIGNER, 2001; YOUNG et al., 2005;
POOLE et al., 2001).

O acido hialurénico (AH) é sintetizado pelos condrécitos e protege as células
e a estrutura anatdmica contra os mecanismos de sobrecarga, juntamente com as
caracteristicas viscoelasticas, protegendo, ainda as células contra a perda de
proteoglicanos e contra a morte dos condrécitos. A infiltracdo de AH induz ao
decréscimo do processo inflamatorio e do processo proliferativo da sinévia (ROTH et
al., 2005; REZENDE et al., 2000).

O endoesqueleto da cartilagem hialina € composto por fibrilas de colageno

que formam uma rede extensiva da matriz pericelular, territorial e interterritorial.



Essas fibrilas variam de didametro, aproximadamente de 20nm na zona superficial a
70 a 120nm na zona profunda. A matriz fibrilar da cartilagem é composta
principalmente de colageno representando cerca de 46,1% a 63,7% do peso tecidual
seco, e o principal tipo encontrado € o colageno tipo Il, com, pelo menos, dez tipos
adicionais, incluindo os tipos lll, VI, IX,X, XI e Xlll (LOHMANDER,1994; VELOSA et
al., 2007).

Na cartilagem articular, o colageno tipo IV representa somente 1% de todo
colageno articular, une a rede de colageno e estabiliza o colageno e os
proteoglicanos da regiao pericelular (HORIKAWA et al., 2004).

As fibras colagenas sado constituidas por uma glicoproteina estrutural
denominada colageno, que tem composicdo de aminoacidos bem caracteristica. A
molécula do colageno é constituida por trés cadeias, denominadas cadeias a. Essas
trés cadeias sdo enroladas uma nas outras formando uma tripla hélice (POOLE et
al., 2001).

Figura 1: Estrutura tripla hélice da molécula de colageno
Fonte: Adaptado por Ribeiro, 2000.

O colageno mais abundante presente na cartilagem articular, o do tipo Il, é
homotrimero, ou seja, formado por trés cadeias a1 do tipo Il. Os tipos IX e Xl,
embora representem somente 5% a 10% do total de colageno da cartilagem, séo
extremamente importantes na organizacao e estabilizacdo das redes de fibrilas do
tipo 1l, uma vez que o colageno tipo XI é fundamental na fibrilogénese, regulando o
didmetro da fibrila heterotipica de colageno; o tipo IX colabora para manter a
integridade e coesao da matriz cartilaginosa, pois faz ligacées cruzadas com o
colageno tipo Il, na superficie dessa fibrila, além de interagir com outras moléculas



da matriz (HOLLANDER et al,1995; VELOSA;TEODORO;YOSHINARI,20083;
SCULLY et al., 2001).

Figura 2: formagao do colageno tipo Il
Fonte: Junqueira, Carneiro; 2000

O colageno tipo Xl € um heterotrimero constituido por trés cadeias a distintas,
at (XI), a2 (XI) e a3 (XI). E altamente suscetivel & agcao de outra metaloproteinase, a
gelatinase, e nao sendo susceptiveis as metaloproteinases classicas. Em um estudo
foi demonstrado que existe diferenca no perfil molecular das cadeias de colageno
tipo Xl nas cartilagens provenientes de coelhos com osteoartrose, sugerindo uma
grande participagdo deste colageno para o aumento ou desenvolvimento do
processo degenerativo (BUTTLE; BRAMWELL; HOLLANDER, 1995; ROUGHLEY,
2001; VELOSA; TEODORO; WITZEL; YOSHINARI, 1999).

A cartilagem articular também tem uma organizacdo lamelar composta de
quatro zonas: zona superficial, zona de transicdo, zona radial e zona calcificada. O
namero de proteoglicanos aumenta e a quantidade de agua diminui da zona
superficial para a profunda (JAMES; UHL, 2001).

Na zona superficial, os condrdcitos sdo alongados e alinhados, paralelos a
superficie e somente nessa camada eles sintetizam uma molécula chamada
lubricina e sao rodeados por fibrilas de colageno. Na zona radial, os condrocitos sao
mais circulares e uma extensiva matriz extracelular rica em agrecans. E por fim, na



zona calcificada, os condrécitos sdo hipertroficos e sintetizam colageno tipo X, que
pode calcificar a matriz (POOLE et al., 2001).
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Figura 3: Representagéo das zonas da cartilagem articular
Fonte: Poole et at.,2001

Dentro da cavidade articular ha o liquido sinovial, que funciona como um
lubrificante natural, diminuindo o atrito articular, através da contribuicdo dos
proteoglicanos 4 ( PGR 4), acido hialurénico e superficie ativa de fosfolipidios. Esses
lubrificantes sao secretados pelos sinovidcitos e condrécitos, estando concentrados
no espago sinovial. As células da sindvia formam uma camada descontinua,
separadas por fendas intercelulares. A matriz extracelular nessas fendas contém
colageno tipo I, Il e, V, acido hialurénico, sulfato de condroitina, biglican, decorina e
fibronectina (BLEWIS, 2007).

2.1.3 Processo de Degeneracao Articular

A osteoartrose (OA) foi considerada uma doenca degenerativa que fazia parte
do processo de envelhecimento natural. Entretanto, atualmente, é considerado um
processo dindmico de intensa atividade metabdlica das células da cartilagem
articular, que induz aumento da producao de elementos estruturais, na tentativa de
reparar a perda de componentes degradados pela patologia. Quando a atividade de
regeneracao tecidual ndo for mais capaz de superar o processo de degradacao dos

componentes matriciais, ocorre um estado de insuficiéncia osteocartilaginosa e



consequente remodelamento do o0sso subcondral, concepcdo que atualmente
melhor define a osteoartrose (VELOSA; TEODORO; YOSHINARI, 2003; MURAT et
al., 2007; VELOSA et al., 2007).

As lesdes de cartilagem desenvolvem-se pelo resultado do desequilibrio do
processo de remodelacdo, possivelmente causado pela falha da superficie articular
em manter sua “incongruéncia fisiolégica” normal. A destruicdo desse tecido néo
pode ser explicada somente por mecanismos locais das articulacbes, pois em
algumas patologias hereditarias, como a ocronose, a lesdao condral ocorre em
consequéncia de uma desordem metabdlica sistémica. A osteoartrose esta muitas
vezes associada aos idosos, relacionando a idade com o decréscimo da celularidade
nesse tecido (MIRON et al, 1999; MEACHIN, 2001; CLEMENTS et al, 2001;
AHMED, STANFORD,KANDEL,2007).

Os produtos da degradacdo da matriz extracelular elevam os niveis das
proteases, do substrato ou de ambos, possivelmente regulando a atividade das
citocinas. Os fragmentos de proteina da matriz extracelular e da fibronectina
aumentam a produgéao das citocinas e induzem os eventos de supressao da sintese
da matriz e aumentam a liberagdo das metaloproteinases (HOMANDBERG, 2001).

A fibronectina estd presente, em pequenas concentracbes, na cartilagem
normal, aumentando sua concentracdo na cartilagem artrésica. Os fragmentos de
fibronectina ou de outras moléculas de tecido danificado que ficam acumulados na
articulacao artrésica, podem induzir a expressao de metaloproteinase, a degradacao
da matriz nos condrécitos e estimular a produgédo local de citocinas inflamatérias
como a interleucina-1 (SANDELL; IGNER, 2001; LOHMANDER, 1994; ROUGHLEY,
2001).

As substancias, que possuem capacidade de degradacdo, compdem-se das
metaloproteases (MMPs) da matriz e citocinas pro-inflamatérias, secretadas pelas
células sinoviais e condrécitos; essas substancias parecem iniciar o processo de
degradacao da cartilagem na artrose. A sintese de MMP tem sua ativacdo em varios
niveis, uma vez ativadas e em condi¢gdes normais, que por sua vez ativa 0s
inibidores de MMP derivados do plasma (2 - macroglobulina) e, também, o inibidor
tissular da MMP (TIMPs - Inibidor Tecidual das Metaloproteases). Os mais
importantes inibidores das metaloproteases s@o os inibidores teciduais das
metaloproteases (TIMP1, TIMP2 e TIMP3), que se ligam a forma ativa da enzima,
formando complexos na proporcdo de 1:1, e, desse modo, bloqueando sua



atividade. O aumento na sintese e liberagdo das MMPS, sem seus respectivos
inibidores, culmina na degradacao cartilaginosa (YOUNG, 2005; XU et al., 2008).

A interleucina 1 (IL1) é a mais importante no processo de instalagcdo do foco
inflamatoério. Uma vez liberada, induz as células sinoviais e o préprio condrdcito a
produzirem as MMPs, além das prostaglandinas. Além disso, a IL-1 deprime as
tentativas de reparacao da cartilagem articular, inibindo a sintese do colageno tipo Il
e dos proteoglicanos, impedindo, ainda, a agdo dos fatores de crescimento. A IL-1
também aumenta a producédo do 6xido nitrico, o qual induz a apoptose (desarranjo
estrutural) dos condrécitos. Na cartilagem normal, a IL-1 é antagonizada por um
agonista que, uma vez inibido, reduz a producao desta IL-1 equilibrando o processo.
(VAN DEN BERG, 2001).

As alteracdes genéticas do colageno tipo Il resultam em condrodisplasias ou
degeneracdo cartilaginosa. Nos processos artrésicos ocorre um intenso re-
modelamento da matriz extracelular, como tentativa de reparacao tecidual, incluindo
a sintese de colageno tipo Il nas fases iniciais da doenca e reexpressao do pro-
colageno tipo IIA. Foram descritos aumento de colageno tipo VI nas regides
pericondrocitarias de cartilagem artrosica humana em modelo de meniscectomia
parcial em coelhos e expressdo do gene para colageno tipo X, nas areas de nova
formacao de osso. A presenca de colagenos | e lll, ndo presentes normalmente na
cartilagem, principalmente em fibrilacdes e ostedfitos, indica uma reparacao tecidual
inadequada, com a formacao de fibrocartilagem (REDDI, 2003; LOHMANDER, 1994;
MEACHIM, 2001).

Xu et al. (2008), em seu estudo para investigar a patogénese dos fatores
etiolégicos endégenos em um modelo de osteoartrose em caes, verificaram que os
niveis de colageno tipo | e Ill, presentes na cartilagem do modelo com lesao,
aumentaram significativamente.

A resposta da cartilagem articular normal a lesédo ou degeneracéao artrésica é
vista como uma tentativa de reparacao ineficiente; as propriedades bioquimicas e
mecanicas do novo tecido diferem da cartilagem original, resultando numa fungéao
inadequada ou alterada. As mudancas do tecido cartilaginoso na osteoartrose
caracterizam-se inicialmente pela fibrilagdo da superficie articular. Além disso,
observa-se fragilizacdo da rede de colageno, perda de fragmentos de proteoglicanos
para o fluido sinovial e acimulo de agua no tecido cartilaginoso. Em decorréncia de

todos esses eventos, ocorre aumento no volume do tecido, uma vez que a rede de



colageno fragilizada ndo exerce a tensao necessaria para conter a pressao osmética
de pré-hidratacdo exercida pelos proteoglicanos remanescentes (VELOSA;
TEODORO; YOSHINARI, 2003; REZENDE; HERNANDEZ; CAMANHO; AMATUZZI,
2000).

Lewis et al. (1999), verificaram a diminuigdo da concentracdo do sulfato de
condroitina no liquido sinovial de pacientes com osteoartrose ou artrite reumatoide,
evidenciando, dessa maneira, que a avaliagdo do liquido sinovial pode também
fornecer informagdes importantes quanto ao estado metabdlico.

Os condrécitos podem proliferar e formar aglomerados celulares (clones),
havendo, além disso, aumento na sintese da matriz como tentativa de reparagéo
tecidual. Entretanto, na fase cronica as enzimas degenerativas superam a
capacidade sintética e a reparacao falha. Com a progressao da fibrilacdo na
superficie articular as alteracbes agrava-se, a cartilagem é perdida e 0 0sso
subcondral torna-se espessado. Frequentemente ocorre a formacao de ostedfitos,
refletindo dessa forma uma reparacao inadequada da cartilagem (YOUNG et al,,
2005).

2.1.4 Metabolismo na Cartilagem Artrésica

A compreensdo do metabolismo dos condrécitos é essencial para o
entendimento do inicio e progressdao do processo degenerativo da cartilagem
articular. Os condrocitos sofrem a agao reguladora de dois tipos de mediadores: 0s
pré-catabdlicos (citocinas) e os pré-anabdlicos (fatores de crescimento), que, através
de liberacdo paracrina e/ou autdcrina, podem promover junto aos condrécitos a
ativacdo de mecanismos que resultam na degradacédo ou regeneracao da cartilagem
(YOUNG, 2005; VELOSA; TEODORO; YOSHINARI, 2003).

A articulacao osteoartrésica pode também promover liberacdo de mediadores
pré-inflamatérios, sintetizados pelos condrécitos e pelas células inflamatorias
presentes na membrana sinovial, tais como a interleucina (IL) 1, a mais importante
citocina pré-catabolismo, além do TNF (fator de necrose tumoral alfa) e a IL (6). E
claro o papel central das citocinas inflamatérias como sinais bioquimicos que

estimulam os condrécitos a sintetizar e secretar as metaloproteases e ativar as



enzimas liticas, via elevacdo do plasminogénio e seus ativadores, além da
diminui¢do de producédo de TIMP e dos inibidores do plasminogénio (LOTZ, 2001).

O metabolismo da cartilagem articular madura é regulado pelos fatores de
crescimento, que estimulam a sintese da matriz e controlam a degradacao, além de
contribuirem para o reparo da cartilagem pela estimulacdo da proliferacdo dos
condrdcitos. Dentre os fatores de crescimento, acredita-se que o mais efetivo parece
ser o fator de crescimento transformador beta (TGF beta), agindo diretamente nos
condrdcitos, estimulando a produgdo de proteoglicanos, anulando os efeitos
catabdlicos da IL-1 e reparando o tecido, diferentemente da proteina morfogenética
2 (BMP-2), que é capaz de aumentar a sintese de condrécitos somente na auséncia
da IL-1 (VAN DEN BERG, 2001; SANDELL; AIGNER, 2001; SCHARSTUHL et al.,
2002).

