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RESUMO

Utilizando o modelo animal de artrite séptica, objetivamos neste trabalho propor alternativas
terap€uticas experimentais que permitam, num futuro préximo, a utilizacdo de terapias
eficientes com doses e tempo de tratamentos quimioterapicos mais adequados. Utilizamos
camundongos, Swiss, pesando 28,0 £ 3,5 g. Os animais inicialmente foram divididos em 2
grupos: controle que recebeu solugdo salina via endovenosa (v.e.) e o outro foi inoculado com
10" UFC S. aureus v. e. Durante o periodo de 7 dias, avaliou-se a formagao de edema articular
e as condicdes gerais dos animais. Apos uma semana os animais controles foram subdivididos
em 2 grupos: Gl — controle e G2 — controle tratado com laser. Os animais artriticos foram
subdivididos em oito grupos: G3 — ndo tratado; G4 — tratados com etoricoxib 60 mg/Kg; G5 —
tratados com cloridrato de vancomicina dose diaria de 30 mg/Kg; G6 — tratados com laser 4
J/em?; G7 — tratados com etoricoxib e vancomicina; G8 — tratados com etoricoxib e laser; G9
— tratados com vancomicina ¢ laser; e G10 — tratados com etoricoxib, vancomicina ¢ laser.
Estabelecemos 3 periodos experimentais: P1- 7 dias para indugdo da artrite séptica; P2- 14
dias dos diferentes tratamentos; P3- 7 dias pds-tratamentos. Nossos resultados mostraram que
apés o periodo de infecgdo (P1) todos os grupos infectados apresentaram septicemia,
destruicdo articular bacteriana com conseqiiente proliferagdao do tecido sinovial com formagao
de pannus, lesdes na cartilagem articular e erosao subcondral. No final dos tratamentos (P2) o
etoricoxib foi mais eficiente em reduzir o edema em comparacdo com o laser. Os grupos
tratados com laser e terapia convencional (antiinflamatério e laser) mostrou reducao
significativa na formag¢do de pannus e lesdo da cartilagem com 7 dias de tratamento. No inicio
do periodo pos-tratamentos (P3) a associag@o entre o etoricoxib, vancomicina e a laserterapia
(G10) apresentou, pela andlise histologica, maior reducdo na formacao do tecido inflamatorio
articular e maior eficiéncia no processo de reparo das lesdes induzidas por S. aureus.

Palavras-chave: Artrite séptica, Etoricoxib, Vancomicina, Terapia laser de baixa poténcia.
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ABSTRACT

Using an experimental protocol for arthritis in mice, developed in our laboratory, (we aimed
at in this work to propose experimental therapeutic alternatives which could allow, in a close
future, the use of efficient therapies, effective in lower doses and time of treatment) male
Swiss mice with an approximate weighty of 28,0 + 3,5g, were used. Mice were initially
divided into 2 groups: control receiving physiological saline and the other inoculated with 10’
S. aureus. During a 7 days period, the mice were evaluated with regard to joint swelling and
overall condition. After one week the controls were subdivided into 2 groups: G1 — control;
G2 — control treated with laser. The arthritic animals were subdivided into eight groups: G3 —
non treated; G4 — treated with etoricoxib 60 mg/Kg; G5 — treated with vancomicin chloride 30
mg/Kg; G6 — treated with low level laser 4 J/cm? G7 — treated with etoricoxib and
vancomicin; G8 — treated with etoricoxib and laser; G9 — treated with vancomicin and laser;
and G10 — treated with etoricoxib, vancomicin and laser. Three experimental periods were
defined: P1 — the 7 days necessary for arthritis induction; P2 — 14 days for the different
treatments; P3 — 7 days pos-treatments. We observed that animals belonging to all groups
infected, showed initially a proliferation of synovial tissue in the joint and pannus formation,
ulcerative lesions on the joint cartilage and subcondral bone erosions. At the end of different
treatments (P2) etoricoxib showed to be more efficient in reduce of the swelling in
comparison with laser after 14 days. The groups treated with laser and conventional therapy
(anti-inflammatory and antibiotic) showed a reduce pannus formation and lesion on the
cartilage with seven days to treatment. The initiation P3 period showed that the association of
etoricoxib and vancomicin with laser therapy (G10) resulted in better reduction of the pannus
formation and higher efficiency in the repair of the lesions induced by S. aureus, as observed
by HE.

Key words: Arthritis, Etoricoxib, Vancomycin, Low level laser therapy
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1 INTRODUCAO

A artrite séptica ¢ uma infeccao que provoca destruicao da cartilagem articular.
Esta doenga estd presente em todas as faixas etdrias, porém, com maior prevaléncia entre
recém nascidos e criangas entre 2 ¢ 3 anos de idade, sendo de 2 a 3 vezes mais observada no
sexo masculino. As articulagdes mais acometidas sdo: quadril, joelho e cotovelo (LESLIE et

al., 1989; TACHDIJIAN, 1990).

Bactérias, virus, fungos e protozoarios podem invadir as articulagdes, causando
infeccdes e conseqiientemente induzindo uma resposta inflamatoria com dano a cartilagem
articular. No entanto, 90% das artrites sépticas sdo causadas por pequeno grupo de bactérias,

incluindo: estafilococos, estreptococos, gonococos e enterobactérias (RYAN et al., 1997).

Os microorganismos responsaveis pela infec¢do articular variam de acordo
com a idade do paciente. Em recém-nascidos, alguns agentes freqiientes sdo Streptococcus
agalactiae e enterobactérias; em criangas com menos de quatro anos, Haemophylus
influenzae; em jovens e adultos jovens, Neisseria gonorrhoeae, além de Streptococcus
pyogenes e Streptococcus pneumoniae. No entanto, 40-60% da artrite bacteriana nao
gonocdcica € causado por Staphylococcus aureus sendo comum em recém-nascidos, criangas
e adultos. O envolvimento monoarticular ocorre em 90% dos casos (SHETTY & GEDALIA,
1998). A maioria destas infeccdes ocorrem por via hematoldgica, no entanto, infecg¢des

diretas podem resultar de feridas profundas, processos cirurgicos e infec¢des intra-articulares

(RILEY et al., 1990).

A infecgdo articular por via hematogénica se origina, na maioria das vezes, de
um foco séptico distante, podendo ocorrer ainda, por disseminagdo de um foco de osteomielite
epifisaria através da continuidade vascular entre a epifise 0ssea e a membrana sinovial
(GRISTINA et al., 1991). Pneumonia, infec¢do do trato urindrio e osteomielite de outros

0ss0s, sdo exemplos de foco séptico distante (RAVAGLIA e SMITH, 1996).
1.1 Patogenia

Em 1743, HUNTER descreveu a destrui¢do da cartilagem em artrite séptica, e
desde entdo, varios estudos sobre este mecanismo t€m sido realizados. PHEMISTER (1924)
foi um dos primeiros investigadores que procurou elucidar o mecanismo de destrui¢ao da

cartilagem articular através de atividade proteolitica demonstrando em estudos experimentais,



15

que S. aureus nao causava danos visiveis na cartilagem “in vitro”, a 37°C, enquanto o
exsudato purulento provocava destruicdo da cartilagem na mesma temperatura. Concluia
ainda, que a destruicdo se devia em parte a acdo dos fatores proteoliticos presentes no
exsudato articular, os quais derivariam principalmente de polimorfonucleares e em menor

quantidade de bactérias lisadas.

CURTISS (1973) enfatizou que o liquido sinovial com grande celularidade e
predominancia de polimorfonucleares constituia-se numa fonte potente de enzimas

lisossomicas que poderiam lesar a cartilagem articular.

Estudos, posteriores, demonstraram a participagdo das prostaglandinas e
citocinas na progressao desta doenca articular e que a gravidade da artrite séptica esta
diretamente relacionada com as infecgdes estafilocdcicas e a resposta imunoldgica dependente
de células T (ABDELNOUR et al., 1993; TARKOWSKI et al., 2002; GJERTSSON et al.,
2004), macrofagos (VERDRENGH & TARKOWSKI, 2000) e granulocitos (VERDRENGH
& TARKOWSKI, 1997).

SANO et. al. (1992) demonstraram, em modelo de artrite experimental,
aumento da expressao de ciclooxigenase (COX-2) em tecido articular de ratos, ap6s 2 a 4 dias
de inoculagdo intraperitoneal de parede de Streptococcus ou inoculagdo intradérmica de

adjuvante completo de Freund.

Condrocitos ndo estimulados ndo expressam niveis detectaveis de RNAm
COX-2, mas a expressdo ¢ aumentada por mediadores inflamatdrios como as interleucinas-
1B (IL-1 B), IL-17, fator de necrose tumoral-o. (TNF- o) e paredes bacterianas (PELLETIER
et al., 1998; MILLER et al., 1998; MINO et al, 1998). Em células articulares, controles ou
estimuladas com IL-1 3 ndo apresentam niveis detectaveis de RNAm COX-1 (LYONS-
GIORDANO, et al., 1993). O TNF-a ¢ um indutor importante da expressao de COX-2 e na
produgdo de PGE, em condrécitos humanos (BERENBAUM et al. 1996).

A interleucina-1 ¢ produzida por macréfagos ativados e mondcitos no sangue.
Esta citocina aumenta a liberagdo de metalo-proteinases (proteases neutras e colagenases) e de
outras enzimas degradadoras de coldgeno pelas células sinoviais e pelos condrécitos,
causando degradacdo da matriz cartilaginosa, bem como, perda e redugdo da sintese de
proteoglicanos (NORD et al., 1995; AGARWAL et al., 2001). Também induzem a sintese de
prostraglandina E, (PGE;) e de outras citocinas inflamatérias (LONG et al., 2002).
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1.1.1 Acéo das espécies reativas de oxigénio na degradacdo da cartilagem

Espécies reativas (ER) tém um papel importante no inicio e na progressao da
remodelagem da cartilagem na articulagdo. Porém, estudos in vitro t€ém sugerido que as ER
participam da degradacdo da cartilagem nas doencas articulares, com efeitos nos componentes
da matriz cartilaginosa e no comportamento dos condrdcitos. Altos niveis de nitrito e nitrato
foram detectados em liquido sinovial, soro, e urina de pacientes com artrite reumatoide,

sugerindo o envolvimento de 'NO na patogenia destas doengas (PELLETIER et al., 2000).

Oxido nitrico (NO) apresenta tanto efeitos benéficos, contribuindo para os
efeitos citotoxicos dos macrofagos ativados e a capacidade bactericida dos neutréfilos, quanto
danosos no processo inflamatorio, causando lesdo tecidual e modulando a proliferacdo de
células T (HIBBS et al., 1988; MALAWISTA, et al., 1992). Entretanto, a funcdo do NO na
gravidade das doengas articulares ndo estd bem esclarecida (McCARTNEY-FRANCIS et al.,
1993; STEFANOVIC-RACIC et al., 1994, HENROTIN, et al., 2003).

Em condi¢ées normais, os condrocitos sobrevivem em ambiente avascular,
conseqlientemente com baixo suprimento de oxigénio. No entanto, suas fungdes metabolicas
sdo dependentes de oxigénio, o qual ¢ oriundo, principalmente, do liquido sinovial. Por tanto,
os condrocitos apresentam metabolismo adaptado a essas condigdes anaerobias (HENROTIN,

et al., 2003).

Nas doengas articulares, a tensdo de oxigénio no liquido sinovial estd sujeita a
variagdes em conseqiiéncia do fendmeno de isquemia-reperfusdo (angiogénese na
inflamacdo), da aceleragdo do metabolismo tecidual e do esfor¢o anormal sustentado pela
articulacdo (BLAKE, et al., 1989). Em resposta a esta variagdo de pressdo do oxigénio no
liquido sinovial e a presenca de mediadores inflamatorios, as células da cartilagem e do tecido
sinovial produziriam niveis anormais de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas doengas

articulares (HAYASHI et al., 1997; FERMOR et al., 2001).

As principais ER produzidas pelos condrocitos sao 6xido nitrico (‘NO) e anion
superoxido (O,7) que geram radicais derivados, incluindo peroxinitrito (ONOO) e peroxido
de hidrogénio (H,O,) (HIRAN et al., 1997; MOULTON et al., 1997). NO ¢ sintetizado pela
enzima NO sintase (NOS). Das trés isoformas da NOS, duas sdo expressas constitutivamente,
NOS endotelial (eNOS , NOS3) e NOS neural (nNOS, NOS1), e uma ¢ induzivel (iNOS,
NOS2). Condroécitos expressam tanto eNOS quanto iNOS. A producdo de -NO ¢ estimulada
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por interleucinas, fator de necrose tumoral (TNF-a), interferon (IFN-y) e lipopolissacarideos
(LPS) ou acidos lipotecoicos, e inibido pelo fator transformador de crescimento (TGF-f3), IL-
4, IL-10 e IL-13 (STADLER et al., 1991; PALMER et al., 1993; HENROTIN et al., 2000;
BORDERIE et al., 2002).

Quando os niveis de espécies reativas ndo excedem a capacidade de reducao
das células as ER estdo fortemente envolvidas no controle das funcdes celulares incluindo
sinalizagdo e transduc¢do. Contudo, em algumas doengas, quando a capacidade antioxidante
celular ¢ insuficiente para detoxificar as ER, o estresse pode favorecer a degradagdo nao
somente da membrana celular e de acido nucléico, como de componentes extracelulares
incluindo proteoglicanos e colagenos. O estresse oxidativo pode causar lise celular liberando
o conteudo intracelular para o meio extracelular. No geral, os produtos da degradagdo e os
componentes intracelulares contém moléculas oxidativas que podem contribuir para a
exarcebagdo da inflamacdo sinovial e formar um circulo vicioso, constituido pela

neoformacao de ER e também dos produtos de degradagao (HENROTIN et al., 2003).

PELLETIER et al. (2002) usando modelo experimental de artrite séptica em
caes, demonstraram que inje¢des intrarticulares de N-iminoethyl-L-lysine (I-NIL), um inibidor

seletivo de iNOS, foram capazes de reduzir a erosao da cartilagem.
2 MODELO EXPERIMENTAL

A dificuldade de realizagdo de alguns estudos em pacientes, por razdes
técnicas e/ou éticas, levou a necessidade do desenvolvimento de modelos experimentais de
artrites que apresentem semelhanga com essas doengas, isto €, um modelo que seja fidedigno,
que reproduza as diversas alteracdes teciduais que ocorrem na evolucdo do processo artritico.
Partindo desta premissa, BREMELL et al. (1991) descreveram um modelo experimental que
consiste na inducdo da artrite em camundongos através de inoculagdo sistémica de uma

suspensao de S. aureus injetada na veia caudal.

Espécies pertencentes ao género Staphylococcus, principalmente S. aureus,
tém sido consideradas, por décadas, como patdgenos responsaveis por doengas que variam
desde infeccdes cutaneas leves até formas graves e fatais de artrite séptica, endocardite,

sindrome do choque téxico e sepse (TARKOWSKI et al., 2001).
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A escolha do camundongo para o estudo da artrite séptica por S. aureus, bem
como da sepse, demonstram as seguintes vantagens: 1- podem apresentar esta bactéria na pele
e desenvolver infeccdo estafilocdcica espontanea; 2- sistema imunologico bem conhecido
apresentando varias semelhancas com o de seres humanos, 3- muitas vezes respondem bem a
terapias génicas e com drogas. O modelo assemelha-se com a doenga em humanos,
principalmente quando a via de inoculacdo ¢ hematogénica. Foi demonstrado que com a
inoculacdo por via intrarticular ndo ocorrem as etapas iniciais, potencialmente criticas nas
etapas subseqiientes da patogénese, uma vez que durante essas etapas, as bactérias necessitam
adaptar-se ao ambiente do hospedeiro produzindo véarias enzimas hidroliticas induziveis,
sobreviver aos componentes bactericidas do sangue, disseminar-se no tecido sinovial e
penetrar através de varias estruturas, até atingir o espago articular (TARKOWSKI et al.,
2001). Uma resposta inflamatéria normal é benéfica ao hospedeiro em um quadro de infec¢ao
articular, entretanto a resposta inflamatoria hiperativada leva a destruicdo significativa da

articulacdo acometida (MADER et al., 1999).

A viruléncia e o tropismo de microrganismos juntamente com a
susceptibilidade da sindvia a invasdo bacteriana sdo os principais determinantes deste
processo. S. aureus ¢ um exemplo de microrganismo que apresenta grande afinidade seletiva
pela sindvia, provavelmente pela sua capacidade de aderéncia ao colageno, bem como de

producdo de toxinas e exoenzimas como TSST-1 e colagenase (MADER et al., 1999).

BREMELL & TARKOWSKI (1995) observaram que superantigenos como
TSST-1 (toxina da sindrome do choque toxico) e enterotoxinas A-D de S. aureus sio os
principais responsaveis pela hiperativacao da resposta inflamatoria, aumentando assim, a taxa
de mortalidade e exacerbando a liberacdo de citocinas e a degradacdo da articulacio.
Macroéfagos ativados liberam enzimas proteoliticas levando a destruicdo das articulagdes ja
em trés dias. Posteriormente, a articulagdo ¢ lesada por enzimas lisossomais e toxinas

bacterianas (MADER et al., 1999).