Outros fatores de crescimento como a insulina-like (IGF-1), o fator de
crescimento basico de fibroblastos (b- FGF), tem sido evidenciados como cruciais na
homeostasia da cartilagem, porém algum deles como a IGF-1 ndo desempenha
nenhuma fungéo na cartilagem artrésica (VAN DEN BERG, 2001).

Os condrécitos da cartilagem articular produzem e retém quantidades
significativas de BMPs, conhecidas por aumentar a sintese da matriz extracelular e
induzir a condrogénese e a osteogénese (SANDELL; AIGNER, 2001; REDDI, 2006).

A degradacao na cartilagem articular € mediada principalmente por enzimas,
denominadas metaloproteases (MMP) ou matrixins. Essas enzimas sido as
metaloproteases (colagenase, estromelisina e gelatinase) e hialuronidase que levam
a degradacao dos agregados e perda de proteoglicanos da matriz, a clivagem de
acido hialurénico e de condroitina 6-sulfato, a producao de proteoglicanos incapazes
de agregar, a degradacao do colageno tipo Il, a degradagcao do arcabouco protéico
dos proteoglicanos e a ativacdo de outras enzimas tais como a pré-estromelisina
(degrada a matriz) e a estromelisina, que ativa a colagenase, que, por sua vez,
destr6i o colageno o qual é, aparentemente, o fator principal na progressdo da
patologia e na destruicao final da superficie. As familias das MMP degradam
especificamente o colageno tripla hélice em Ph neutro (REZENDE; HERNANDEZ;
CAMANHO; AMATUZZI, 2000; BUTTLE; BRAMWELL; HOLLANDER, 1995).

Os agrecans sintetizados na articulacao artrésica tém um padrao do sulfato
de condroitina mais semelhante ao do sintetizado no jovem do que no adulto. A



aparéncia estrutural imatura do sulfato de condroitina muitas vezes é usada como
um marcador da artrose (ROUGHLEY, 2001).

Entre as colagenases especificas estdo a MMP-1 (colagenase-1), a MMP-8
(colagenase-2) e a MMP-13 (colagenase-3). Esse grupo distingue-se dos outros pela
sua capacidade para degradar regides da tripla hélice helicoidais, dos colagenos
intersticiais I, Il e Ill. Muitas das MMPS séo estimuladas pela exposi¢éo as citocinas
inflamatérias. As gelatinases englobam a MMP-2 (gelatinase A) e a MMP-9
(gelatinase B) e degradam os colagenos tipos IV, V, VII e Xl agindo de forma
sinérgica com as colagenases na clivagem dos colagenos degradados (gelatins).
Além disso, degradam a elastina, a agrecans e as proteinas de ligacao da
cartilagem. O subgrupo da estromelisina (catepsina B) compreende a MMP-3 e
MMP-10, que podem degradar o colageno IV, proteoglicanos e glicoproteinas da
matriz, bem como varios outros componentes da matriz extracelular, incluindo
agrecans, fibronectina e laminina. Existem outras metaloproteases como a MMP-7,
que degrada colageno e proteoglicanos, a MMP-11, que tem fraca acao proteolitica
para fibronectina, laminina, proteoglicanos e colagenos degradados, e a MMP-12,
que digere a elastina. A degradacdo do colageno tipo Il tem sido amplamente
estudada, sendo constatado que a MMP-13 € a principal enzima responsavel pela
degradacao desse colageno (VELOSA; TEODORO; YOSHINARI, 2003; SANDELL;
AIGNER, 2001; VALVERDE-FRANCO et al., 2006).

A catepsina B ou estromelisina pode estar associada com a perpetuacao do
processo degenerativo, pois foram evidenciados altos niveis dessa enzima ao redor
dos clones celulares nas zonas de hipercelularidade da OA. A interleucina-1
aumenta sintese da catepsina B, favorecendo a perpetuagao desse processo (DOI
et al.,2008).

Doi et al.(2008) avaliaram os efeitos de uma citocina condroprotetora, a
interleucina-4 (IL-4), nas alteracdes da expressdao do gene induzidos por um
estresse ténsil ciclico, verificando a inibicao da expressao de MMP-13 e a catepsina
B. Isso é verificado nos estagios iniciais da lesao de cartilagem , pois em estagios
avancados de osteoartrose seria dificil suprimir todas as metaloproteases e outras
enzimas responsaveis pela degradacao.

Foi demonstrado que o colageno tipo Il pode ser clivado pelas
metaloproteases tipo 7, 9, 13 e 14, indicando que na osteoartrose ha uma



diversidade de enzimas capazes de destruir esse tipo de colageno (SANDELL;
AIGNER, 2001).

Na cartilagem articular artrésica esta presente varios tipos de
metaloproteases, sendo que dependendo do estagio da lesdo, as concentracoes
dessas enzimas séo diferentes.

Em um estudo utilizando o modelo experimental de meniscectomia parcial em
coelhos, foi demonstrado que existe uma regulacdo aumentada de RNA mensageiro
para pro-MMP1 e pro-MMP3, tanto durante os estagios iniciais da osteoartrose
guanto em estagios mais avancados da patologia. Isso indica que a transcricdo de
genes para metaloproteases € um evento inicial e aumenta com a progressao da
doenca. Além disso, constataram que a transcricdo para MMP-3 foi maior que a
transcricdo para MMP-1, tanto no inicio da doenga quanto em estagios mais
avancados (VELOSA; TEODORO; YOSHINARI, 2003).

Outro ponto de destaque € que a IL-1 deprime as tentativas de reparacao da
cartilagem articular, inibindo a sintese do colageno tipo Il e dos proteoglicanos, como
também aumenta a producdo de 6xido nitrico (NO), o qual induz a apoptose dos
condrécitos. Além das metaloproteases e citocinas responsaveis pela degradacao
da cartilagem articular na osteoartrose, também tem sido salientada a contribuicdo
do 6xido nitrico na patogenia dessa doenca. O 6xido nitrico é produzido em grandes
quantidades por condrécitos ativados por citocinas e exercem varios efeitos
catabdlicos como inibicdo da sintese de colageno e proteoglicanos, ativagdo de
metaloproteases, inativacdo de TIMP, inibicdo da proliferacdo de condrécitos e
inducdo de apoptose de condrocitos in vitro (VELOSA; TEODORO; YOSHINARI,
2003; VAN DEN BERG et al. ,2001; MANACU et al., 2005).

A IL-1 é considerada como primeiro agente para a degradacdo da matriz
cartilaginosa, pois estimula a sintese da secrecdo de varias enzimas degradativas
da cartilagem como as colagenases, as gelatinases e as estromelisinas (REZENDE;
HERNANDEZ; CAMANHO; AMATUZZI, 2000).

O efeito catabdlico da interleucina-1 é confirmado pela injegao intra-articular
dessa citocina, induzindo a leucocitose do liquido sinovial e a perda de
proteoglicanos da cartilagem articular (LOTZ, 2001).

De alguma forma, fatores bioquimicos, genéticos e mecanicos contribuem
para lesar a matriz, expondo os condrocitos a estimulos que alteram o seu

comportamento metabdlico. Estas células, sem a protecdo da matriz, multiplicam-se



no local da lesdo e aumentam seus mecanismos de sintese, tentando uma
regeneracao. Clones de células, que proliferam circundadas pelas moléculas da
matriz, sdo um dos sinais da resposta condrocitaria a degeneracao da cartilagem.
Essa tentativa é fugaz, pois logo predomina a acao de proteases que iniciam, de
modo progressivo, a degradagéo da cartilagem. A IL-1 inibe a sintese de agrecans e
suprime a sintese dos colagenos Il e IX, ja referidos anteriormente, aumenta a
producao dos colagenos | e lll, em adi¢cao ao colageno tipo Il em concordancia com
a expressdao do RNA mensageiro, resultando numa reparagao tecidual inadequada
(LOHMANDER, 1994; MIRON et al., 1999).

Existem diversos mecanismos envolvidos na etiopatogenia da lesdo condral,
levando a perda das caracteristicas da cartilagem normal, tecido mais acometido na
osteoartrose, e consequente perda da funcdo articular. Assim sendo, o estudo
aprofundado desse tecido parece ser a forma mais adequada para a compreensao

da patogénese dessa doenca.

2.2 Lasers de Baixa Poténcia

Apoés a criagdo do primeiro feixe de luz laser por Maimam, em 1960, ocorreu
um grande avango nas mais diversas areas da medicina, odontologia e fisioterapia.
Porém, o conhecimento aprofundado de seu funcionamento ainda é deficiente .

O termo laser constitui-se de um acrébnimo de “Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation “ou “Luz Amplificada por Emissdo Estimulada de
Radiacao”.

Os lasers possuem propriedades especiais que as diferem de outras fontes
de luz. Podem ser classificados, de acordo com a poténcia de emissao, em dois
grupos: os lasers cirargicos de alta poténcia (HILT- High-Intensity Laser Treatment) e
os lasers nao-cirurgicos de baixa poténcia (LILT- Low-Intensity Laser Treatment). O
laser de alta poténcia possui acao fototérmica de corte, vaporizacdo e coagulagéo; o
laser de baixa poténcia tem acdes fotoquimicas como analgesia, cicatricial e
bioestimulatéria, sem que nenhum aquecimento tecidual acontega (BASFORD,
1995).



2.2.1 Principios Fisicos do Funcionamento do Laser

O laser € gerado dentro de uma cavidade contendo um meio condutor, onde
os atomos ou em alguns casos moléculas, sado dirigido a um estado de excitacao
pela eletricidade ou energia Optica. Quando um &atomo volta ao seu estado
fundamental, um féton é emitido. Esse processo é conhecido como emissao
espontanea de radiacdo (COTTON, 2004).

Existem trés propriedades importantes que distinguem a luz laser de outras

fontes luminosas: coesdo, monocromaticidade e colimacao.

2.2.2 Caracteristicas da Radiacdo Laser

As caracteristicas que diferem a luz laser sdo a monocromaticidade, a
colimacéao e a coeréncia. A coeréncia é uma das propriedades da luz laser que pode
ser descrita como coeréncia temporal ou espacial. Essa propriedade é perdida ao
penetrar no tecido, pois sob condicées fisiolégicas a absorcdo da luz laser pelo
sistema bioldgico € puramente nao-coerente. Pesquisas a nivel celular evidenciam
que tanto a luz coerente quanto a ndo-coerente, com 0 mesmo comprimento de
onda, intensidade e tempo de irradiacdo produzem o mesmo efeito fotobiolégico
(COTTON, 2004; KARU, 2003).

A monocromaticidade ¢é considerada muitas vezes como uma das
caracteristicas mais importantes da luz laser, pois determina quais moléculas
absorverdo a radiacao e, portanto, qual a interacdo fotobiologica e os respectivos
efeitos terapéuticos. A colimacao refere-se ao grau de paralelismo do feixe laser,
que mantém um pequeno tamanho do feixe numa distancia relativamente grande
(BAXTER, 1994).

2.2.3 Penetracao da Luz nos Tecidos




A absorcdo do laser ocorre por moléculas que podem ser divididas em dois
grupos: um grupo contendo aminodcidos e bases acido-nucléicas e outro grupo de
moléculas chamadas de cromoforos. A absorcao desses fotons por essas moléculas
especificas produz estimulacdo ou inibicdo de atividade enzimatica e de reagdes
fotoquimicas (KARU, 1987; BAXTER, 1994).

O grupo de aminocidos e bases acido-nucléicas forma o bloco estrutural de
DNA, assim como, a proteina nas células. Essas moléculas absorvem luz de
comprimento de onda menor, como a ultravioleta. Ja os croméforos sdo definidos
como as estruturas moleculares que absorvem luz no espectro do visivel, sendo
mais comuns aqueles derivados do grupo das porfirinas, como por exemplo a
hemoglobina. Outro croméforo importante € a melanina, que juntamente com a
hemoglobina desempenham um importante papel na conversdo da energia da
radiacéo laser em calor (efeito fototérmico) (BAXTER, 1994).

Os fotorreceptores sdo moléculas de variedade morfoldgica que se encontram
distribuidas nas células do organismo, entre elas, as flavoproteinas, as porfirinas, os
citocromos, as tirosinas e a aspargina; essas moléculas interferem no metabolismo
celular sem a necessidade de energia luminosa, mas, se irradiarmos essas
moléculas com luz de comprimento de onda especifico, elas sdo capazes de
absorver os fétons da radiacdao e provocar variagdes no metabolismo celular
(COTTON; MIPEN, 2004).

O Laser de Baixa Poténcia (LBP) age, principalmente, sobre organelas
celulares (mitocbndrias e membranas), gerando aumento da sintese de ATP e
modificando o transporte ibnico, sendo que esses processos ocorrem por meio dos
fotorreceptores celulares, descritos acima. Dessa forma o LBP acelera, a curto
prazo, a glicélise e a oxidacao fosforilativa e , a longo prazo , a transcricao e a
replicacdo do DNA (KARU,1987).

Karu (1988) verificou que a irradiacdo de mitocdndrias isoladas induziu
mudancas na homeostasia celular, que implicaram em reacdes em cascata e
propuseram um numero de componentes da cadeia respiratéria (citocromos,
citocromos oxigenase e flavinas desidrogenase) os quais sao fotorreceptores ou
cromoéforos primarios e, desta maneira, capazes de absorver luz para um
comprimento de onda apropriado. Estas causam, a curto prazo, a ativagao da cadeia
respiratdria. Assim, a cadeia de elétrons transportados desta maneira resulta na
melhora € no aumento da sintese de ATP. Além disso, a radiacao laser afeta os



niveis de ions hidrogénio (H") intracelular e o aumento na concentragdo de H",
causa alteragdes na bomba de sédio (Na™) e potassio (K*) na membrana celular,e,
consequentemente aumenta a permeabilidade de ions célcio (Ca*) para o meio
intracelular. O aumento nos niveis de Ca* afeta o nivel dos nucleotideos ciclicos que
modulam a sintese de RNA e DNA.