A destruicdo articular pode continuar ap6s a erradicacdo da bactéria com o uso
de antimicrobianos, uma vez que os antigenos bacterianos continuam a induzir a resposta
inflamatoria, enquanto a persisténcia de metalo-proteinases oriunda das bactérias e dos
condrécitos promovem a degradacao proteolitica da cartilagem (RIEGELS-NIELSEN et al.,
1989; TARKOWSKI, 2006).
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2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, iméveis, agrupados em massas
irregulares ou em forma de cachos de uva. Aerdbios ou anaerobios facultativos, produtores de
catalase. Utilizam a glicose com producdo de &cido, tanto em aerobiose, como em
anaerobiose, diferenciando-se dos microrganismos do género Micrococcus, que so a utilizam
em aerobiose. S. aureus difere das outras espécies deste género por ser produtor de coagulase
, fermentar o manitol e produzir a enzima desoxiribonuclease (JONES et al., 1990; LOWY,

1998).

E um patdgeno responsavel por ampla variedade de infecgdes cutaneas, como:
furinculos, impetigo e abscessos, infec¢des sistémicas, por exemplo: osteomielite,
endocardites e artrites; e toxicoses, tal como: intoxicacdo alimentar, choque séptico, sindrome
da pele escaldada e sindrome do choque toxico (TSS). As células de S. aureus apresentam
alguns componentes de superficies, além de produzir varias substancias extracelulares, que
contribuem para a sua viruléncia. Os fatores de viruléncia podem ser de origem cromossomica

ou plasmidial. (LOWY, 1998; NOVICK et al., 2001).
2.1.1 Fatores de viruléncia

Cerca de 50% da sua parede celular é composta de peptidoglicano que consiste
de subunidades de N-acetilglicosamina e acido N-acetilmuramico. O peptideoglicano estimula
a liberacdo de citocinas pelos macrofagos, a agregacao plaquetdria ativa a via alternativa do
complemento provocando uma reacdo inflamatoéria do hospedeiro. A parede celular de
bactérias Gram-positivas pode desencadear um quadro de choque semelhante ao provocado

pelo LPS das Gram-negativas. (ABIGAIL, 2002).

S. aureus produz inumeras moléculas importantes na interacdo do
microrganismo com o hospedeiro. Muitas dessas agem como fatores de viruléncia especificos
danificando o tecido do hospedeiro. Outro grupo de fatores importantes sao aqueles capazes
de se ligar especificamente a superficie das células do hospedeiro, chamados de adesinas

(BELKUN et al., 2002).



20

As adesinas estafilococicas determinam a habilidade de S. aureus em colonizar
os tecidos do hospedeiro, permitindo as bactérias iniciar a infec¢do. E evidente que cada cepa
de S. aureus pode expressar varios tipos de adesinas alguns dos quais podem ser regulados
por fatores presentes no meio em que se encontram, enquanto, outros sao eXpressos
constitutivamente. O processo de interagdo das bactérias com o tecido do hospedeiro ¢
altamente dinamico e sujeito a modulagdo através de mecanismos reguladores das bactérias,
fatores ambientais, mecanismos de defesa do hospedeiro, como também o uso de

antimicrobianos (HOOK et al., 1990).

Além da biossintese de adesinas, S. aureus também sintetiza largo espectro de
compostos relacionados a viruléncia que sdo secretados para o meio e sdo freqiientemente
sintetizados de forma coordenada com a sintese das moléculas de adesdo (BELKUM et al.,

2002).

A viruléncia estafilococica depende de uma ineficiéncia relativa da resposta
imunologica inata contra ampla variedade de toxinas e enzimas extracelulares, componentes
da parede de celular, DNA bacteriano, € — no caso de muitas cepas — a expressdao de uma
capsula. Foi demonstrado que a capsula ¢ um determinante de viruléncia uma vez que esta
atua como barreira fisica, impedindo o contato entre o fator de complemento C3 e a
membrana de fagocitos (GOTSCHLICH, 1993; SHEAGREN et al.,, 1998), inibindo a
fagocitose e a lise intracelular da bactéria (NILSSON et al., 1997).

Algumas cepas de S. aureus podem produzir diferentes tipos de capsula. Este
polissacarideo extracelular estd presente na superficie de aproximadamente 90% de toda
bactéria recém isolada. A quantidade produzida depende da fase de crescimento e a natureza
do meio de crescimento circunvizinho. Além da protegdo fisica ¢ assumido que a produgdo da

capsula facilite a aderéncia da célula bacteriana em certas matrizes (LEE al et., 1993).

Cathelicidina LL-37 é um dos muitos peptideos humanos com potente
atividade anti-estafilococica. Aureolisina, importante metaloproteinase de S. aureus, inativa a
LL-37 de maneira tempo e concentragdo dependentes. Aureolisina cliva LL-37 na posi¢ao 19-
12, 23-24 e 31-32, destruindo a atividade anti-bacteriana do LL-37 (MAYER-SCHOLL et al.,

2004; SIEPRAWSKA-LUPA et al., 2004).
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2.1.1.1 Fatores de viruléncia envolvidos na patogenia da artrite infecciosa

Existem pelo menos duas fungdes para as proteinas de adesdo presentes na
superficie de S. aureus. Uma ¢ de que a bactéria possa se revestir com componentes do
sangue ou do tecido do hospedeiro, evitando sua deteccdo pelo sistema imunoldgico. O
segundo papel proposto ¢ de se ligar ao tecido dando inicio a invasdo das células do
hospedeiro. Alternativamente, nesses locais de adesdo, as bactérias degradariam a matriz
extracelular que une as células do hospedeiro, permitindo maior locomog¢ao da mesma entre as
células do tecido. A destruicdo do tecido favoreceria a liberagdo de nutrientes para as bactérias

e criaria um micro ambiente favoravel a mesma (LOWY, 1998).

Na artrite causada por S. aureus, a proteina ligadora de colageno foi
encontrada em varias cepas isoladas de pacientes artriticos. E estudos experimentais
demonstram que a proteina ligadora ao coldgeno ¢ um dos principais fatores de viruléncia na

artrite séptica induzida por S. aureus (PATTI et al., 1994; VON EIFF et al., 2001)

Outra adesina estafilocdcica, “clumping factor” (uma molécula que medeia a
ligagdo fibrinogénio-dependente), foi demonstrada outro fator de viruléncia importante na

artrite séptica causada por S. aureus (JOSEFSSON et al., 2001).

A proteina ligadora de fibrinogénio (Efb) ¢ uma molécula (15,6 kDa)
secretada, que foi descrita inicialmente como ligadora ao fibrinogénio. No entanto, estudos
demonstram que a Efb liga-se a regido C3d de C3 bloqueando a via classica do complemento

dependente de opsonizagdo e subseqiiente fagocitose (LEE et al., 2004a).

S. aureus secreta grande nimero de enzimas e toxinas muitos dos quais foram
implicadas como potentes fatores de viruléncia. Por exemplo, S. aureus produzem cinco
toxinas que podem danificar membranas celulares: quatro hemolisinas (a, 3,7,0) €
leucocidina. Todas estas toxinas podem lisar os eritrocitos, mas os seus mecanismos de agao
sao diferentes. Tem sido demonstrado que a combinac¢do da acdo de a e y hemolisinas de S.
aureus resultam num fator de viruléncia importante na indugdo da artrite séptica (NILSSON
et al., 1999). Leucocidina ¢ uma toxina que possui a capacidade de desgranular os neutrofilos

e macrofagos humanos e de coelhos interferindo na permeabilidade dos leucdcitos aos

cations, promovendo saida de K" e o influxo de Ca”™ (JONSSON et al., 1985)



22

Um grupo de toxinas estafilocdcicas tem propriedades de superantigenos, ou
seja, que tem a capacidade de estimular grande quantidade de linfocitos T. Estas toxinas
incluem: enterotoxinas (A, B, CI-3, D, E e G), toxina-1 (TSST-1) sindrome de choque toxica,
e exfoliatinas A e B (SCHLIEVERT et al., 1993). Os superantigenos de S. aureus sao
importantes fatores de viruléncia na artrite séptica experimental (BREMELL &
TARKOWSKI, 1995), uma vez que cepas de S. aureus, que nao expressam TSST-1, mostram
claramente diferencas com relacdo a capacidade de causar artrite. Foi observado em outro
experimento, utilizando anticorpo monoclonal para receptores de células T que reconhece
TSST-1 foi capaz de amenizar a severidade da artrite e a freqii€ncia de morte séptica causado

por S. aureus (ABDELNOUR et al., 1994a e 1994b).
3 TRATAMENTOS

Os objetivos do tratamento na artrite bacteriana sdo o controle da sepse ¢ a
esterilizagdo da articulagdo pela administragdo de antimicrobianos adequados; retirada de
fragmentos, tecidos necrosados e produtos bacterianos associados com a infeccdo pela
drenagem adequada da articulagdo (RIEGELS-NIELSEN et al., 1989); controle do processo
inflamatorio pela administracdo de antinflamatorios e ameniza¢do da dor com uso de

substancias especificas (LOHMANDER, 2000; FERREIRA, 2001; SHARMA, 2002).

A rapidez e a precisao do tratamento sdo decisivas para a evolucao crucial da
artrite séptica. A suspeita de artrite séptica ¢ suficiente para iniciar o tratamento enquanto
espera-se pela confirmagdo final do diagndstico, pois mesmo uma demora limitada para o
inicio dp tratamento (dias) pode conduzir a destruicdo irreversivel e taxa de morbidade
aumentada. A base de tratamento para artrite séptica € inquestionavelmente a terapia
antimicrobiano e ¢ imperativo iniciar com um antimicrobiano de largo espectro para apds o

resultado do antibiograma utilizar a droga de escolha (TARKOWSKI, 2006).

A drenagem do liquido sinovial purulento facilita a acdo do antimicrobiano na
articulacdo; permite a remocao de mediadores inflamatorios, enzimas degradativas e de
bactérias e seus produtos (GOLDENBERG, 1993). Entretanto, NORD et al. (1996) utilizando
modelo experimental com cabras, observaram que a associagdo do tratamento com drogas
antimicrobianas e técnicas invasivas (artroscopia, artroscopia com debridamento, artrotomia e

aspira¢do) era menos eficiente do que a associagdo de drogas com técnicas menos invasivas.
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O tratamento eficaz da dor depende de uma avaliagao cuidadosa e da aplicagao
de técnicas adequadas para o seu controle. A conduta a ser tomada para propiciar alivio se
baseia no uso de repouso e/ou exercicios e de substancias especificas, entre as quais os

analgésicos e antinflamatorios nao esteroidais (AINEs) (DANIEL, 1999; SHARMA, 2002).
3.1 Terapia antimicrobiana (vancomicina)

O primeiro caso de resisténcia de penicilina em S. aureus foi publicado um ano
apos o uso de penicilina como tratamento contra infecgdes humanas. Desde entdo, comecaram a
surgir mais casos de cepas de S. aureus resistentes a diversos antimicrobianos, sendo a

vancomicina uma das poucas escolhas que restaram (PACE & YANG, et al., 2005)

A vancomicina ¢ indicada no tratamento de infec¢des graves causadas por S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA), sulfametoxazol-trimetropina, tetraciclina e outros. A
dose recomendada no tratamento clinico ¢ de 30 mg/Kg de peso. (KIRST et al., 1998;
FOWLER JR, 2004).

O cloridrato de vancomicina ¢ um glicopeptideo triciclico, derivado de cepas
de Streptomyces orientalis, age inibindo a biossintese da maior estrutura da parede de
bactérias Gram-positivas, o peptidoglicano (JORDAN & REYNOLDS, 1967; PACE &
YANG, et al.,, 2005). O mecanismo de acdo deste antimicrobiano estd relacionado a
habilidade de se complexar com D-alanyl-D-alanina, presente em vdrias fases na sintese do

peptidoglicano (PERKINS & NIETO, 1974; NAGARAJAN, 1994).
3.2 Terapia Antiinflamatorio (etoricoxib)

Drogas antiinflamatoérias nao esteroidais (AINEs) s3o amplamente usadas no
tratamento de condi¢des inflamatérias tanto da osteoartrite quanto da artrite reumatoide. O
efeito principal desta terapia antiinflamatéria consiste basicamente na inibicdo das isoformas
de ciclooxigenases (COX) (VANE, 1971). Os antiinflamatérios inibidores especificos da
COX-2 ligam-se ndo covalentemente a esta enzima, inibindo, desta forma, a sintese de
prostaglandinas (FUNG et al,1999; PAULSON et al, 2000; CRUZZOCREA et al, 2001;
MAMIDI et al, 2002).

Trés isoformas de COX foram identificadas, COX-1, COX-2 e¢ COX-3
(SMITH & DEWITT, 1996; VANE et. al, 1998; CHANDRASEKHARAN, 2002). COX-1 ¢

expressa constitutivamente em tecidos saudaveis tais como plaquetas, estdmago e rins,
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gerando prostaglandinas que mantém a homeostasia destes tecidos (O’NEILL & FORD-
HUTCHINSON, 1993; SIMON, 1996). COX-2 ¢ expressa em condicdes fisiologicas em
niveis basais por determinados tecidos tais como o cérebro e os rins, entretanto, sua expressao
aumentada devido a citocinas pro-inflamatorias a torna principal responsavel por inflamagao,
dor e febre (SEIBERT et. al, 1994; KATORI & MAJIMA, 2000). COX-3 foi recentemente
identificada e apresenta caracteristicas cataliticas para a sintese de COX-1 e COX-2

(CHANDRASEKHARAN, et al., 2002).

A eficacia dos AINEs estd primeiramente relacionada a inibicdo da COX-2,
enquanto que a toxicidade, particularmente no sistema grastrointestinal, estd relacionada a

inibicao da COX-1 (BROOKS et al., 1999).

Conhecidos genericamente como coxibs, estas drogas especificas COX-2 tém
sido clinicamente usadas durante muitos anos no tratamento de artrites e outras condicoes.
Experimentalmente o Celecoxib tem aproximadamente 300 vezes mais seletividade para
COX-2 do que para COX-1, apresentando, portanto, menores problemas gastrointestinais

(SEIBERT et al., 1994; LIPSKY. & ISAKSON, 1997).

Resultados randomizados duplo-cego confirmaram a eficécia destes compostos
no tratamento de OA. A eficdcia de celecoxib e rofecoxib foram similares as drogas AINEs
convencionais e claramente superiores ao placebo. Entretanto, exames de endoscopia do trato
gastrointestinal de pacientes que receberam celecoxib e rofecoxib apresentaram menos lesdes
na mucosa gastrointestinal quando comparada com outras AINEs (SIMON et al., 1999;
CLEMETT & GOA, 2000; BENSEN, 2000; SCHNITZER, 2001; CANNON &
BREEDUELD, 2001; SIMON, 2001).

Recentemente foram relatados eventos cardiovasculares potencialmente
adversos. Logo, dois grandes experimentos randomizados, o Viox Gastrointestinal Outcomes
Research Study (VIGOR; 8076 pacientes) (BOMBARDIER et al., 2000), o Celecoxib
Longterm Arthritis Safety Study (CLASS; 8059 pacientes) (SILVERSTEIN et al., 2000) ¢ dois
experimentos menores (aproximadamente 1000 pacientes cada), compararam os efeitos dos
inibidores seletivos, COX-2 e AINEs tradicionais, em pacientes com fatores de riscos
cardiovasculares. Os resultados dos CLASS demonstraram nao haver diferenca significativa,
entretanto o VIGOR e os dois estudos menores sugerem o possivel aumento dos problemas

cardiovasculares com o uso do rofecoxib (MUKHERIJEE et al., 2001; MUKHERIJEE, 2002).
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CROFFORD et al. (2000) descreveram 4 casos de desenvolvimento de
trombose em pacientes com doenga do tecido conjuntivo tratados com celecoxib. O efeito
pro-trombotico dos coxibs pode ser resultado da inibi¢do da producdo de vasodilatadores e

prostaglandinas PGI, antiagregadoras, uma prostaglandina derivada da cicloxigenase-2.

Diante deste quadro, esfor¢cos continuos da quimica farmacéutica
desenvolveram a segunda geragao de inibidores COX-2, estruturalmente diferentes dos ja
existentes, demonstram ser muito mais seletivos para COX-2 e mais eficaz em modelos

animais (CHAURET, et al., 2001).

Etoricoxib pertence a classe de medicamentos para artrite/analgesia
denominada Coxib. O etoricoxib (5-cloro-6’-metil-3-[4-(metilsulfonil]-2,3’-bipiridina) ¢ um
antiinflamatério ndo esteroidico que apresenta atividade antiinflamatéria, analgésica e
antipirética em modelos experimentais com animais. E um potente inibidor seletivo da
cicloxigenase-2 (COX-2). O etoricoxib ¢ metabolizado pelo sistema metabolizador de drogas
hepatico dependente da familia citocromo P450, formando o metabolito 6’-hidroximetil
(CHAURET, N. et al., 2001). A dose recomendada para tratamentos de humanos adultos com

osteoartrite ¢ em média de 60 mg uma vez ao dia.
3.3 Laser de baixa poténcia
3.3.1 Breve historico

O fendmeno fisico de emissdo de energia estimulada foi proposto,
inicialmente, por ALBERT EINSTEN em 1916. GORDON et al. (1950), com base no
principio de Einstein, construiram o primeiro equipamento que utilizava amoénia para emitir
radiagdes na faixa de microondas. Com base nestes estudos, TOWES & SCHAWLOW
(1958), criaram o primeiro modelo gerador de laser. MAIMAN (1960) construiu o primeiro
laser com cristal de rubi. JAVAN et al. (1960) construiram o laser de hélio-neénio (He-Ne),
sendo esta a primeira fonte comercial de luz coerente, recebendo este o nome de soft laser. Os
primeiros equipamentos com diodo de arsenieto de galio (As-Ga) e arsenieto de galio
aluminio (As-Ga-Al) surgiram no final dos anos 70 (KITCHEN & BAZIN, 1996; BAXTER,
1997; TUNER & HODE, 1999).