Em estudos subsequentes, Karu (1989) concluiu que a universalidade dos
efeitos do LBP na estimulacdo do metabolismo celular decorre do fato dos
receptores primarios serem componentes da cadeia respiratéria. Dessa maneira, em
baixas doses, a irradiacao causa regulacéo oxi-reducao do metabolismo celular e,
em altas doses, causa danos fotodinamicos. A intensidade do efeito de
bioestimulacdo depende do estado da célula antes da irradiacdo, fato esse que
explica o porqué desse efeito nem sempre ser alcangado.

A luz laser ao incidir sobre uma superficie pode refletir, transmitir, dispersar
ou ser absorvida. A reflexao varia de acordo com o angulo de incidéncia da luz e de
acordo com as propriedades Opticas da superficie de cada tecido. A funcao
fotorreguladora determina qual o comprimento de onda cada estrutura € capaz de
absorver e, com isso, promover transformacdes na célula. A absor¢cdo € um dos
modos mais importantes de interacdo de luz com os tecidos, pois, sem a absor¢ao,
nao seriam possiveis os efeitos fotobioldgicos e, consequentemente, os efeitos
clinicos. A profundidade de penetracao da luz varia de individuo para individuo, pois
as propriedades Opticas variam com muitos fatores tais como pele, idade e
hidratacdo da pele, entre outros (BAXTER, 1994; PLAETZER et al., 2009).

reflexao

transmissao



Figura 4: intera¢do da luz laser com os tecidos
Fonte: Adaptado por Ribeiro, 2000

2.2.4 Efeitos da Laserterapia nos Tecidos Bioldgicos

Os Lasers de Baixa Poténcia (LBP) possuem um efeito fotobiol6gico que
promove a aceleracao do processo de cicatrizacao tecidual. Os efeitos do LBP,
observados em laboratério e na pratica clinica, sdo baseados nos efeitos
fisiologicos: estimulacao da proliferacdo celular, incremento da microcirculagao,
neoformagao capilar, entre outros (KLEBANOV et al.,2001; LIRANI;CASTRO,2005;
BOURGUIGNON-FILHO et al., 2005).

A irradiacdo mais efetiva é aquela entre o espectro do vermelho e o
infravermelho. Os lasers mais utilizados sao o Laser Helio- Nebnio (HeNe — 632,8
nm), Laser galio-aluminio (GaAl — 630-685nm), Laser Arsenieto de Galio-aluminio
(AsGaAl — 660 nm), Laser arsenieto de hélio-nebnio (HeNeAs — 780-870nm), Laser
Arsenieto de Galio ( AsGa — 904 nm) ( VLADIMIROV; OSIPOV; KLEBANOV, 2004).

No aspecto molecular podem ocorrer trés situacoes: excitacdo da cadeia de
elétrons nas mitocéndrias, gerada pela regido visivel do espectro, sendo que essas
moléculas, nesse estado, podem gerar maiores reacées quimicas, induzindo ao
efeito bioldgico; vibragdes moleculares, geradas pela absorcdo da irradiacao,
causando deslocamento dos nucleos atdmicos; rotacao total ou parcial da molécula,
gerada pelo campo eletromagnético da luz incidente, podendo ocorrer um discreto
aumento de temperatura (BAXTER, 1994; KARU, 1987).

A bioestimulacado laser é a aplicacdo da luz laser nos tecidos, podendo
influenciar a atividade celular com a estimulagao ou inibicdo das fungdes quimicas e
fisiolégicas. A magnitude do efeito biomodulatério é influenciada pelo comprimento
de onda, fluéncia, densidade de poténcia, tipo de lesdo e do espectro especifico de
absorcao do fotorreceptor (KARU, 1987).

O efeito bioestimulante do laser pode ser explicado pelo principio de Arndt-
Schultz, que afirma que os tecidos reagem a quantidade de energia absorvida por
unidade de tempo (BAXTER, 1994).
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Figura 5: Esquematizacao da lei de Arndt-Schultz, onde (a) representa o repouso, (b) a

Os efeitos gerados pelo laser fotoquimico, fotobiolégico e fotofisico afetam
nao s6 a area irradiada como também os tecidos adjacentes a ela. Os efeitos
fotobiologicos podem ser divididos em curto prazo ou direto, ou longo prazo ou
indireto. Os efeitos em curto prazo sdo aqueles observados logo apés a irradiacao,
entre eles a sintese de ATP e fotoestimulacao da taxa respiratéria. Ja os efeitos em
longo prazo sdo observados apds horas ou dias da irradiacdo; entre os efeitos
fisiolégicos a longo prazo estdo os efeitos analgésicos, anti-inflamatérios e
cicatrizantes (KARU,1987;1988).

A literatura é vasta para exemplificar os efeitos diretos e indiretos da
irradiacdao com laser de baixa poténcia.

Tartarunas (1998), constatou que ao 15° dia de irradiacdo com o laser AsGa,
houve completa revascularizagao de feridas cirirgicas em felinos.

Bisht et al. (1999) analisaram histologicamente o infiltrado leucocitico,
neovascularizacao, proliferacéao fibroblastica, epitelizacdo e formacédo de colageno
em feridas tratadas com laser HeNe. Além dessa analise foi realizado um ensaio
mecanico para determinar a forca de tensao do tecido. Os resultados sugeriram que
o laser promovia uma epitelizacdo antecipada, devido a um aumento da reacéo
fibroblastica, infiltragcdo leucocitaria e angiogénese. A habilidade da ferida resistir a
ruptura contra uma forca de tensdo era significativamente aumentada nos animais
tratados.

Tam (1999), realizou uma pesquisa em 372 pacientes com patologias
ortopédicas, reumaticas ou traumaticas, fazendo doze aplicacées do laser AsGa,
uma vez ao dia, obtendo 6timos resultados na redugdo do quadro Aalgico,



principalmente nos casos de artrose cervical e de quadril , lesGes decorrentes de
esporte, epicondilites e Ulceras cutaneas.

O laser de arsenieto de galio e aluminio foi utilizado por Vinck e,
colaboradores, em 2003, em um estudo in vitro. Foram realizadas aplicacoes diarias
de laser, durante trés, dias nos fibroblastos. Os resultados mostraram aumento do
namero dessas células ap6s irradiagdo com laser.

Nicolau et al.(2003), em sua pesquisa, avaliaram a atividade das células
Osseas em fratura de ratos tratados com laser 660nm. Apds 8 dias da cirurgia, e
apds a anadlise histomorfométrica, verificaram um aumento da atividade dessas
células.

Stadler et al.(2004), avaliaram as mudancas de temperatura local em ratos
brancos e negros irradiados com laser de 830nm de comprimento de onda, com
diferentes fluéncias. Observaram que a temperatura aumenta conforme a fluéncia
aumenta, sendo que a temperatura foi menor nos ratos brancos, em parte devido a
reflexao.

No trabalho de Pessoa e colaboradores (2004), foi avaliado o efeito do laser
de baixa poténcia nas lesdes teciduais associados com esterdides. Concluiu-se que
a laserterapia acelera o processo de cicatrizacdo e diminui o infiltrado inflamatorio
nas lesodes.

Ihsan (2005), avaliou os efeitos do laser de GaAlAs em coelhos. Apds 3
sessoes de irradiacdo foram colhidas amostras de sangue para analise dos niveis de
adenosina, horménio de crescimento e fator de crescimento de fibroblastos para
exame histopatolégico. Concluiu-se que a terapia com laser de baixa poténcia
acelera a circulagéo colateral e aumenta a microcirculagao.

Foi evidenciada também, em um experimento, a alteracdo funcional de
mitocbndrias em resposta a irradiacdo com laser de baixa poténcia (532nm),
principalmente no aumento do processo da fosforilagcdo oxidativa mitocondrial.
(KASSAK et al.,2005).

Carvalho et al.(2006) ao avaliarem comparativamente a influéncia do laser
HeNe no percentual de fibras colagenas em lesbées cuténeas induzidas em ratos
diabéticos e ndo-diabéticos,observam que esse tipo de laser mostrou-se eficaz para
aumentar a quantidade de fibras colagenas no local da lesdo, em ambos 0s grupos.

No experimento de Oliveira et al. (2008), verificou-se aumento significativo na

atividade fibroblastica apés irradiacao da cultura dessas células com laser AsGa 904



nm, comparando-se com a atividade dessas células apos a aplicacdo de ultrassom
pulsado.

Meireles e colaboradores (2008) compararam os efeitos fotobiol6gicos do
laser de 660nm e o de 780nm em queimaduras de terceiro grau em ratos diabéticos.
Apéds 21 dias de irradiacao observaram que o laser de 780nm apresentou melhora
do processo inflamatério e aumento da quantidade e qualidade do tecido de
granulagao, porém nao tao eficaz quanto o laser de 660nm, que se mostrou mais
eficaz no processo cicatricial.

Em outro estudo também foi avaliado os efeitos do laser de baixa poténcia
(HeNe) no numero de mastécitos e da degranulacdo em queimaduras de segundo
grau em ratos. Verificou-se um aumento na quantidade de mastdcitos intactos
durante as fases inflamatérias, e proliferativas e uma diminuicdo na fase de
remodelacao nos grupos tratados com laser (VASHEGHANI et al.,2008).

Saygun et al.(2008),verificaram aumento na proliferacao e viabilidade celular
de fibroblastos de gengiva humana apés irradiacdo com laser 685nm e 830nm
comparando-se com o grupo controle.

No estudo de Martinez, Pinheiro e Ramalho (2008) foram comparados o0s
efeitos da irradiacdo com laser 830nm no grupo de animais com fratura de fémur,
no grupo com fratura e com o0sso bovino organico e no grupo controle (somente
fratura e o0sso bovino organico); a avaliacao histolégica evidenciou aumento no
deposito de fibra colagena nos estagios iniciais do reparo da lesao e, no final do
experimento, houve um aumento na quantidade de osso trabeculado organizado nos
animais irradiados, demonstrando dessa forma o efeito bioestimulativo do laser de
baixa poténcia nos defeitos 6sseos.

O laser de baixa poténcia tem sido usado no controle do processo
inflamatério. Em um estudo foi avaliada a acao do laser GaAs 904nm no processo
inflamat6rio em pata de rato induzido por acido cloroacético, através da medigcéao
articular do tornozelo com paquimetro para avaliacdo do edema. Entretanto, os
resultados ndo demonstraram diferenga significativa no edema no grupo tratado e no
grupo controle (KERPPERS et al.,2007).

Albertini et al. (2008) investigaram o efeito anti-inflamatério do laser de baixa
poténcia com dois diferentes comprimentos de onda (660 e 684nm) na expressao de
citocina de RNA mensageiro apds inducdo de inflamacdo aguda na pata com a

carragenina; observaram uma diminui¢cdo de 30 a 40% na expressao das citocinas



fator de necrose tumoral, interleucina 1B e interleucina 6 nos tecidos das patas
irradiadas do que daquelas do grupo controle.

Em um estudo para avaliar a fotoestimulagdo do laser HeNe no processo de
reparacao de tenddes cirurgicamente suturados de coelhos, Elwakil (2007) verificou,
apdés 14 dias de irradiacdo, que o grupo tratado apresentou melhora na qualidade
das fibras colagenas e melhora nos resultados biomecéanicos, como a carga imposta
para ruptura do tendao.

Na pesquisa de Arruda et al. (2007) puderam observar, apés irradiarem 12
dias com laser (670nm e 904nm) os tenddes calcaneanos de ratos submetidos a
tenotomia total, que os grupos irradiados apresentaram melhora na organizag¢ao das
fibras colagenas em relacéo ao grupo nao tratado.

Tumilty et al. (2008) compararam a efetividade do tratamento realizado em
grupos de pacientes com tendinopatia de Aquiles. Para um grupo utilizou-se laser de
baixa poténcia (810nm) associado com exercicios excéntricos; para outro grupo foi
realizado tratamento com laser placebo. Apds aplicacdo de questionario especifico
para essa patologia, observou-se que nao houve diferenca estatistica entre os
grupos com relacéo a dor e a forca muscular concéntrica e excéntrica.

Silva Juanior et al. (2002), estudaram o efeito do laser de baixa poténcia em
um modelo de defeito ésseo em fémur de ratos, demonstrando, através da
morfometria computadorizada, maior mineralizacao, 7 dias apds a cirurgia no grupo
tratado.

Em outro estudo Nicolau et al. (2003), observou aumento da atividade de
reabsorcédo e formacao éssea em fraturas de fémures de ratos. Apos cinco dias da
cirurgia, o volume ésseo e a superficie de osteoclastos do grupo tratado eram
maiores que o controle. Apds quinze dias da cirurgia, a superficie de osteoblastos e
a taxa de aposicdo mineral eram também, estatisticamente, maiores no grupo
tratado com laser.

Denadai et al(2008), avaliaram a influéncia do laser GaAlAs 660nm
associado com BMPs em fraturas de fémur em ratos. Apds a producdo do defeito
0sseo, os animais foram divididos em quatro grupos (grupo tratado com laser+ BMP;
grupo BMPs; grupo laser e grupo controle), e o grupo tratado com laser foi irradiado
por 28 dias e depois submetido a analise histomorfométrica. O grupo tratado com
laser associado com a BMP obteve os melhores resultados.



A acao de dois tipos diferentes de laser apds lesao do nervo mediano seguida
de neurorrafia com o nervo ulnar em ratos, foi estudada por Gingo-Benato e
colaboradores em 2004. Verificaram que quando aplicado o laser de 808nm
associado com o de 905nm obtinham melhores resultados funcionais e maior
namero de fibras nervosas do que quando aplicados separadamente, porém
apresentando resultados positivos da radiacéo.

Belchior et al.(2008) avaliaram a influéncia do laser GaAlAs 660 nm em
lesbes por esmagamento do nervo ciatico em ratos, avaliados através do indice de
avaliacao funcional. Os animais do grupo tratado foram irradiados por 21 dias e
apresentaram uma diferenca estatisticamente significativa quanto ao indice de
avaliacao funcional, somente entre o grupo tratado no periodo pré-lesdo e o grupo
controle apés 21 dias, demonstrando dessa forma um efeito positivo no processo de
regeneragao nervosa.