Os lasers encontraram aplicacdes imediata na medicina, sendo primeiramente

utilizado na cirurgia oftalmica, onde foram evidenciados resultados positivos nos tratamentos
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de descolamento de retina em humanos. Em primeira instancia foi verificado que, de maneira
geral, os efeitos obtidos através da aplicacao da radiagdo laser, tinham como base os efeitos
fototérmicos e fotodestrutivos produzidos pelos equipamentos. Estes sdo até hoje, utilizados
na industria metalargica e na medicina com o objetivo de destruir tecidos. Esta modalidade
recebeu o nome de terapia laser de alta poténcia - HLLT (high level laser therapy) (KARU,
1995).

As interagdes atérmicas do laser passaram a ser objetos de estudo a fim de
evidenciar suas possiveis aplicagdes clinicas. A maioria das pesquisas tomaram como base 0s
resultados obtidos pelo grupo MESTER, em Budapeste, no final dos anos 60 ¢ inicio dos 70,
que verificou o potencial da radiagdo laser de baixa poténcia, aplicada diretamente sobre os
tecidos, para modulagdo de processos bioldgicos. Posteriormente, na Europa Oriental e na
extinta Unido Soviética, surgiram publicagdes (MESTER et al., 1985), nas quais foram
descritos os efeitos fotobioestimulantes do laser sobre a cicatrizacdo e o reparo tecidual
(BASFORD, 1989). OHSHIRO & CALDERHEAD (1988) criaram o termo terapia laser de
baixa poténcia - LLLT (low level laser therapy), o qual tornou-se mundialmente aceito para
descri¢ao clinica deste tipo de aplicacio (KITCHEN & PARTRIDGE, 1991; OHSHIRO,
1991). Esta modalidade terapéutica, embora necessite de uma aprovagao do FDA (Food and
Drug Administration), vem sendo cada vez mais utilizada por pesquisadores, fisioterapeutas,
dentistas e médicos, no tratamento de diversas doencas de diferentes etiologias (BAXTER,

1991).
3.3.2 Tipos de Laser

O tipo de laser ¢ determinado pelo comprimento de onda e pelo meio ativo
usado para sua produgdo. Inliimeras combinacdes de sdlidos, liquidos e gases tém sido
utilizadas para producdo de lasers com comprimentos de ondas especificos, sendo que
independente do meio utilizado para produzir o laser, o principio basico ¢ o mesmo

(KITCHEN & PARTRIDGE, 1991).

Na terapia laser de baixa poténcia (LLLT) o espectro eletromagnético utilizado
com maior freqiiéncia estd na faixa de comprimento de onda de 630 nm a 1300 nm
(KITCHEN & PARTRIDGE, 1991). Os dois meios mais utilizados nesta modalidade
terapéutica sdo: mistura gasosa de hélio e nednio (He-Ne) semicondutores de arsenieto de

galio (As-Ga) e arsenieto de galio e aluminio (As-Ga-Al) (KITCHEN & BAZIN, 1996).
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Os lasers de As-Ga e As-Ga-Al estdo na faixa de emissdo infravermelha,
portanto invisiveis (770 nm a 1300 nm). O primeiro emite radiagdes com comprimento de
onda de 904 nm, operando sempre no modo pulsado atingindo a profundidade de 30 mm a 50
mm de penetragdo dependendo do tecido irradiado. O laser de As-Ga-Al emite ondas com 780
nm a 870 nm de comprimento, podendo ser continuo ou pulsado, tendo uma penetragdo de 2 a

3 cm (LOW & REED, 2001).
3.3.3 Frequéncia de tratamento

A literatura atual ndo apresenta evidéncias sobre qual seria a freqiiéncia ideal
para a aplicagdo da LLLT. Alguns autores sugerem a utilizagdo diaria, outros descrevem
melhores resultados com a utilizagdo deste recurso a cada dois dias ou duas vezes por semana
(KARU, 1987). SIMUNOVIC et al. (1998) sugerem que a utilizagdo de baixas doses de laser
em intervalos semanais fornecem melhores resultados, quando comparados a altas doses em

curtos espacos de tempo.
3.3.4 Efeitos do Laser nos tecidos

Apos absorvida, a radiag@o laser pode produzir uma excitagdo eletronica das
biomoléculas especificas, sendo capazes de sofrer reagdes quimicas como: oxidacao, reducao,
isomerizagdo, quebra de ligagdes covalentes ou interagdes com outras biomoléculas.

(PARRISH et al., 1985).

As radiacdes laser podem ou ndo ser ionizantes, sua acao pode ser fotoquimica
como para as radiacdes ultravioletas de comprimentos de onda elevados ou termal como para
a faixa infravermelha do espectro. A radiag@o visivel permanece entre estes dois extremos,
sendo caracterizadas pelos dois efeitos térmico e fotoquimico (KITCHEN & PARTRIDGE,
1991).

Ha davidas se os efeitos produzidos por esta modalidade terapéutica (LLLT)
sdo decorrentes dos efeitos diretos da radiagdo ou sdo resultados do aquecimento. Aumento de
0,4 a 0,6°C na pele irradiada por um laser de As-Ga de 850 nm e 70 nW foi referido por
BOUSSIGNAC (apud KARU et al., 1990). RICEVUTI et al. (1989) confirmaram que os
efeitos da radiacdo laser sdo termais e ndo se relacionam com as modificacdes da estrutura da

glicoproteina de membrana que possui fungdes receptivas.
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Em oposi¢do, outros estudos relataram que os efeitos da LLLT sdo baseados
em mecanismos nao térmicos, ndo produzindo aumento significativo de temperatura nos
tecidos (BAXTER, 1997; WILDEN & KARTHEIN, 1998). BRAVERMAN et al. (1989)
concluiram que a temperatura subcutanea de coelhos ndo mudou significativamente durante
ou apos a irradiacao de 50 minutos com uma dose de 1,65 J .cm™ de He-Ne, ou 8,25 J.cm™ de
irradiacdo infravermelha. Por fim, HALL et al., (1994), afirmam que os beneficios do laser
devem ser atribuidos a um processo ndo termal resultante da interagdo ou absor¢do nos
tecidos especificos, dependente do comprimento de onda e da freqiiéncia, que podem causar

biomodulagao estimulatoria.

A energia laser, apds absorvida, pode fazer com que as biomoléculas
especificas alcancem um estado de excitacdo eletronica, onde sdo capazes de sofrer reagdes
quimicas como oxidagdo, redu¢do, isomerizacdo, quebra de ligagdes covalentes ou interagdes

com outras biomoléculas (PARRISH et al., 1985).

Estudos demonstram que a radiacdao laser nos processos inflamatorios possui
efeito modulador sobre os niveis de prostaglandinas (ENWEMEKA et al., 1990). Contudo,

outros estudos demonstram resultados contraditorios (HALL et al., 1994).

HONMURA et al. (1992) mostraram que o LLLT foi efetivo em reduzir o
volume de exsudato atuando na permeabilidade vascular. Estes autores consideram que os
efeitos antiinflamatérios do laser podem estar relacionados aos seguintes processos
inibitorios: inibicdo dos fatores quimiotaticos nas primeiras etapas da lesdo, interferéncia

sobre os mediadores quimicos ou superdxidos produzidos pela irradiagao.

Os efeitos antiinflamatérios do LLLT tém sido avaliados clinicamente em
lesdes inflamatorias musculo-esqueléticas e na dor miofascial, sendo observados diferentes
resultados. Alguns estudos demonstram analgesia de forma duradoura (SIMUNOVIC, 1996;
BORGES et al., 1996), enquanto outros trabalhos afirmam nao encontrar diferencas
significativas entre os grupos de tratamento e o controle (GAMALEYA, 1977; BROX et al.,
1993; DE BIE et al., 1998).

Observa-se que a atuagdo do laser sobre os processos inflamatérios ainda ¢
controverso, sendo necessaria a execucdo de mais estudos experimentais e clinicos
controlados para confirmar os possiveis efeitos antiinflamatorios do LLLT (HONMURA et

al., 1992).
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O laser infravermelho (As-Ga e As-Ga-Al) produz melhores resultados no
tratamento de enfermidades profundas, tais como, problemas articulares e musculares,
associados com processos analgésicos e antiinflamatérios, porque estes equipamentos
possuem uma maior penetra¢ao devido aos seus comprimentos de onda que sdo superiores aos

produzidos pélos lasers de He-Ne (radia¢dao vermelha) (RUIZ CALATRAVA et al., 1997).