Dall Ignol et al. (2009) avaliaram a influéncia do laser 660nm na cicatrizagao
de feridas de ratos diabéticos e verificaram que o grupo tratado apresentou
aceleracdo da cicatrizacao da ferida comparando-se com o grupo nao tratado.

2.3 Lasers no Tecido Cartilaginoso

Devido a capacidade limitada de reparo da cartilagem, as patologias que
envolvem esse tecido e sua regeneragdao € um grande desafio para os clinicos. A
busca de propostas de tratamentos para esse tipo de lesdo € grande. Entretanto,
ainda nao se determinou a melhor opcéo. A terapia laser de baixa poténcia € uma
opcao nao invasiva e eficaz no processo de regeneracao dos tecidos biolégicos e €
uma das formas de tratamento das lesdo condrais.

Alguns trabalhos reportam-se a esse tema, podendo-se citar Caffalli et
al.(1993), que realizaram um estudo em coelhos,sendo observado que nos animais
irradiados e ndo-irradiados nao houve regeneracao da cartilagem articular, apenas a
formacao de um tecido cicatricial.

No trabalho de Calatrava e colaboradores (1997), foi irradiado coelhos com
lesbes cartilaginosas com laser de 632,8nm e 904nm. Concluiram que com o laser
904nm houve uma maior capacidade antiinflamatéria do que com o laser 632,8nm.



Porém, os dois apresentaram uma recuperacdo mais rapida e uma regeneragao
maior do tecido, se comparando com o membro controle. Os grupos tratados
apresentaram menor diametro articular que o controle.

Em um outro estudo in vitro, Torricelli et al. (2001), verificaram, tanto em
condrécitos humanos quanto de coelhos, que apds a terapia com laser de baixa
poténcia, houve um aumento na proliferacdo celular e na viabilidade dos
condrécitos.

Gur et al. (2003), realizaram um estudo clinico em pacientes com osteoartrose
avaliando dor, mobilidade articular, edema e aplicando um questionario. Ap6s o
periodo de tratamento com laser de baixa poténcia AsGa observa-se que houve
melhora em todos os aspectos avaliados no pré-tratamento no grupo que fazia
aplicacao de laser, comparando-se com o grupo controle.

Para avaliar o efeito analgésico do laser em pacientes com diagnéstico de
osteoartrose de joelho, Tascioglu et al.(2004), realizaram também um estudo clinico
e puderam constatar que nado houve melhora significativa do quadro algico nos
pacientes tratados com laser, comparando-se com o grupo controle.

Lin et al. (2004), demonstraram em sua pesquisa 0 aumento da densidade
das proteinas de estresse apds tratamento com laser Hélio-Nebnio (HeNe), que
estdo intimamente relacionadas com o processo de reparagdo da cartilagem
articular.

Jia e Guo (2004), em seu estudo in vitro com condrécitos, objetivaram
verificar a capacidade de bioestimulacdo dessas células apds a irradiacédo de laser
HeNe. Observaram o aumento do numero de células e da atividade de proliferacéo
celular nos animais irradiados.

Em recente pesquisa Lin, Huang e Chai (2006), pesquisaram os efeitos nos
glicosaminoglicanos apos tratamento com radiagéo laser HeNe em joelhos induzidos
a osteoartrose, verificando aumento na densidade dos glicosaminoglicanos dos
joelhos tratados, demonstrando assim o incremento da biossintese da cartilagem

artritica apds a terapia laser de baixa poténcia.

Shen et al. (2007), avaliaram os efeitos da laserterapia em pacientes com
osteoartrose e um grupo placebo, e observaram uma diminuicdo do quadro algico
em 49% nos pacientes tratados.



Em uma pesquisa foi investigado se a irradiagdo com laser HeNe aumentava
0 numero de condrécitos e a espessura da cartilagem, em joelhos imobilizados, e
verificaram um aumento na espessura da cartilagem no grupo tratado e ndo houve
diferenga estatistica no numero de condrdcitos ( BAYAT et al., 2007).

Kamali et al. ( 2007), compararam os efeitos de um grupo de animais tratados
com laser 890nm e grupo placebo, em defeitos osteocondrais, e observaram um
aumento da rigidez do tecido de reparo ap6s 8 semanas de lesao.

Youn e Milner (2008) investigaram o efeito fototérmico apds irradiacdo de
amostras de cartilagem e puderam observar que o maior efeito térmico nesse tecido
foi a evaporacao de agua das macromoléculas presente na cartilagem, como o

colageno e os proteoglicanos.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a influéncia da radiacao laser de baixa poténcia, com comprimentos
de onda de 660nm e 904nm em um modelo experimental de osteoartrose.

3.2 Objetivos Especificos

- Analisar os eventos histopatolégicos durante o processo de reparo articular,
entre os grupos controle, tratado com laser 660nm e tratado com laser 904nm, nos
periodos de 7, 14 e 21 dias apds o inicio da irradiacao.

- Comparar os eventos histopatolégicos do processo de reparo entre os
grupos.

- Determinar qual laser (660nm ou 904nm) foi mais eficaz no processo de
reparo do modelo de leséo.



4 MATERIAL E METODOS



4.1 Animais de experimentacao

A amostra foi composta de 54 ratos machos adultos (rattus norvergicus
albinus), da linhagem Wistar, com peso corporal variando de 250 a 350 gramas,
provenientes do Biotério Central da Universidade para o Desenvolvimento do Estado
e da Regiao do Pantanal (UNIDERP), Campo Grande-MS.

Os animais foram alojados em caixas de polipropileno com dimensdes (46 cm x
32 cm x 16 cm), com 4 animais por gaiola, mantidos em foto periodo de 12 horas,
umidade e temperatura mantidas por ar-condicionado, ruidos minimos, racdo sélida’
e agua ad libitum.

Todos os procedimentos experimentais deste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais/CEUA da Universidade Federal de Mato Grosso
de Sul (UFMS) e estdo de acordo com os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animais — COBEA, Protocolo n. 153/2007. (Anexo A)

Figura 6- condi¢des de alojamento dos animais

1 NUVILAB — NUVITAL Nutrientes Prod. Vet. Ltda — Curitiba PR



4.2 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos distintos,
denominados G1, G2 e G3, sendo alocados 18 animais em cada grupo: Gl foi
tratado com laser de comprimento de onda de 660nm (G1); G2 foi tratado com laser
de comprimento de onda de 904nm (G2) e G3 adotado como grupo controle (G3),
nao foi submetido a nenhum tipo de tratamento.

Os grupos ainda foram subdivididos em trés e denominados G1-7; G1-14 e
G1-21, tratados com laser de comprimento de onda de 660 nm; G2-7; G2-14 e G2-
21, tratados com laser de comprimento de onda de 904 nm e G3-7; G3-14 e G3-21,
nao tratados, cada subgrupo foi composto de 6 animais. O critério utilizado para esta

subdivisdo foi a evolugcdo do processo de reparo e do processo inflamatério na

articulacao.
G2 G3
18 animais 18 animais
LASER 904nm controle
G2 G2 G2 G3 G3 G3
7 dias 14 dias| | 21 dias 7 dias || 14 dias | | 21 dias

Figura 7: Organograma dos grupos experimentais

4.3 Procedimentos

4.3.1 Anestesia e Inducao das Lesdes Osteocondrais

Os animais foram pesados e submetidos a anestesia dissociativa com
miorrelaxante, mediante a injecdo intraperitoneal de Quetamina associada a
Xilasina, na mesma seringa ( 50-75mg/Kg + 5-10mg/Kg).



Apés constatado o plano anestésico os animais eram submetidos a tricotomia
dos membros posteriores na regido da articulacdo femoro-tibio-patelar onde foi
infiltrada a substancia indutora da leséo osteocondral, em todos os animais.

Foi realizada uma infiltragdo intra-articular no joelho direito de cada animal,
com 10 ul de solugao de papaina 4% e adicionado 10 pl de solucao de cisteina (0,03
M), que foi usada como ativador. A infiltracao foi repetida no quarto e sétimo dias do
estudo. Para se conseguir a quantidade adequada da solug&o indutora da leséao, foi
adaptada uma agulha em uma micropipeta (Pipetman- marca Gilson®) e fixado o
volume que foi utilizado (20 pl). Para o controle, 0 mesmo volume, 20ul de solugéo
salina estéril foi injetada no joelho esquerdo da pata traseira de cada animal
(BUTTLE, BRAMWELL,HOLLANDER, 1995; LIN et al, 2004; POMONIS et al,
2005;LIN et al., 2006; MURAT, 2007).

Figura 8 - Micropipeta



Figura 9 - infiltracao da solugéo indutora

Apos as infiltragdes os animais foram recolocados em gaiolas limpas, sendo
quatro em cada uma, com agua e ragdo apropriada a vontade. Nenhum animal
morreu durante a pesquisa.

Apés a terceira dose da substancia indutora e duas semanas de evolucao da
lesdo, deu-se inicio aos tratamentos nos grupos G1 e G2.

Foi utilizado como medicamento analgésico a dipirona sodica por dois dias
apos a inducgao da lesao na dose de 0,1 ml/ animal, de 6/6 horas.

4.3.2 Protocolos de Irradiacdo

O equipamento utilizado para tratamento do grupo G1 foi o Laser da marca
DMC Equipamentos Ltda.®, modelo Photon Lase I, diodo semicondutor de indio
Galio Aluminio e Fésforo, com 100mw de poténcia, com comprimento de onda de
660nm, utilizando uma fibra ética, area do feixe de 0, 028 cm? continuo, a aplicagdo
foi a transcutanea pontual a 1 mm de distancia da pele do animal, por 16 segundos
cada ponto, e densidade de energia de 6 joules por cm? em 6 pontos ao redor da
articulacdo do joelho direito (anterior, posterior, dois pontos mediais e dois pontos
laterais).



Parametros de irradiacao Valores

Densidade de Energia (DE) 60mdJ/cm?
Poténcia 100mW
Comprimento de Onda 660nm

Area do feixe 0, 028 cm?
Distancia da Pele 1 mm da pele
Tempo 96 seg.

Figura 10 - protocolo de irradiagao do grupo G1

PHOTON LASE




Figura 12 - Aplicagédo do Laser 660nm

O equipamento utilizado para tratamento do grupo G2 foi o Laser da marca
KLD Biosistemas Equipamentos Eletrénicos Ltda®, modelo Endophoton, diodo
semicondutor de arsenieto de galio e aluminio, com 50mw de poténcia, com
comprimento de onda de 904nm, &rea do feixe de 0,01 cm?, continuo, a aplicagao foi
a transcutanea pontual, por 288 segundos e densidade de energia de 6 joules por
cm? em 4 pontos ao redor da articulagao do joelho direito (anterior, posterior, medial

e lateral).
Densidade de Energia (DE) 60mdJ/cm?
Poténcia 50mwW
Comprimento de Onda 904nm
Area do feixe 0,01 cm?
Distancia da Pele contato
Tempo 288 seg.

Figura 13- protocolo de irradiagédo do grupo G2

A irradiacao foi iniciada ap6s duas semanas da ultima infiltracdo de papaina e
cisteina. Foi realizada em dias consecutivos sobre o joelho direito, nos grupos
experimentais G1 e G2 até o dia da eutanéasia de cada grupo.



Figura 14- Aplicagcédo do Laser 904nm

Figura 15- Laser 904 nm

O grupo lll ndo recebeu tratamento e foi adotado como grupo-controle
comparativo para a andlise histoldgica.



4.3.3 Eutanasia dos Animais e Obtencdo do Material para Histologia

No final de cada periodo, 7°, 14° e 21° dias, respectivamente, os animais do
Grupo |, do Grupo Il, bem como do Grupo Il foram identificados, pesados e,
posteriormente, sofreram eutanasia com dose letal de pentobarbital sédico, na dose
de 200 mg/ Kg por via intraperitoneal.

Apos constatado o 6bito foi realizada a tricotomia da pata direita traseira com
lamina de barbear. O animal foi, entdo, posicionado em decubito ventral, prendendo-
se as patas dianteiras e traseiras em abducéo.

Foi desarticulada a articulagdo coxo-femoral da pata direita traseira de cada
animal, para posterior analise do tecido cartilaginoso da articulacdo do joelho. Nao
foi retirada a pata esquerda, pois para comparacdo dos resultados foi utilizado os
animais do grupo controle, e a injecao de solugao estéril nesse joelho da pata
traseira foi realizada para que o volume articular dos dois membros fosse igual,

evitando assim que houvesse uma ma distribuicdo do peso corporal.

4.4 Procedimentos para Preparo do Material Histolégico

Apoés a retirada do material, esses foram imediatamente fixados por meio de
solucdo de formol tamponado a 10%. Em seguida procedeu-se a descalcificacdo
com EDTA (Etilenodiaminotetracetato de tetrasédio) neutralizado com tampao de
fosfato de sodio para dar pH 7,0. As pecas a serem descalcificadas foram colocadas
em frascos de vidro e adicionadas o descalcificador. Foi levado para estufa
histolégica a 60°C por aproximadamente sete dias. Procedeu-se a troca do
descalcificador todos os dias e testado a resisténcia da peca com o uso de uma
agulha. A partir do momento em que a peca apresentasse maleabilidade, a
descalcificacao estava completa e seguia-se o processamento histolégico.

Apos a fixagdo, os cortes foram desidratados em solugbes crescentes de
alcool, iniciando em 70%, 80%, 95% até o alcool absoluto 100%. As pecas foram
mantidas imersas meia hora na primeira, segunda, terceira e quarta solucao; sendo
que na ultima o procedimento foi repetido por trés vezes com duracao de meia hora
cada um. Apos a série de banhos de desidratagao, foi iniciada a diafanizacao das
pecas em solucao de alcool/xilol (1:1) por meia hora e, a seguir, em dois banhos de



xilol puro com durag&o de meia hora cada.