HERMAN & KHOSLA (1988) ao irradiar culturas de cartilagem bovina com
laser infravermelho, observaram aumento significativo na sintese de glicosaminoglicanas, de

proteinas e colageno, com dose-dependente do laser.

HONMURA et al. (1993) verificaram que a aplicacdo do laser sobre a
cartilagem de pacientes com artrite reumatoide sdo de extrema importancia nao sé pela
analgesia produzida, mas também, pela atividade anti-inflamatéria observada por indices

inflamatorios e nos achados patologicos da membrana sinovial.

Em contraposi¢ao, HARDIE et al. (1989) ndo evidenciaram efeitos do LLLT
sobre a cartilagem defeituosa. Concluindo, que a radiagdo laser nao exerceu atividade sobre as

mitoses dos condrdcitos da cartilagem hialina irradiada.

TORRICELLI et al. (2001) demonstraram efeito positivo sobre a proliferacao
celular, em culturas de condrocitos humano e de coelhos, quando tratados com laser
infravermelho. Os resultados clinicos e histopatologicos obtidos por RUIZ CALATRAVA et
al. (1997), mostraram um efeito benéfico do LLLT na recuperacdo e a regeneragdo da
cartilagem articular, ficando evidenciada a redugdo da atividade inflamatdria. A radiacdo laser
também exerceu influéncia sobre a cartilagem normal, aumentando a producdo de

glicosaminoglicanas e 4cidos mucopolissacarideos pelos condrécitos.
3.3.5 Efeitos sistémicos do Laser

Os efeitos promovidos pela radiacdo laser ndo estdo restritos apenas a area de
aplica¢do. Através de mediadores metabodlicos, o efeito pode atingir areas mais distantes do
corpo, produzindo efeitos sistémicos. E possivel que este efeito encontre uma explicagdo no
fato do tecido tratado com laser produzir substdncias que podem ser transportadas via

hematogénica e/ou linfaticas (TUNER & HODE, 1999).

HALL, et al. (1994) demonstraram os efeitos do LLLT em testes laboratoriais

sobre diferentes doengas. Mostraram queda na velocidade de hemossedimentacao (VHS) apds
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tratamento com laser, porém, ndo foram notadas alteracdes na hemoglobina. GAMALEYA
(1997) mostrou restauracdo progressiva das proteinas sanguineas. GOATS et al. (1996)
demonstraram que indicadores de doengas sistémicas como: nimeros de plaquetas, VHS e
proteina C reativa, reduziram, ndo sendo evidenciadas alteragdes nos niveis de hemoglobina.
HEUSLLER et al. (1993) observaram que pacientes com artrite reumatoide tratados com laser
ndo mostraram alteragdes significativas nos niveis de hemoglobina, VHS, contagem

diferencial de células brancas e a proteina C reativa.
3.3.6 Efeito bactericida do Laser

Diversos autores tém demonstrado a atividade bactericida da laserterapia de
baixa intensidade. WILSON et al. (1992) estudando bactérias orais, verificaram sensibilizagao
das mesmas pela radiacdo laser produzida por um equipamento de diodo HeNe de 7.3 mW .
WILSON & YIANNI (1995) evidenciaram que a laserterapia de baixa intensidade pode
eliminar S. aureus resistentes a meticilina pela sensibilizagao através da radiacdo de HeNe de
0.95 mW e de InGaAIPO, (indio-gélio-aluminio-fosfato) de 5 mW. DESIMONE et al. (1999)
tém demonstrado que os lasers HeNe e InGaAIPO4 possuem boa atividade bactericida através
de estudos in vitro de culturas de S. aureus e Pseudomonas aeruginosa, mostrando que o
laser InGaAIPO,4 é mais eficiente em fungdo de sua maior poténcia de saida. Estes autores
sugerem a realizagdo de estudos in vivo com intuito de se tornar aplicavel na terapéutica

clinica.
3.3.7 Efeito angiogénico do Laser

Os efeitos terapéuticos do laser sdo descritos em varios trabalhos e incluem:
antiinflamatério (ENWEMEKA et al.,, 1990; HONMURA et al, 1992), analgésico
(SIMUNOVIC, 1996; BORGES et al.,1996), influéncia no metabolismo do tecido conectivo,
estimula a proliferagdo de fibroblastos (TORRICELLI et al, 2001) e induz a reepiteliza¢ao
(KLOTH, 1997; WEBB, 1998) e a sintese de DNA (KARU et al., 1996; KARU, 1998).
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4 OBJETIVO

Avaliar os efeitos da associacdo em diferentes combinacdes de etoricoxib,
vancomicina e laser de AsGa sobre o processo inflamatorio articular e de degeneragdo
cartilaginosa que ocorre no modelo experimental de artrite séptica causada por

Staphylococcus aureus.

5 MATERIAIS E METODOS
5.1  ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, com idade média
de 4 semanas, com peso corporeo inicial médio de 28g (+3,5g). Os animais foram obtidos no
Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina, sendo mantidos em gaiolas de
polietileno com tampa de aco inox, sob boas condi¢des de higiene, luz e temperatura. Apos
uma semana de adaptagdo, os animais foram distribuidos aleatoriamente em gaiolas coletivas

e divididos em grupos de 10 animais alimentados “ad libitum” até o término do experimento.
5.2 Cepa bacteriana

A cepa de S. aureus utilizada foi isolada de paciente que apresentava quadro
clinico de artrite séptica do Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina

sensivel a vancomicina.

5.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL
5.3.1 Artrite induzida por S. aureus

Conforme protocolo experimental de artrite séptica padronizada por
BREMELL et.al. (1991), com algumas modificagdes, os animais foram inoculados com S.
aureus pela veia caudal, com 100puL da suspensdo bacteriana contendo 10" UFC. Estes
animais passaram por um periodo de infeccdo durante 7 dias, onde foram avaliados
clinicamente. Os camundongos controles foram inoculados com 100uL de solugdo salina
0,9% estéril. Apds essa etapa (E1) os animais foram submetidos aos diferentes tratamentos e

avaliacoes.
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5.3.1.1 Cepa bacteriana e cultivo

As bactérias foram cultivadas em caldo BHI por 24 horas e plaqueadas em
Agar BHI com 5% de hemacia de carneiro por mais 24 horas. As amostras de bactérias foram
isoladas e submetidas a um teste piloto para identificar a cepa que produzia maior nimero de
casos positivos de artrite séptica em camundongos Swiss, inoculados via endovenosa (10’
UFC). A amostra escolhida, entao foi mantida em freezer -20°C, em caldo BHI acrescido de
20% de glicerol. Antes do inicio dos experimentos, a bactéria foi recuperada em caldo BHI —
mantida a 36°C por 18 h; transferida para placas de Agar sangue por 24 horas; lavada duas
vezes com PBS e feita contagem de unidades formadoras de coldnia para alcangar a

concentracio desejada, ou seja 10° UFC em 100 pL.
5.3.2 Avaliacdo clinica da artrite

Todos os camundongos foram avaliados individualmente. As articulagdes dos
membros foram inspecionadas visualmente por dois observadores (A.Y.S. e P.S.R.D.F.) em

intervalos regulares (1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 14, 21 e 28 dias ap6s inoculagdo).

A artrite foi definida quando visivelmente, pelo menos uma das articulagdes
dos joelhos, apresentava-se edemaciada e com alguma perda de fun¢do (FIGURA 01). Para
efeito de padronizacdo os camundongos que apresentaram somente alteragdes nos membros
superiores foram descartados. Apos triagem, cada animal teve o joelho artritico definido

(inferior direito ou esquerdo) até o final do experimento.
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Figura 1: Fotografia mostra a pata traseira direita normal e a esquerda com artrite do camundongo 7 dias apés infecgdo e.v.
com S. aureus (10’ UFC).

5.3.3 Plano de tratamento
O protocolo experimental constituiu-se de 3 etapas:

Na primeira etapa (E1) os animais foram infectados com S. aureus (10" UFC).
Na segunda etapa (E2), 7 dias ap6s infec¢do, os animais foram tratados com antimicrobiano
e/ou antiinflamatorio e/ou laser durante 14 dias consecutivos. Na terceira etapa (E3), 21 dias

apos infecgdo, foram avaliados os efeitos pds-tratamento, 7 dias apds final de E2.

Em todas as etapas foram avaliados o peso e a espessura dos dois joelhos dos
animais, nos dias 0, 7°, 14°, 21° e 28°. Foram retiradas amostras do figado, bago, rim,
articulagdo do joelho e sangue para andlise microbiologica e histologica. Nos mesmos dias
foram retirados fragmentos da cartilagem e do liquido sinovial dos joelhos dos grupos

experimentais .
Os grupos controles foram divididos em:
e Grupo 1 (G1) — animais sadios sem tratamento;

e Grupo 2 (G2) — animais sadios tratados com laser;
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e Grupo 3 (G3) — animais infectados sem tratamento.