Para impregnacao (infiltracdo) utilizou-se parafina em duas etapas com
duracdo de duas horas cada uma, até a impregnacao na parafina definitiva. Os
blocos foram cadastrados e identificados com o grupo a que pertencia (G1, G2 ou
G3) e individualizados com numeros de 1 a 6, significando a qual animal pertencia.
Em seguida, as pecas foram cortadas com espessura padronizada de 5 um,
utilizando-se um micrétomo rotativo da marca Microm® modelo HM 320, do
Laboratério de Histopatologia da Universidade para o Desenvolvimento do Estado e
da Regiao do Pantanal.

4.4.1 Coloracao e Identificacdo das lAminas

Para desparafinizar, os blocos foram colocados em estufa durante 15 a vinte
minutos e depois submetidos a trés banhos de xilol puro por 3 minutos cada. Para
hidratacao, o material foi tratado com dois banhos de &lcool absoluto 100% por 5
minutos, e depois alcool 95%, 80% e 70% 5 minutos cada um. Apés esse tratamento
o material foi lavado rapidamente em agua destilada. Os cortes foram corados com
Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricromico de Masson (TM).

Para a coloracéo de HE, os cortes foram corados com Hematoxilina de Harris
por 5 minutos, lavados para retirar o excesso de corante e corados com Eosina por 8
minutos e novamente lavados.

Para o tricromico de Masson, os cortes foram corados com Hematoxilina de
Harris por 4 minutos, lavados durante 10 minutos, corados pela Fucsina acida por 20
segundos, lavados rapidamente em agua destilada 2 vezes, oxidados pelo acido
fosfomolibdico por 8 minutos, corados com azul de anilina por 6 minutos e lavado
novamente.

Todos os cortes foram desidratados com alcool 100% 5 minutos por 3 vezes,
diafanizados com xilol/ alcool (1:1) por 5 minutos e xilol puro duas vezes durante 5
minutos cada um. Para processar a montagem foi utilizado Balsamo do Canada ou
Entellan. Cada lamina foi devidamente identificada de acordo com o animal a que
pertencia.



4.4.2 Avaliacao do Material Histolégico

Para a andlise histologica foi utilizado a microscopia Optica (Microscopio
Optico, marca ZEISS®), para avaliar todos os eventos do processo regenerativo da
cartilagem articular, que pudessem fornecer subsidios para comparacdo dos
resultados dos grupos tratados e do grupo controle.

Cada lamina foi avaliada segundo o tipo de revestimento da membrana
sinovial através de uma escala ordinal de 1 a 4 cruzes; presenca de células
inflamatérias mononucleares; presenca de vasos neoformados e presenca de fibrose
através de uma escala ordinal de 0 a 3 cruzes.

Para o tipo de revestimento da membrana sinovial formado: 1- revestimento
normal; 2 - revestimento descontinuo; 3 - revestimento com focos de hiperplasia e 4-
revestimento atipico de reparo. Para a avaliacdo da presenca de células
inflamatérias: 0 — ausentes; 1- pequeno numero, com disposicao focal; 2- moderada
quantidade, com disposicao difusa; 3 - grande quantidade com disposicao difusa,
presenca de células gigantes. Para a avaliacao da presenca de vasos neoformados
e fibrose: 0- ausente; 1- discreta quantidade; 2- quantidade moderada e 3 acentuada
quantidade, difusa.

A identificacdo de cada lamina foi coberta com uma fita adesiva, para que néao
houvesse conhecimento prévio de qual grupo estava sendo analisado, evitando-se
assim qualquer inducéo nos resultados obtidos. Ao final de cada analise, a fita era
retirada e os resultados anotados.

4.7 Analise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente no Software BioEstat 5.0.

Foram comparados os dados referentes ao periodo de 7, 14 e 21 dias para
cada grupo e ainda comparadas as variaveis estudadas entre os grupos Controle,
660 e 904.

Os dados foram inicialmente avaliados quanto a hipétese de normalidade de
distribuicdo. A normalidade foi definida pela aplicagdo do teste de Shapiro Wilk. O
nivel de decisdao estabelecido em p<0,05. Para os dados avaliados constatou-se
predominancia de dados com distribuicdo nao normal (p<0,05).

A avaliacdo comparou a magnitude das variagcdes entre as amostras.



O teste utilizado para comparacao foi o teste de Kruskal Wallis com pés-
teste de Dunn e o nivel de significancia estabelecido em p<0,05.

O teste de Kruskal Wallis destina-se a comparar trés ou mais amostras
independentes do mesmo tamanho ou desigual, cujos escores devem ser
mensurados, pelo menos, em nivel ordinal. E comparavel ao teste ANOVA (um
critério).

Os valores foram dispostos em uma escala ordinal de 0 a 3 cruzes conforme
intensidade de presenca para as variaveis analisadas, exceto para a variavel
revestimento com escala ordinal de 1 a 4 cruzes de acordo com o tipo de

revestimento encontrado.



5 RESULTADOS



Os resultados histolégicos obtidos permitiram montar um painel demonstrativo, possibilitando
comparar a resposta tecidual de acordo com o tipo de laser utilizado em cada grupo e o grupo
controle.

A tabela 1 demonstra os resultados comparativos, avaliando o comportamento de cada grupo
tratado e controle e a comparacgéo entre 0s grupos, procurando sinais de bioestimulagdo nos grupos
submetidos a terapia laser de baixa poténcia, avaliando-se o tipo de revestimento da membrana
sinovial. Os valores apresentados sdo as médias de cada grupo.

Quanto ao tipo de revestimento da membrana sinovial encontrado, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa no grupo controle entre os periodos de 7,14 e 21 dias. Ja no grupo
tratado com laser 660nm, houve diferenca significativa quando comparado o sétimo e o décimo
quarto dia, e décimo quarto e o vigésimo primeiro (p<0,0301). Quando comparado o grupo 904,
houve diferenga estatisticamente significativa entre 7 e 14 dias (p<0,0011), e no periodo de 14 dias e
21 dias . E quando comparado no décimo quarto dia os grupos controle e 660nm e grupo 660 e 904

nm houve diferenga estatisticamente significativa (p<0,0008).

Tabela 1 — Tipo de revestimento da membrana sinovial constituinte entre os grupos Controle, 660 e
904. Valores expressos em média e desvio padrdo. Teste de Kruskal Wallis.

Grupos Kruskal Pos-teste
Revestimento Controle . Dunn
() 660 904 Wallis p<0,05
ns
7 dias 1,3310,52 2,00+0,89 2,00+0,0 0,1061
. C vs 660
14 dias 1,3310,52 3,50+0,55 1,00+0,0 0,0008 660 vs 904
21 dias 1,00+0,0 1,83+1,33 1,17+0,41 0,2834 ns
Kruskal Wallis 0,2969 0,0301 0,0011
Pos-teste Dunn ns 7vs 14 7vs 14
p<0,05 14 vs 21 7 vs 21

Quanto a presenga de células inflamatorias apresentadas nos grupos ndo n houve diferenca
estatistica significativa. Entretanto quando comparado o sétimo dia entre o grupo
controle e 660nm houve diferenca (p<0,0416).Tabela 2

Tabela 2 — Intensidade de células inflamatérias entre os grupos Controle, 660 e 904. Valores
expressos em média e desvio padrdo. Teste de Kruskal Wallis.

. Grupos Pos-teste
Células Controle Kruskal Dunn
Inflamatorias (©) 660 904 Wallis p<0,05

7 dias 0,50+0,84 1,67+0,52 1,33+0,52 0,0416 C vs 660
14 dias 1,17+1,17 2,33+1,21 1,0040,0 0,0846 Ns

21 dias 1,50+1,76 1,50+1,22 1,00+0,0 0,8417 Ns



Kruskal Wallis 0,5278 0,2597 0,1194

Pés-teste Dunn

p<0,05 ns ns ns

ns (n&o significativo)

O quadro histopatolégico mostrado quanto a formagdo de novos vasos
(angiogénese) mostrou o efeito bioestimulador do laser 660nm, evidenciado na Tabela 3,
demonstrando o efeito desse laser na angiogénese quando comparado com o grupo controle e grupo
904 no sétimo dia (p<0,0019). Quando o grupo 660 foi comparado, no décimo quarto dia, com grupo
904 também houve diferenca (p<0,0112). No periodo de 21 dias entre os grupos e no grupo 904 e

660nm houve diferenca estatisticamente significativa quanto a formagao de novos vasos (p<0,0059).

Tabela 3 — Vasos neoformados entre os grupos Controle, 660 e 904. Valores expressos em média e
desvio padrdo. Teste de Kruskal Wallis.

Vasos Grupos Kruskal Pos-teste
Controle 660 904 : Dunn
neoformados ©) Wallis p<0,05
. C vs 660
7 dias 0,0040,00 2,33+0,52 0,5040,55 0,0019 660 vs 904
. C vs 904
14 dias 1,67+0,52 1,83£0,75 0,500,55 0,0112 600 vs 904
. C vs 660
21 dias 1,67+1.37 0,00+0,00 1,17+0,41 0,0059 660 vs 904
Kruskal Wallis 0,0062 0,0017 0,0819
Pos-teste Dunn 7vs 14 7 vs 21 ns
p<0,05 7 vs 21 14 vs 21

ns (ndo significativo)

A formagéo de tecido fibrotico ( Tabela 4) também foi maior no grupo controle, e teve uma
diferenca significativa quando comparado o grupo controle com os grupos tratados no sétimo dia
(p<0,0013) e grupo controle comparado com grupo 904, no periodo de 21 dias (p<0,0028).

Tabela 4 — Avaliacdo da intensidade de Fibrose entre os grupos Controle, 660 e 904. Valores
expressos em média e desvio padrdo. Teste de Kruskal Wallis.

Grupos Pos-teste
Fibrose Controle 660 904 ! Dunn
p<0,05

7 dias 0,00+0,0 1,67+0,52 1,17+0,41 0,0013 C vs 660

C vs 904

14 dias 1,50%0,55 2,17+0,41 1,17+0,75 0,0370 660 vs 904



21 dias 2,67+0,52 2,17+0,75 1,00+0,0 0,0028 C vs 904

Kruskal Wallis 0,0007 0,2425 0,7388
Pés-teste Dunn 7 vs 14
p<0,05 7 vs 21 ns ns

5.1 Resultados da Analise Histopatologica

e Sete dias apés a inducdo da lesdo : O grupo G1 apresentou revestimento normal , com

alguns focos de hiperplasia; pequeno namero de células inflamatdrias com disposicéao focal;
discreta presenca de fibrose e moderada quantidade de vasos neoformados.
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Figura 16 -Fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo | (tratado com laser de
comprimento de onda de 660nm), apos sete dias da indugéo: observar células inflamatérias
(cabeca de setas), membrana sinovial (Ms) e intesa proliferacdo de vasos sanguineos
neoformados(Vb). Hematoxilina e Eosina - Barra de escala 20um.



Figura 17- Fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo | (tratado com laser de
comprimento de onda de 660nm), apos sete dias da indugao: observar a presenga de
fibrose (FC), membrana sinovial (Msi) e intesa proliferagdo de vasos sanguineos
neoformados(Vb). Tricromico de Masson- Barra de escala 20pm.

Grupo G2: apresenta revestimento descontinuo; pequeno numero de células inflamatérias; fibrose

discreta e pequeno nimero de vasos neoformados.
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Figura 18- Fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo Il (tratado com laser de
comprimento de onda de 904nm), apos sete dias da indugdo: observar a presenga de
revestimento descontinuo,membrana sinovial (Msi) e intensa proliferagdo de vasos sanguineos
neoformados(Vb), celulas epitelioides Hematoxilina e Eosina - Barra de escala 20um..



Células epitelidides
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Figura 19- Fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo Il (tratado com laser de
comprimento de onda de 904nm), apos sete dias da indugao: observar a presenga de

revestimento descontinuo, membrana sinovial e intesa proliferagdo de vasos sanguineos
n‘eoformadosg\‘/phcelulas epitelioides Hematoxilina e Eosina - Barra de escala 20pm.
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Figura 20- Fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo Il (tratado com laser de
comprimento de onda de 904nm), apos sete dias da indugdo: observar acamada fibrosa da
capsula articular e presenca de fibrose (FC). Tricrémico de Masson- Barra de escala 20um.



Figura 21- Fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo Il (ndo tratados), apos sete
dias da indugao:cavidade articular normal. Hematoxilina e Eosina - Barra de escala 20pum.



Figura 22- Montagem de fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo Ill (ndo
tratados), apds sete dias da indugéo: Observar a presenga fibrose (FC). Tricrdmico de Masson-
Barra de escala 20pm.

e Quatorse dias apés a inducdo da lesdo: o grupo G1 apresentou revestimento com focos de

hiperplasia; moderada quantidade de células inflamatérias com disposicéo difusa; presenca
de moderada quantidade de fibrose e pequeno nimero de vasos neoformados.

Cavidade arlicular
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Figura 23- Fotomicrografia de I1amina obtida dos animais do grupo | (tratado com laser de 660nm),
apds quatorze dias da indugdo: Observar a presenga de celulas epitelibides (seta longa), vasos
sanguineos neoformados e membrana sinovial, Hematoxilina e Eosina - Barra de escala 20um.



Figura 24- Montagem de fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo I(tratado

com laser de 660nm), apds quatorze dias da indugao: Observar fibrose (FC),vasos neo-

formados(VB), fibroblastos(cabeca de seta). Tricromico de Masson- Barra de escala 20pm.
e Grupo G2: apresenta revestimento normal; pequena quantidade de células inflamatérias;

discreta presenca de fibrose e pequeno numero de vasos neoformados.
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Figura 25- Fotomicrografia de Iamlna obtida dos anlmals do grupo I (tratado com Iaser de
comprimento de onda de 904nm), apos quatorze dias da indugao: Observar a presenga de
revestimento sinovial e celulas epitelioides . Hematoxilina e Eosina - Barra de escala 20pm



Figura 26-Fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo Il (tratado com laser de
comprimento de onda de 904nm),ap6s quatorze dias da indugéo: Observar a presenca de
revestimento sinovial e celulas epitelioides . Hematoxilina e Eosina - Barra de escala 20pum.
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Figura 27- Montagem de fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo Il (tratado
com laser de comprimento de onda de 904nm), apés quatorze dias da indugao: Observar a
presenga fibrose (FC), vasos neoformados(VS) e camada fibrosa da capsula . Tricrémico de
Masson- Barra de escala 20pm.



Grupo G3: apresenta revestimento normal; pequena quantidade de células inflamatérias;

discreta presenca de fibrose e pequeno numero de vasos neoformados.
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Figura 28- Fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo I

(ndo tratados),

quatorze dias da inducao: Observar a presenca fibrose (FC), tecido conjuntivo (seta
TC),revestimento sinovial(MS), arranjo epitelial(seta Ae). Hematoxilina e Eosina - Barra de

escala 20um.

Memhbrana sinovial

Revestimento constituido por células do tecido conjuntivo
Arranjo epitelidide .

Figura 29-Fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo Ill (ndo tratados), apds
quatorze dias da indugdo: Observar a presenca de angiogénese ( VS) e o revestimento
sinovial ( setas).fibrose (FC). Hematoxiliona e Eosina - Barra de escala 20pm.



A
ST
NEHIGHINY

R O
e
R )

-
-
/

4

sy A
Figura 30- Montagem de fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo Il (ndo
tratados), apds quatorze dias da indugéo: Observar a presenca fibrose (FC), fibroblastos

(cabega de setas) Tricromico de Masson- Barra de escala 20um.

e Vinte e um dias ap6s a inducdo da lesdo: o grupo G1 apresentou revestimento normal;

pequena quantidade de células inflamatérias; presenca de moderada quantidade de fibrose e

auséncia de vasos neoformados.
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Figura 31- Fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo | (tratado com laser de
660nm), apos vinte e um dias da indugao: Observar a presenca de células epitelidides
(seta), vasos sanguineos neoformado(Vb). Hematoxilina Eosina — Barra de Escala 20 um.
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Figura 32- Montagem de fotomicrografia de Iamina obtida dos animais do grupo | (tratado com

laser de 660nm), apds vinte e um dias da inducdo: Observar a presenca fibrose (FC),
Tricromico de Masson- Barra de escala 20pm.

Grupo G2: apresentou revestimento normal; pequena quantidade de células inflamatérias;

presenca de pequena quantidade de fibrose vasos neoformados.
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Figura 33- Fotomicrografia de Iamlna obtida dos animais do grupo ll(tratado com laser de
comprimento de onda de 904nm),apés vinte e um dias da inducao: Observar a presenca de
revestimento sinovial , celulas epitelioides e vasossanguineos (Vs) . Hematoxilina e Eosina -
Barra de escala 20um




-~ 1
S\ e ¥ T
' & ‘
- - -~ ~ o |
Figura 34- Montagem de fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo Il (tratado

com laser de 904nm), apds vinte e um dias da indugao: Observar a presenca fibrose (FC),
vasos noeformados(VS). Tricromico de Masson- Barra de escala 20pm.

Grupo G3: apresentou revestimento normal; pequena quantidade de células inflamatérias;
presenca de moderada quantidade de fibrose e pequena quantidade de vasos neoformados.

Figura 35- Fotomicrografia de lamina obtida dos animais do grupo lIl (ndo tratados), apds
vinte e um dias da indugdo: Observar a presenga de revestimento sinovial, celulas
epitelioides (seta), membrana sinovial (Ms). Hematoxilina e Eosina - Barra de escala 20um.
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Flgura 36 Montagem de fotomlcrografla de Iamlna obtlda dos animais do grupo Il (nao

tratados), apos vinte e um dias da inducao: Observar a presenca fibrose (FC), membrana
sinovial( Ms). Tricrémico de Masson- Barra de escala 20um.
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ABSTRACT: The objective of this study was to analyze the influence of low power laser radiation with
660nm and 904nm wave length in a experimental model of osteoarthritis. The sample was composed
by 54 Wistar male adult rats divided into three groups called G1, G2 and G3. In order to induce the
cartilage lesion three infiltrations with 10 ul of papain 4% solution and adding 10 pl of cysteine solution
were carried out in the right knee. 2 weeks after the last infiltration, group G1 was treated with 660nm,
6J/ cm? laser, 6 spots around the knee articulation, 16 seconds each spot. Group G2 was treated with
904nm laser, 288 seconds, 6 J/cm?in 4 spots and group G3 was adopted as control group. The data
were submitted to statistic analysis using the Kruskal Wallis test and the level of significance
established at p<0.05. As for the kind of revestment found, there was statistically significant difference
between 7 and 14 days (p<0.05) in group G2, and in the period of 14 days between groups G1 and G2
(p<0.05). As far as the formation of new vessels is concerned there was statistically significant
difference when G1 was compared to G3 in the period of 7 and 21 days and G2 to G3 in 21 days. The



formation of fibrotic tissue was also higher in G3 (p<0.05). We concluded that laser therapy stimulates
angiogenesis and reduces the fibrosis formation in experimental model of osteoarthritis, mainly with
the use of laser with 904nm wave length.

Keywords: articular cartilage; osteoarthrosis; low power laser; biostimulation.

INTRODUCTION

The chronic articular pathologies represent one of the most prevalent conditions among the
population. Osteoarthrosis is one the most common and it is growing parallel to the population’s aging
process. The cartilage lesions or osteoarthrosis are the most common ambulatory articular diseases.
Besides causing loss of articular function and productivity, it is a limiting pathology which can even be
incapacitating to the patient [1;2].

In the arthrosic processes there is an unbalance between the production of the components of
the extracellular matrix and their destruction by the metaloproteases, leading to the degradation of the
tissue. Due to this event, the cartilage looses its special characteristics, which causes alterations in
the articular function. [3]

The articular cartilage’s regeneration capacity is a controversial issue and it has been topic of
research and investigation for many years. Until not long ago it was believed that cartilage had short
regeneration capacity. However, some studies proved that this tissue is metabolically active, thus
having capacity to regenerate itself.[2;4;5].

Regeneration occurs through the substitution of the damaged tissue by fiber cartilage or by the
chondrocyte mitosis. In medical literature there are records of methods to promote regeneration of
cartilage tissue amongst which perforations or abrasions as far as the subchondral bone, chondrocyte
or mesenchymal cells transplants, continuous passive moving right after the lesion, synthetic matrix
transplant, exposition of articulation to electric currents and laser therapy [6;7;8;9].

A number of techniques or surgical procedures aiming to promote regeneration of articular
lesions have been developed, but none of them has been totally successful. For all these facts there is
great interest in searching for new forms of treatment which aim to accelerate or promote the
regeneration of this tissue. Among the various options to recover the metabolic balance of the joint
one can consider using low potency laser radiation which rises great interest for being a non invasive
modality.

Low power laser therapy was introduced as a non invasive alternative for the treatment of
ostearthrosis many years ago. It has a vast applicability in the different tissues and its effects
described in the literature are numerous. However, some tissues still present controversy and
difficulties as far as their repairing process in concerned, as can be noticed in the cartilage tissue [10].

Studies carried out on the effects of laser in the osteocartilagenous lesions are different and
present controversial results. In some studies the biostimulating effect of the low power laser has been
observed and both biostimulation and bioinhibition seem to be related to the wave length and to the
energy generated by the laser source [10;11;12].

Nevertheless literature is not totally clear regarding all the used parameters (such as

application time, application mode, among others), what makes it difficult to understand the



methodology and reproduction of results as well as the comparative analysis among the studies. Nor
does it have many studies about the effects on cartilage regeneration using lasers with 650nm and
904nm wave length. Thus, new research in this area might provide interesting data for a future clinical
application.

Through this perspective, the objective of our study was to evaluate the effects of the low

potency laser therapy with 660nm and 904nm wave length in a experimental model of osteoarthritis.

Materials and Methods

The sample was composed of 54 adult male rats (rattus norvegicus albinus) of Wistar lineage
with corporal weight ranging between 250 to 350 grams, originated from the Central Vivarium of the
University for the Development of the State and the Pantanal Region, Campo Grande, MS

The animals were housed in polypropylene boxes, 4 animals per cage, kept in photo period of
12 hours, with controlled humidity and temperature, minimum noise, solid feeding and water ad
libitum.

All the experimental procedures in this study were approved by the committee for Ethics in the
use of Animals / CEUA of the Federal University of Mato Grosso do Sul and agree with the ethical

principles of the Brazilian College of Animal Experiments (COBEA), Protocol n. 153/2007.

Experimental Groups

The animals were randomly divided into three distinct groups called G1, G2 and G3, and 18
animals were put in each group. G1 animals were treated with 660nm wave length laser (G1); G2
animals were treated with 904nm wave length laser (G2) and G3, which was adopted as control group
(G3), was not submitted to any kind of treatment.

The groups still suffered other three subdivisions called G1 —7; G1 —14 and G1 — 21, treated
with 660nm wave length laser; G2 — 7; G2 — 14 and G2 — 21, treated with 904nm wave length laser

and G3 —7; G8 — 14 and G3 — 21 not treated. Each subgroup was composed of 6 animals.

Cartilage Lesions Induction

The animals were anesthetized with intraperitoneal injection of the veterinary anesthetic
ketamine chloridrate (Vetanarcol® — 50ml/25mg — Kdénig laboratory) associated with the sedative,
analgesic and muscle relaxing of xylasine hydrochloride (Ketalar® — 50ml/50mg — Pfizer Laboratory),
in a mixture of 2:1 using 0.1 ml/100gr before each infiltration of the substance which induced the
cartilage lesion.

After the anesthetic procedure the trichotomy was carried out, using shaving blade, in the
hinder legs of each animal.

Afterwards the touching of the right knee was carried out with the flexed articulation in order to
identify the articular interline. An intra-articular infiltration was made in the hinder leg right knee of
each animal with 10ul of papain solution 4% and added 10ul of cysteine solution (0.03M), which was

used as an activator.



The infiltration was repeated on the fourth and seventh days of the study. For the control, the
same volume, 20ul of sterile saline solution was injected in each animal’s hinder leg left knee [9;14].
After two weeks from the last infiltration of the inductive substance (carried out on the seventh

study day) an application of laser in the groups G1 and G2 was started.

Irradiation Protocols

The equipment used for treating Group G1 was Laser from DMC Equipamentos Ltda®, model
Photon Laser Ill, diode semiconductor of Indium, Gallium, Aluminum and Phosphorus, with 100mw
potency and 660nm wave length, using optical fiber, 0.028cm® continuous bundle area. The
application was punctual transcutaneous 1mm far from the animal skin, for 16 seconds each spot and
energy density of 6 joules per cm?® in 6 spots around the articulation of the in the hinder leg right knee
(anterior, posterior, two medial spots and two lateral spots).

The equipment used for treating group G2 was Laser from KLD Biosistemas Equipamentos
Eletrénicos Ltda®, model Endophoton, diode semiconductor of gallium and aluminum arsenide, with
50mw potency of 904nm wave length, continuous bundle area of 0.01cm?® The application was
punctual transcutaneous for 288 seconds and energy density of 6 joules per cm? in four spots around
the right knee articulation in the hinder leg (anterior, posterior, medial and lateral).

The irradiation was initiated after two weeks from the last papain and cysteine infiltration. It
was carried out in consecutive days on the right knee in the experimental groups G1 and G2 until the
euthanasia day of each group, with lethal dosage of sodium pentobarbital, with dosage of 200mg/kg
through peritoneal via.

After the euthanasia, the trichotomy of the hinder right leg was carried out using a shaving
blade. The animal was then positioned in ventral decubitus with front and hinder legs tied in abduction.

The thigh-femoral articulation was disarticulated in the right hinder leg of each animal for

further analysis of the cartilage tissue of the knee articulation.

Procedure for Preparing Histological Material

After collecting material, it was immediately fixed through a buffered formalin solution at 10%.
Then the decalcification with EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) was made. The EDTA was
neutralized with sodium phosphate tampon to reach PH 7.0. In order to carry out the impregnation
(infiltration), paraffin was used in two stages until the impregnation on the definitive paraffin. Then the
pieces were cut with patterned 5um thickness. The cuts were colored with hematoxylin-eosin and

Masson trichrome.

Statistic Analysis

The data were analyzed using the Bio Estat 5.0 Software.

The compared data were those referring to the period of 7, 14 and 21 days for each group and
then compared to the studied variables between the control groups, 660 and 904.

The evaluation compared the magnitude of the variations among the samples.



The utilized test for comparison was the Kruskal Wallis Test and the level of significance was
established at p< 0.05.

The values were organized in an ordinal scale from 0 to 3 crosses according to the intensity of
presence for the analyzed variables, except for the revestment variable with ordinal scale from 1 to 4

crosses according to the kind of revestment found.

Results

The histological results obtained allowed us to devise a demonstrative panel which made it
possible to compare the tissue response according to the kind of laser used in each group and in the
control group.

Figure 1 demonstrates the comparative results evaluating the behavior of each treated group
and the control group and the comparison among the groups, looking for signs of biostimulation in the
groups which were submitted to the laser therapy, evaluating the kind of coat and the presence of
inflammatory cells. The values presented are the average for each group.

Concerning the kind of coat found, there was no statistically significant difference in the control
group and 660 among the periods of 7, 14 and 21 days. When compared to the 904, there was a
statistically significant difference between 7 and 14 days (p<0.05), and in the period of 14 days,
between the group G1 and G2 (p<0.05).

As for the presence of inflammatory cells presented in the groups and intergroups there was

no statistically significant difference.
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Figura 1. Kind of constituting coat and intensity of inflammatory cells among

the control, 660 and 904. Values expressed on average.



The histological scenario showed concerning the formation of new vessels (angiogenesis),
showed the laser’s biostimulating effect, evidenced on figure 2. This demonstrated the 660 laser effect
in the angiogenesis when compared to the control group in the period of 7 days and 21 days, and 904
group compared to the 660 group. In the period of 14 days among the groups and in the 904 group
there was no statistically significant difference concerning the formation of new vessels.

The formation of fibrotic tissue was also higher in the control group and there was a significant
difference when it was compared to the group treated in the period of 7 days, and when it was
compared to the 904 group in the period of 21 days (p<0.05).
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Figura 2. Fibrosis and newly formed vessels among the control group 660 e
904. Values expressed on average .