Nos grupos experimentais os animais foram infectados e submetidos ao

tratamento com:

e Grupo 4 (G4) — antiinflamatorio;

e Grupo 5 (G5) — antimicrobiano;

e Grupo 6 (G6) — laser;

e Grupo 7 (G7) — antiinflamatdrio e antimicrobiano;

e Grupo 8 (G8) — antiinflamatorio e laser;

e Grupo 9 (G9) — antimicrobiano e laser;

e Grupo 10 (G10) — com antiinflamatorio, antimicrobiano e laser;
54 TRATAMENTO
5.4.1 Antimicrobiano

Os animais receberam por via intraperitoneal (i.p.) Cloridrato de Vancomicina
(p6 liofilisado) diluido em &4gua para injetaveis na concentracdo de 30 mg/Kg peso
diariamente durante 14 dias consecutivos. A dose de vancomicina acompanhou as

proporcionalidades estabelecidas no tratamento clinico humano.
5.4.2 Antiinflamatorio

O comprimido de Etoricoxib foi macerado em gral dissolvido em
dimetilssulfoxido (DMSO) e diluido em agua estéril. A concentracdo do DMSO na solugao
final ndo ultrapassou a concentragdo de 10%. Os animais receberam, diariamente, por via
intraperitoneal (i.p.) a solu¢do na concentragdo de 60 mg/Kg peso durante 14 dias. A dose

acompanhou as proporcionalidades estabelecidas no tratamento clinico humano.
5.4.3 Laser

Foi utilizado o laser semicondutor diodo Arsenieto de Galio (AsGa) LIV 973,

produzido pela KLD Biossistemas ®, com comprimento de onda de 830 nm, poténcia de
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saida de 45 watts (W). A densidade de energia utilizada foi de 4 J/cm?, sendo que o tempo de
exposicao a radiacao foi microprocessado pelo equipamento. Foram determinados 4 pontos de
aplicacdo da irradiagdo, sendo 2 localizados na face medial e 2 na lateral do joelho acometido
do grupo artritico e do joelho direito do grupo controle. Os animais dos grupos experimentais

que receberam a radiacdo do laser foram tratados por 14 dias consecutivos.
55 SACRIFICIO

Os animais dos diferentes grupos experimentais foram sacrificados, por
inalagdo de éter etilico até atingir parada cardiorrespiratoria, nos diferentes dias
experimentais, conforme protocolo. Foram coletadas assepticamente amostras de figado,

bago, rim, sangue e das articulagdes dos joelhos.
5.6 EXAME BACTERIOLOGICO

As amostras (figado, baco, rim, articulacdo e sangue) foram cultivadas em
caldo BHI, por 18 a 24 horas a 36° C; em seguida semeadas em agar sangue, para o possivel
1solamento da cepa de S. aureus. As colonias com caracteristicas deste microorganismo foram
submetidas a coloracdo de Gram e observadas em imersdo no microscopio oéptico OLYMPUS
CH30 para caracterizacgdo da sua morfologia (cocos gram positivos em cachos).
Posteriormente realizaram-se testes bioquimicos para catalase e coagulase para confirmacao

de sua identificacao.

A presenca de bactéria na articulacio foi evidenciada em cortes

histopatologicas corados pelo Gram.
5.7 ANALISE MORFOMETRICA
5.7.1 Medida da espessura da articulacéo dos joelhos

As espessuras das articulagdes dos joelhos direito do grupo controle e joelhos
artriticos (definidos na avaliacdo clinica) dos grupos infectados com S. aureus foram medidas
através de um paquimetro graduado a cada 0,05 mm, da marca Mitutoyo ® durante os
periodos estabelecidos no protocolo experimental. O ponto de referéncia utilizado foi a
interlinha articular dos joelhos, sendo estes mantidos em extensdo durante a mensuragao.
Foram medidos dois pontos: a interlinha articular medial e a frontal de cada joelho, gerando

no total 2 medidas em milimetros que foram somadas e avaliadas. O nivel de edema foi
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calculado através da diferenca entre as medidas da espessura das articulagdes do grupo sadio

sem tratamento com os demais grupos.
5.7.2 Andlise histopatolodgica

Os animais foram sacrificados, as articulagdes dos joelhos removidas (1 cm
acima no fémur e 1 cm abaixo na tibia) foram fixadas com Bouin por 48 horas e apds este
periodo foram mantidas imersas em solu¢do de EDTA 5 N, com aplicacao de corrente elétrica
75 mA e sob refrigeragdo por 15 dias para descalcificacio (BEHMER, 1976). Apos serem
descalcificadas, foram processadas pelas técnicas tradicionais de inclusdo em parafina; foram
obtidos cortes histopatologicos de 5 micrometros e corados pelo método hematoxilina-eosina

(H&E).

As laminas coradas com H&E foram analisadas em microscopio optico OLYMPUS CH30
para avaliar semiquantitativamente a formacao de pannus e destrui¢do do tecido cartilaginoso
em um escore de 0-3 realizado por trés observadores, em um estudo duplo-cego. A auséncia
de qualquer uma dessas alteracdes corresponde ao grau 0 e o grau 3 correspondendo as mais

severas alteragdes.
58 ANALISE ESTATISTICA

Os dados das amostras foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA),
seguido do Teste de Tukey. As analises estatisticas foram conduzidas utilizando os programas
da GraphPad Software (1992-2003): GraphPad Instat V.3.05 ¢ GraphPad Prism V.4.00. Os
graficos foram plotados no programa Origin Professional V.7.5 da OriginLab Corporation
(1991-2003). Os resultados foram expressos pela média + erro padrdo. Foram considerados

estatisticamente significativos os valores de p<0,05.
6 RESULTADOS

6.1 ANALISE BACTERIOLOGICA

Nas amostras de figado, baco, rim, articulagdo e sangue dos grupos tratados
com antimicrobiano (G5, G7, G9 e G10) houve reducdo do numero de animais que
apresentaram S. aureus nas amostras analisadas com 7 dias de tratamento. Entretanto, no
mesmo periodo, os animais infectados e tratados somente com laser, houve aumento do

numero de animais infectados. Sete dias ap6s final do tratamento, o grupo artrite teve uma
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diminui¢do do numero de animais que apresentavam bactéria nas amostras analisadas,
contudo ainda havia coloniza¢do pela bactéria no figado, baco e articulacdo em 33,33%,

66,67% e 50% dos animais, respectivamente (TABELA 01).

Com relacdo as avaliagdes histopatologicas que confirmaram a presenca de S.
aureus nas articulacdes pela coloragdo de Gram realizou-se uma curva da porcentagem de
animais que apresentaram as articulagdes colonizadas pela bactéria. As curvas dos grupos
tratados foram comparadas com o grupo artritico sem tratamento e quase todos os grupos
apresentaram diferencas significativas entre as curvas, demonstrando que os tratamentos
foram eficazes em diminuir o niimero de animais que tiveram as articulagdes dos joelhos
colonizadas pela bactéria. Entretanto, no grupo tratado exclusivamente com laser ndo foi

observada diferenga estatistica (FIGURAS 02 e 03).
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Tabela 1: Parametros percentuais de amostras de figado, bago, rim, articulagdo do joelho ¢ sangue de camundongos Swiss machos infectados

com S. aureus (10’UFC) de diferentes grupos e momentos experimentais.

7° Dia de infeccéo

14° Dia de infecgao

21° Dia de infecgdo

28° Dia de infecgéo

GRUPOS

Fig. Baco Rim Art. San. Fig. Bago Rim Art. San. Fig. Bago Rim Art. San. Fig. Baco Rim Art. San.
Controle 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Controle+Laser 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Artrite s/ tratamento ~ 100%  100% 66,67% 100% 0% 100%  50% 16,67% 83,33% 0%  83,33% 83,33% 16,67% 66,67% 33,33%  33,33% 66,67% 0%  50% 0%
Artrite+Antiinf 100% 100% 16,67% 66,67% 16,67%  83,33% 100% 0%  16,67% 0%  16,67% 33,33% 0% 0% 0% 0%  50% 0% 0% 0%
Artrite+Antib 100% 100% 83,33% 100% 0% 16,67% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%  16,67% 0%
Artrite+Laser 100% 100% 66,67% 100% 0% 100% 83,33% 100% 66,67% 0%  66,67% 0%  16,67% 66,67% 50% 0%  50% 16,67% 3333% 0%
Artite+ Antiinf+Antib  100%  100%  50%  100% 0% 0%  16,67% 0% 0% 0%  1667% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Artiitos AntinfeLasey 83:33% 100% 3333% 100% 1667%  100% 83,33% 0%  3333% 0%  3333% 8333% 0% 0% 0% 0%  66,67% 0% 0% 0%
Artrite+Antib+Laser  100%  100% 83,33% 100% 0% 0%  16,67% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 16,67% 50% 50% 0% 0%  16,67% 0%
Artrite+AntiinftANtb 5000 833305 0%  83,33% 0% 16,67% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 16,67% 0%  16,67% 0% 0% 0%

+Laser
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Figura 2: Articulagdo de camundongo 7 dias apés inoculagio de S. aureus (10’ UFC) via
e.v. A cabeca da seta indica a regido destacada onde pode-se observar cocos gram-
positivos em cacho pela coloragdo de gram. Osso subcondral (OS). 1000x.