Results of Histopathological Analysis

e Seven days after lesion induction : Group G1 presented normal coat with some hyperplasy

areas; small number of inflammatory cells with focal disposition; descreet presence of fibrosis
and moderate quantity of newly formed vessels.

e Group G2: presents discontinuous coat; small number of inflamatory cells; discreet fibrosis
and small number of newly formed vessels.

e Group G3: presents normal coat; small number of inflammatory cells and absence of fibrosis
and newly formed vessels.



e Fourteen days after lesion induction: Group G1 presented coat with hyperplasy areas;

moderate quantify of inflammatory cells with difuse disposition; presence of moderate quantity
of fibrosis and small number of newly formed vessels .

e Group G2: presents normal coat; small quantity of inflammatory cells; discreet presence of
fibrosis and small number of newly formed vessels.

e Group G3: presents normal coat ; small quantity of inflammatory cells; discreet presence of

fibrosis and small number of newly formed vessels.

e Twenty one days after lesion induction:Group G1 presented normal coat; small quantity of

inflammatory cells; presence of moderate quantity of fibrosis and absence of newly formed
vessels.

e Group G2: presented normal coat; small quantity of imflammatory cells; presence of small
quantity of fibrosis and newly formed vessels.

e Group G3: presented normal coat; small quantity of inflammatory cells; presence of moderate

quantity of fibrosis and small quantity of newly formed vessels.

Discussion

The low potency laser has increasingly been studied and represents one of
the most frequently used therapeutic modality in rehabilitation. However, clinic and
scientific evidences are often contradictory [6;12;15;16;17], thus the necessity for
research involving this resource becomes important and relevant.

The articular cartilage is the most important structure for protection against
stress and weight discharge in the articulation. Nevertheless, this tissue has a small
and controversial spontaneous regeneration potential. Due to this fact, various
studies are described in literature in order to investigate techniques which help or
accelerate this articular degenerative’s process of regeneration. The purpose of
evaluating this kind of lesion behavior becomes relevant because of the unanswered
questions related to the regeneration process and the vast literature registering the
regeneration difficulties [3;18;19;20;21;22;23;27;28].

Many techniques or surgical procedures aiming to promote cartilage regeneration and others
parts of joints such as drilling or abrasions as far as the subchondral bone, condrocytes or
mesenchemal cells transplants, continuous passive motion right after the lesion, synthetic matrix
transplant, exposure of articulation the electric currents, hormone therapy and laser therapy have
been developed, although none of them were totally successful. Because of all these facts there is
great interest in searching for new ways of treatment which aim to accelerate or promote the
regeneration of the joint [6;7;8;9].

The experimental research in vitro and in vivo are necessary and have fundamental

importance in the understanding of this tissue’s degeneration and regeneration process. There are



various methods to induce lesion such as ligament section, meniscectomy, articulation compression
and intra-articular injection of substances as papain.

This study adopted the lesion induction with papain which is a proteolytic enzyme which
causes the chondroitin sulfate and the polysaccharide complex lyze, widely used in literature for being
an effective, economic and easily applicable method. [9;14;26;27].

In order to obtain a homogeneous lesion in relation to the degree of articular lesion, we carried
out the lesion induction through infiltration of controlled papain volume, according to what is described
by Lin and collaborators [9;14].

In this study we used the Wistar rat for it is easy to handle at laboratories, easy to obtain and
because the experimental models using papain work with this animal.

We chose to carry out this investigation with two kinds of low potency laser: one in the red
spectrum (660nm) and another in the infrared spectrum (904nm), in order to make a comparison of
the histological events presented after the treatment and verify which one was more effective since the
literature is controversial concerning the most effective wave length in osteoarthritis tissues. The
studies present varied wave lengths in cartilage tissue, which makes it difficult to compare results and
determine the most suitable wave length to treat this kind of tissue [9;14;16;17;28].

6 Joules per cm? energy density was used because a number of authors demonstrated that
wave length and energy density are crucial factors for the laser therapy success and too high or low
energy densities do not present favorable results. Moreover, photodynamic damage may happen
[29;30].

As far as fluencies are concerned there is a wide discrepancy in the studies about arthritic joint
ranging from 2J/cm?to 16 J/cm? [6;7;9;10;14;15;16], and in order to standardize one of the parameters
used in the research we chose to use 6J/cm? fluency based on Jia e Guo (2004), who compared
fluencies from 1 to 6J/cm? and verified that there was higher cell proliferation of condrocytes with 4 to
6J/cm? fluencies than with others.

Aiming to analyze the histological events related to the regeneration of articular lesion, this
repair was accompanied on the seventh, fourteenth and twenty first days after lesion induction in the
groups G1, treated with 660nm laser, group G2, treated with 904nm laser and G3, adopted as control
group, which had induced lesion but no treatment.

In the present study the results demonstrate that the formation of the coat of synovium in the
group treated with 904nm low potency laser presented better results on the seventh day compared to
the fourteenth day, evolving from an discontinuous coat in the beginning of the radiation to a normal
one without discontinuity and areas of hyperplasia.

The synovial membrane plays an important role in the development of osteoarthritis. The
changes of the membrane associated with degenerative joint disease vary from average to moderate
inflammation and include hypertrophy and hyperplasia of synovial cells, infiltration linfoplasmocytary,
increased vascularization in the synovial tissue and fibrosis subsynovial [31]. The membrane releasing

proteolytic enzymes in the articular space that will act in the degradation of cartilage [32].



As reported by Allard et al. (1990), inflammatory cells that accumulate in tissue proliferated
synovial joint damage can induce the production of proteolytic enzymes and the interaction, via
cytokines, with cells of the cartilage and bone

Calatrava e collaborators (1997) carried out a study in rabbits with cartilage lesions treated
with 632,8nm and 904nm lasers and reported that the animals treated presented a faster recovery and
higher tissue regeneration when compared to the control limb, clarifying the laser’s biostimulating
potential in the process of tissue repair. They still observed that the group treated with infrared laser
presented shorter articular diameter when compared with the other treated group.

The tissue’s response to the lesion is generally divided into necrosis, inflammation and repair.
The necrosis phase happens right after the lesion and depends on the lesion type and degree and the
amount of necrotic tissue depends on the tissue cell’s sensitivity to hypoxia. Condrocytes are relatively
insensitive to hypoxia and thus the cartilage has a lower cellular death probability than other tissues’ in
this phase. Inflammation occurs immediately after the first phase, and is mediated by the vascular
system. 24 hours after a cartilage lesion there is an increase in the mitotic activity associated with the
increase in the synthesis of the matrix components and proteolytic enzymes. The evidences of the
increase in the anabolic and catabolic activity happen from the first days after the lesion until two
weeks, when these levels decrease [33].

In our study, the quantity of mononuclear inflammatory cells was not statistically significant
when compared among the periods of 7, 14 and 21 days in three evaluated groups and when the
comparison was made between the groups. This fact can be justified for the experiment’s protocol
started two weeks after the last infiltration, when there was enough time to solve the acute
inflammatory process. This is confirmed by the author mentioned above when he states that 2 weeks
after the lesion the anabolic and catabolic activity is reduced.

Similarly Kerppers et al. ( 2007) research, the results did not show reduction in the
inflammatory process in the group treated with laser, what is against the various studies which state
the anti inflammatory effect of laser therapy [29;36;37;38;39;40] In our research, however, we cannot
claim that low power laser therapy does not have this effect since our study showed an inflammatory
reaction in all the groups, although there was no statistically significant alteration between the treated
groups and the control groups, which as far as we were concerned happened due to the proposed
protocol.

Nevertheless we could verify that the group treated with 904nm laser demonstrated a
decrease in the inflammatory exudate in the evaluated periods whereas the control group presented
an increase.

It was verified that the quantity of fibrotic tissue in the control group was significantly bigger
than in the treated group, evidencing the low power lasers’ biostimulation effect on the articular joint
repair process of the latter. In the histological analysis the group submitted to 904nm laser compared
to 660nm laser showed a lower formation of this kind of tissue. This information was also evidenced in
the Calatrava and collaborators’ work (1997), which while comparing the treatment of chondral lesions
with 632,8 and 904nm lasers, verified that the group treated with the 632,8nm laser and the control

group had higher formation of fibrotic tissue than the group treated with the 904nm.



This happened differently from Cafalli and collaborators’ (1993) work, which after 920nm laser
radiation in chondral lesions on rabbits did not observe difference in the scar tissue presented in the
treated group and in the control group.

The great challenge in this tissue’s regeneration is the kind of tissue formed, since it is known
that the composition of the normal cartilage is basically type Il collagen fibers. When there is formation
of fibrosis as part of regeneration we know that this formed tissue does not present the same
extensibility, resistance to compression and load properties needed by the articulation tissue. And
that training of fibrotic synovium, can reduce the range of motion and assist in the degenerative
process

According to Starkey (2001), the scarring speed and quality are regulated by the quantity of
adenosine triphosfate (ATP) produced. ATP is the cell’'s primary energy source and it is fundamental
to provide the necessary metabolic energy to restore the cellular membrane’s property. This provision
is carried out when sodium and potassium get into and out of the cell to build and produce new

proteins.

Low Power Laser acts mainly on cell organelles (mitochondria and
membranes), generating an increase in the production of ATP and modifying the
ionic transport. These processes occur through cellular photoreceptors described
above [29]. One can observe that the quality of the scar tissue was better in the
treated groups when compared with the control group on the seventh and twenty first
days, which was evidenced by the quantity of fibrotic tissue presented in the repair
process of the articular joint.

Another aspect related to the quality of the scar tissue is the angiogenesis. For
some authors, angiogenesis is the most important histological characteristic in the
scarring process [42].

In our research it can be observed that the quantity of newly formed vessels
on the seventh day was bigger in the irradiated groups and had statistically
significant difference when compared to the control group and the group treated with
660nm. The quantity of newly formed vessels directly influences the quality of the
scar tissue. This becomes evident when we observe that the quantity of fibrotic tissue
in the control group was bigger than in the treated groups.

The influence of blood supply in the scar tissue’s process and quality is
elucidated in studies [38;43;44]. And there are reports in literature that laser has the
capacity of increasing microcirculation blood flow for increasing the release of nitric
oxide in the irradiated tissue [45], thus making the provision of oxygen necessary for
the tissue repair possible.



Most experimental studies on cartilage lesions evaluated cellular growth with
low potency laser in chondral lesions and the increase in the proliferation of these
cells was shown in studies such as [7;9;28].

In order to highlight the laser therapy regenerative effect on lesions of arthritic
joints, further studies are necessary which can evaluate the kind of collagen formed
in this process, analysis of the synovial membrane arthritic, the proliferation of

chondrocytes and effects on microcirculation relating the ideal parameters for such.

There are various studies on laser therapy but there is no standardization in the used
parameters. Moreover, many studies do not present all the necessary data to understand this
resource’s action mechanism. Therefore more studies are necessary to verify the importance of the
utilized parameters and their influence on the tissue’s response so that it can be possible to
standardize effective protocols for treating lesions using low power laser.

Conclusions
The comparative study of the low power laser therapy with 660nm and 904nm wave length
made it possible for us to conclude that:
e The group treated with 904nm laser presented formation of discontinuous coat on the seventh
day and normal coat on the fourteenth day, demonstrating this laser’s biostimulating effect in
the coat formation in the lesions.

e The control group presented an increase of the inflammatory exudate, whereas the group
treated with 904nm laser presented a decreased in the inflammatory process in the evaluated

periods.

e The control group showed higher fibrosis formation on the seventh, fourteenth and twenty first

days and also higher when compared to the irradiated group.

¢ In the histological analysis, the irradiated lesions with 660nm presented higher formation of

new vessels on the seventh day compared to the other periods and compared to the control

group.

e AsGa 904nm laser proved to be more effective in the repair of lesions occasioned by

experimental model, formation and smaller inflammatory exudate.
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6 DISCUSSAO



O laser de baixa poténcia vem sendo cada vez mais estudado, e constitui
uma das modalidades terapéuticas mais utilizadas na reabilitacdo. Entretanto as
evidéncias cientificas e clinicas sdao muitas vezes contraditérias (Calatrava et
al.,1997; Cafalli et al., 1993; Campana et al., 2004; Kamali et al.,2007; Tascioglu et
al.,2004), por isso a necessidade de pesquisas envolvendo esse recurso torna-se
importante e relevante.

A cartilagem articular é a estrutura mais importante na protecéo do estresse e
da descarga de peso na articulacdo. Entretanto esse tecido tem um potencial
espontaneo de regeneracdo controverso e pequeno. Devido a esse fato, diversos
estudos sdo descritos na literatura, para investigar técnicas que auxiliem ou
acelerem o processo de reparo do processo degenerativo da articulacdo. O
propésito de avaliar o comportamento desse tipo de lesdo deve-se ao fato das
questbes em aberto relacionado ao processo de reparo e€ a vasta literatura
reportando as dificuldades da regeneracdo (LOHMANDER, 1994; POOLE et al.,
2001; SCULLY et al., 2004; MEACHIN, 2001 ; VELOSA;TEODORO;YOSHINARI,
2003; NAKAMURA et al.,2008; AHMED; STANFORD;KANDEL,2007; VELOSA et al.,
2007; MURAT; KARADAM; OZKAL; KARATOSUN; GIDENER, 2007).

Varias técnicas ou procedimentos cirurgicos com a finalidade de promover a
regeneracao da cartilagem e demais estruturas da articulacdo, entre elas
perfuracdes ou abrasdes até o 0sso subcondral, transplantes de condrécitos ou
células mesenquimais, movimentacdo passiva continua logo apdés a lesao,
transplante de matriz sintética, exposicdo da articulacdo a correntes elétricas,
hormonioterapia e a laserterapia tém sido desenvolvidos, porém nenhuma alcangou
seus objetivos com total sucesso. Por todos estes fatos, ha um grande interesse na
busca de novas formas de tratamento, que visam acelerar ou promover a
regeneracao articular (CAFALLI et al.,1993;TORRICELLI et al,2001;
SCHURMAN;SMITH, 2004; LIN et al.,2004).

As pesquisas experimentais in vitro e in vivo sdo necessarias e de
fundamental importancia para compreensdao do processo degenerativo e
regenerativo desse tecido. Varios sdo os métodos de inducao da lesao, entre eles a
seccao de ligamentos, a meniscectomia, a compressao da articulacdo e a injecao
intra-articular de substancias como a papaina.

Nesse trabalho adotou-se o protocolo de inducédo da lesdo com papaina, que

€ uma enzima proteolitica que causa a lise do sulfato de condroitina do complexo



polissacarideo, vastamente utilizada na literatura, por ser um método eficaz,
econbmico e de facil aplicacao (BUTTLE, BRAMWELL, HOLLANDER, 1995; LIN et
al., 2004; POMONIS et al., 2005;LIN et al., 2006).

Com o intuito de obter uma lesdo homogénea em relagao ao grau de lesao da
articulacdo, realizamos a inducdo da lesdo por meio de infiltracdo de volume
controlado de papaina, conforme descrito por Lin e colaboradores (2004; 2006).

Nesse estudo utilizamos o rato Wistar por ser um animal de facil manuseio
laboratorial e obtencédo, e pelos modelos experimentais utilizando a papaina
utilizarem esse animal.

Optamos por realizar esta investigacdo com dois tipos de laser de baixa
poténcia, um no espectro do vermelho (660nm) e outro no infravermelho (904nm),
para se fazer um comparativo dos eventos histolégicos apresentados apds o
tratamento e verificar qual o mais efetivo, visto que a literatura € controversa em
relacdo ao comprimento de onda mais efetivo na regeneracdo dos tecidos na
osteoartrose. Os trabalhos apresentam comprimentos de onda variados no tecido
cartilaginoso, dificultando dessa forma a comparacao dos resultados e determinacao
do comprimento de onda mais adequado para o tratamento das lesdes desse tecido
(JIA ;GUO ,2004; LIN et al., 2004; TASCIOGLU et al., 2004;LIN et al., 2006; Kamali
et al. , 2007).

Foi utilizado a densidade de energia de 6 joules por cm?, pois diversos
autores demonstraram que o comprimento de onda e a densidade de energia sé&o
fatores preponderantes para o sucesso da terapia laser e que densidades de energia
muito altas ou baixas ndo apresentam resultados favoraveis, podendo haver danos
fotodinamicos (KARU 1987;1989).

Em relacdo as fluéncias ha uma discrepancia muito grande nos trabalhos
envolvendo a articulagdo artrésica variando de 2J/cm? a 16 J/cm? (Caffalli et
al.,1993; Calatrava et al.,1997; Torricelli et al. ,2001; Gur et al. ,2003; Lin et al., 2004,
2006; Kamali et al., 2007), e com o intuito de padronizar um dos parametros
utilizados na pesquisa, optamos por utilizar a fluéncia de 6J/cm?2, baseados no
estudo de Jia e Guo (2004), que compararam as fluéncias de 1 a 6J/cm? e
verificaram que houve uma proliferacdo celular de condrécitos maior com fluéncias
entre 4 a 6J/cm? que com outras fluéncias.

Com a finalidade de analisar os eventos histopatolégicos relacionados ao

reparo da lesdo articular, acompanhou-se o reparo no sétimo, décimo quarto e



vigésimo primeiro ap6s a inducao da lesdo nos grupos G1 grupo tratado com laser
660nm, G2 grupo tratado com laser 904nm e G3 adotado como grupo controle, onde
foi induzida a lesdo, porém nao recebeu tratamento.

No presente estudo os resultados demonstram que a formacdo do
revestimento da membrana sinovial no grupo tratado com laser de baixa poténcia
904nm apresentou melhores resultados no sétimo dia comparados com o décimo
quarto, evoluindo de um revestimento descontinuo no inicio da irradiacao para
normal sem descontinuidade e focos de hiperplasia.

A membrana sinovial desempenha importante papel na evolucdo da
osteoartrose. As alteracbes da membrana associadas a doenca articular
degenerativa variam de inflamacdo média a moderada e incluem hipertrofia e
hiperplasia das células sinoviais, infiltracdo linfoplasmocitaria, aumento da
vascularizacdo nos tecidos sinoviais e fibrose subsinovial (LIPOWITZ, 1993). A
membrana libera enzimas proteoliticas no espaco articular que virdo a agir na
degradacao da cartilagem (VAUGHAN-SCOTT; TAYLOR, 1997).

Como citado por Allard et al. (1990), as células inflamatérias que se
acumulam neste tecido sinovial proliferado podem induzir lesdo articular pela
producdo de enzimas proteoliticas e pela interacdo, via citocinas, com células da
cartilagem e do osso.

Calatrava e colaboradores (1997) realizaram um estudo em coelhos com
lesdes cartilaginosas tratadas com laser de 632,8nm e 904nm e relataram que 0s
animais tratados apresentaram uma recuperacao mais rapida e uma regeneracao
maior do tecido, comparando-se com o membro controle, elucidando o potencial
bioestimulante do laser no processo de reparo tecidual. Ainda observaram que grupo
tratado com o laser infravermelho apresentou menor diametro articular quando
comparado com o outro grupo tratado.

A resposta do tecido a lesdo é geralmente dividida em necrose, inflamacéo e
reparo. A fase de necrose acontece logo apds a lesdo e depende do tipo e do grau
da lesdo, a quantidade de tecido necrosado depende da sensibilidade da célula do
tecido a hipdxia. Os condrécitos sdo relativamente insensiveis a hipdxia, e dessa
forma, a cartilagem tem uma probabilidade de morte celular menor que outros
tecidos, nessa fase. A inflamagéao ocorre imediatamente logo apds a primeira fase,
mediada pelo sistema vascular. Apds 24 horas de uma lesdo a cartilagem, ocorre

um aumento na atividade mitética, associado com aumento na sintese dos



componentes da matriz e enzimas proteoliticas. As evidéncias do aumento da
atividade anabdlica e catabdlica ocorrem nos primeiros dias apds a lesdo até duas
semanas, quando esses niveis diminuem (MANKIN, 1982).

Neste estudo a quantidade de células inflamatérias mononucleares nao foi
estatisticamente significativa quando comparada entre os periodos 7, 14 e 21 dias
nos trés grupos avaliados e quando feito a comparacao entre os grupos, esse fato
pode justificar-se pelo fato do protocolo do experimento ter iniciado apdés duas
semanas apés a ultima infiltracdo, tendo tempo suficiente para a resolucdo do
processo inflamatério agudo, confirmado pelo autor citado acima, quando ele afirma
que apds duas semanas da lesdo, a atividade anabdlica e catabdlica do tecido
diminuem.

Similarmente na pesquisa de Kerppers et al. ( 2007) os resultados néo
demonstraram a diminuicdo do processo inflamatério no grupo tratado com laser,
contrariando os diversos estudo que afirmam o efeito antiinflamatério da laserterapia
(KARU,1987;1988; NICOLAU et al., 2003;PESSOA et al., 2004 ;ALBERTINI et
al.,2008; MEIRELES et al.,2008;); entretanto ndo se pode afirmar nesta pesquisa
que a terapia laser de baixa poténcia ndo possui esse efeito, pois em nossa
pesquisa houve uma reacgado inflamatéria em todos os grupos, porém nao houve
alteracao estatisticamente significativa entre os grupos tratados e o grupo controle,
que em nosso entendimento ocorreu devido ao protocolo proposto.

Entretanto pode-se verificar que o grupo tratado com o laser 904nm
demonstrou uma diminuicdo do exsudato inflamat6rio nos periodos avaliados, e o
grupo controle um aumento.

Foi verificado que a quantidade de tecido fibrético no grupo controle foi
significativamente maior do que nos grupos tratados, evidenciando o efeito de
bioestimulacdo dos lasers de baixa poténcia no processo de reparo articular dos
grupos tratados. O grupo submetido ao tratamento com laser 904nm comparado ao
laser 660nm evidenciou na analise histolégica menor formacao desse tipo de tecido.
Esse dado também foi evidenciado no trabalho de Calatrava e colaboradores (1997),
que ao comparar o tratamento de lesdes condrais com laser 632,8 e 904nm,
verificaram que o grupo tratado com laser 632,8nm e o grupo controle tiveram maior

formacao de tecido fibrético, que o grupo tratado com 904nm.



Diferentemente de Cafalli e colaboradores (1993), que apoés irradiacdo com
laser 920nm em lesbes condrais de coelhos, ndo observaram diferenga no tecido
cicatricial apresentado no grupo tratado e controle.

O grande desafio da regeneracao desse tecido € o tipo de tecido formado,
pois se sabe que a composi¢cdo da cartiiagem normal é basicamente de fibras
colagenas do tipo Il. Quando ha a formacéao de fibrose como parte da regeneracéo,
esse tecido formado ndo apresenta as mesmas propriedades de extensibilidade,
resisténcia a compressao e carga, que o tecido da articulagdo necessita. E que a
formagéo fibrética da sindvia, pode diminuir a amplitude de movimento e auxiliar no
processo degenerativo.

Segundo Starkey (2001), a velocidade e a qualidade da cicatrizacao sao
reguladas pela quantidade de trifosfato de adenosina (ATP) produzido. O ATP é a
fonte primaria de energia da célula e € fundamental para fornecer a energia
metabdlica necessdria para restaurar as propriedades da membrana celular, sendo
realizado por meio da entrada e saida de sodio e potassio da célula, para construir e
sintetizar novas proteinas.

O Laser de Baixa Poténcia age principalmente sobre organelas celulares
(mitocdndrias e membranas), gerando aumento da sintese de ATP e modificando o
transporte ibnico, sendo que esses processos ocorrem por meio dos fotorreceptores
celulares, descritos acima (KARU,1987). Foi observado que a qualidade do tecido
cicatricial foi melhor nos grupos tratados quando comparados com grupo controle,
no sétimo e vigésimo primeiro dias, evidenciado pela quantidade de tecido fibrético
apresentado no processo de reparo articular.

Outro aspecto relacionado a qualidade do tecido cicatricial € a angiogénese,
para alguns autores a angiogénese € a caracteristica histolégica mais importante no
processo de cicatrizagao (Dall Agnol et al., 2009).

Segundo descreveu Carvalho (2001), a molécula helicoidal de procolageno
somente se formara e sera liberada para o espaco extracelular na presenca de
oxigénio suficiente.

Podemos observar no presente estudo que a quantidade de vasos
neoformados no sétimo dia foi maior nos grupos irradiados, e com diferenca
estatistica significativa quando comparado o grupo controle e grupo tratado com
660nm. A quantidade de vasos neoformados influencia diretamente a qualidade do



tecido cicatricial, ficando evidenciado isso quando se observou que a quantidade de
tecido fibrético no grupo controle foi maior que os grupos tratados.

A influéncia da vascularizacdo no processo e qualidade do tecido cicatricial é
elucidada em alguns trabalhos (BISHT et al.,,1999;PESSOA et al.,2004; ELWAKIL
,2007). E ha relatos na literatura de que o laser tem capacidade de aumentar o fluxo
sanguineo da microcirculacdo por aumentar a liberagdo de 6xido nitrico no tecido
irradiado (BAXTER, 1994). Possibilitando dessa forma o fornecimento de oxigénio
necessario para o reparo tecidual.

A grande parte dos estudos experimentais nas lesdes cartilaginosas avaliou o
crescimento celular com o laser de baixa poténcia nas lesdes condrais, porém o
incremento da proliferacdo dessas células foi evidenciado em diversos estudos
(TORRICELLI et al., 2001; JIA;GUO,2004; LIN et al.,2004).

Para se elucidar melhor o efeito regenerativo da laserterapia nas lesdes da
articulacao artrésica fazem-se necessarios estudos subsequientes avaliando-se o
tipo de colageno formado nesse processo; analise da membrana sinovial artrésica,
proliferacdo dos condrocitos e efeitos na microcirculacido relacionando os
parametros ideais para tanto.

Ha um grande numero de trabalhos com laserterapia, porém ndao ha uma
padronizacao dos parametros utilizados, e muitos destes trabalhos ndo apresentam
todos os dados necessarios para o entendimento dos mecanismos de acdo do
recurso. Portanto fazem-se necessarios mais estudos para verificar a importancia
dos parametros utilizados e a influéncia desses parametros na resposta do tecido,
podendo assim padronizar protocolos eficazes no tratamento das les6es com o uso

do laser de baixa poténcia.



8 CONCLUSOES



O estudo comparativo da terapia laser de baixa poténcia com comprimentos

de onda de 660nm e 904nm nos possibilitou concluir que:

O grupo tratado com laser 904nm apresentou formacéo de tecido conjuntivo
descontinuo no sétimo dia e normal no décimo quarto dia, demonstrando o
efeito bioestimulante desse laser na formacéo desse tecido nas lesdes.

O grupo controle apresentou um aumento no exsudato inflamatério, enquanto
que o grupo tratado com laser 904nm apresentou uma diminuicado do
processo inflamatdrio nos periodos avaliados.

O grupo controle mostrou uma maior formagéao de fibrose no sétimo, décimo
quarto e vigésimo primeiro dia, e maior também quando comparado com 0s
grupos irradiados.

As lesoes irradiadas com laser 660nm apresentaram na analise histoldgica,
maior formacdao de novos vasos no sétimo dia comparado com 0s outros
periodos, e comparada com 0 grupo controle.

O laser AsGa 904nm mostrou-se mais eficaz no reparo da lesdo ocasionada
pelo modelo experimental, pois demonstrou uma menor formacao de fibrose e
menor exsudato inflamatério.
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Certificamos que o Protocolo n° 153/2007, da Mestranda
Alessandra Schleder da Rosa, sob a Orientacdo do Prof. Paulo de
Tarso Camillo de Carvalho, referente ao protocolo “Efeitos da
radiacdo laser de baixa poténcia com comprimentos de onda de
650nm e 904nm sobre a regeneracdo das lesées cartilaginosas”,
estd de acordo com os principios éticos adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), com a legislagdo
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diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
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