39
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Figura 3: Porcentagem de animais que apresentaram as articulagdes colonizadas pela bactéria apds
infecgdo por via endovenosa com S. aureus (10’ UFC). A analise histologica confirmou a presenga de S.
aureus nas articulagoes pela coloracdo de Gram de tecido. A curva do grupo artrite (<) foi comparada
com os grupos tratados (-@-) com (a) antiinflamatorio; (b) antimicrobiano; (c) laser; (d) antiinflamatério +
antimicrobiano; (e) antiinflamatorio + laser; (f) antimicrobiano + laser; e (g) antiinflamatério +
antimicrobiano + laser. Os animais foram sacrificados no 0, 7° e 14° dias de tratamentos e 7 dias apds
final do tratamento (P6s). (*) diferenga estatistica entre a curva dos animais tratados vs curva dos animais
ndo tratados (p<0,05).
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6.2 MEDIDA DAS ESPESSURAS E NIVEL DE EDEMA

A Figura 04 representa as medidas das articulacdes dos joelhos dos
animais dos diversos grupos experimentais nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 apds inoculagdo
com S. aureus. Em todos os grupos artriticos houve aumento das medidas das
articulagdes 7 dias ap6s infecgdo (p<0,05 vs controle). O grupo controle sem tratamento
e o tratado com laser ndo apresentaram aumento significativo nas afericdes das
articulagdes durante os tempos avaliados pelo experimento. O grupo artritico ndo
tratado e o grupo artritico tratado com laser mantiveram medidas elevadas durante os 28

dias de experimento.
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Figura 4: Medida das espessuras das articulagdes dos joelhos dos camundongos tratados com diferentes terapias
comparadas com as do grupo controle (-l). As medidas foram tomadas nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 ap6s inoculagdo
por via endovenosa de S. aureus (10’ UFC) e salina estéril (controle). Os resultados estdo expressos pela média mais
+ erro padrio. Média seguida por asterisco difere-se significativamente em relagéo ao controle em nivel de p < 0,05
(teste de TUKEY).
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A figura 05 mostra o edema articular provocado 7 dias apds infeccao de
10" UFC de S. aureus em camundongos SWISS machos. No grafico a nos animais
infectados ndo receberam nenhum tipo de tratamento.

Na figura 5b, onde os animais foram tratados durante 7 dias, os grupos
tratados com a associagcdo de duas ou mais terapias tiveram uma reducdo significativa
no nivel de edema. Entretanto, os grupos tratados exclusivamente com uma Unica
terapia, somente o grupo tratado com etoricoxib foi eficiente em diminuir o edema.

Na figura 5c, apos 14 dias de tratamento todos os grupos tiveram uma
reducdo significativa do nivel de edema. Entretanto, o grupo tratado apenas laser ndo foi
eficiente em reduzir o edema no mesmo periodo.

Sete dias ap6és o final do tratamento (figura 5d) nenhum dos grupos

artriticos tratados apresentou o nivel de edema aumento significativamente.
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Figura 5: Nivel de edema articular provocado 7 dias apods infecgio de 10’ UFC de S. aureus em
camundongos SWISS machos. Os diferentes grupos experimentais foram comparados com o grupo artrite nos
periodos: inicio do tratamento (grafico a), com 7 e 14 dias de tratamento (grafico b e c, respectivamente) e 7
dias apo6s o final do tratamento (grafico d). O nivel de edema foi obtido através da diferenca entre as medidas
das articulagdes dos grupos experimentais e com as medidas do grupo sadio. Os resultados estdo expressos
pela média mais £ erro padrdo. Média seguida por asterisco difere-se significativamente em relacdo ao
controle (artrite) em nivel de p < 0,05 (teste de TUKEY).
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6.3 ANALISE HISTOPATOLOGICA

A visualizacdo das laminas histologicas dos joelhos com edema
sem tratamento mostra alteracdes difusas no tecido cartilaginoso, hipertrofia do tecido
sinovial com conseqiiente formacdo de pannus nos dias 7, 14, 21 e 28 apos infec¢ao.
Nos camundongos infectados a 21 e 28 dias, € possivel observar o processo inflamatorio
estendendo-se através da cartilagem e epifise 6ssea em dire¢ao a medula ossea adjacente
em alguns camundongos o espaco articular ¢ preenchido completamente pelo tecido
inflamatorio formado com alteragdes extensas na morfologia da articulagdo (FIGURA

06).



Figura 6: Histopatologia das articulagdes de camundongos inoculados com S. aureus (10’
UFC): (a) sacrificado 7 dias apds inoculagdo com salina estéril. 100x. Nota-se a cartilagem
intacta (C) camada delgada de tecido sinovial (S) e o espago articular (EA). Nos grupos artritico
sem tratamento (b) 7 dias apés infecgdo, 40x, (c¢) 14 dias apos infecgdo, 40x e (d) 21 dias apos
infeccdo, 100x pode se observar desenvolvimento de pannus (P), em certas areas, erosdo da
cartilagem (*). (e) animais sacrificados 28 dias apés infecgdo com S. aureaus. 40x. Ocorre a
presenca de alteragdes extensas na morfologia da articulagdo. (f) aumento de 400x do grupo 7
dias sem tratamento indica erosio da cartilagem com progressdo para a regido da osso
subcondral (¥). Medula (M), Espaco articular (EA). Coloragdo com H&E.
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A andlise histologica das articulagdes coletadas dos animais com 7 dias
de tratamento estd sumarizada na tabela 02. Com relagdo a eficiéncia do tratamento em
reduzir o processo inflamatorio (formacao de pannus) e degradacdo da cartilagem dos
camundongos artriticos: o grupo G10, apresentou melhora significativa na formagao de
pannus em relagdo ao grupo artritico sem tratamento. Embora, ndo confirmada
estatisticamente, houve uma tendéncia em reparar a degradacdo da cartilagem no grupo

tratado com as 3 terapias (FIGURA 07).

Tabela 2: Avaliacdo histologica de articulagdes dos camundongos com artrite induzida

por S. aureus no 14° dia.

ANIMAIS
PARAMETROS N&o tratado  Tratados com  Tratados com Tratados com Tratados com Tratados com Tratados com ;r:ﬁl::g (r)'r?actg:?o
HISTOPATOLOGICOS (n=5) Antinflamatério - Antimicrobiano Laser Antinflamatério ~ Antinflamatorio - Antimicrobiano S
- - - i erahi Antimicrobiano
(n=5) (n=5) (n=5) Antimicrobiano Laser Laser
_ _ _ Laser
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10

Formacé&o de

Pannus 2,90+ 0,08 2,03+ 0,18 2,55+0,24 2,82+0,36 2,11+0,25 1,92+0,14 2,42+0,31 1,80 + 0,20*

Degradacgéo da

- 2,84+0,12 2,10 + 0,30 2,90 + 0,27 2,82+0,19 2,65+0,21 2,12+0,42 2,53+0,30 2,05+0,13
Cartilagem

Os animais foram tratados por 7 dias e sacrificados 14 dias apds inoculagdo por via endovenosa de S. aureus
(10" UFC). A formacdo de pannus e destrui¢io do tecido cartilaginoso foram avaliadas em um escore de 0-3.
A auséncia de qualquer uma dessas alteragdes e as mais severas corresponde ao grau 0 e 3, respectivamente.
Os resultados estdo expressos pela média mais = erro padrdo. Média seguida por asterisco difere-se
significativamente em rela¢do ao grupo nao tratado em nivel de p < 0,05 (teste de TUKEY).



Figura 7: Histopatologia das articulagdes de camundongos inoculados com S. aureus (10" UFC):
(a) sacrificado 14 dias apds infecg¢@o, 100x. Nota-se o preenchimento do espago articular (EA) pelo
tecido inflamatério formado (pannus) (P) e erosdo da cartilagem (*). Nos grupos artriticos
tratados com antiinflamatério, antimicrobiano e laser (b) durante 7 dias, 100x, pode se observar
uma menor regido com desenvolvimento de pannus (P), pequenas areas com erosao da cartilagem
(*) e manutengdo do espaco articular (EA). Coloragdo com H&E.
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A tabela 03 mostra os resultados das articulagdes dos camundongos
tratados durante 14 dias. Observamos que os grupos G5 e G6 tiveram as mesmas
alteracdes na formacdo de pannus e na degradacdo da cartilagem do que o grupo
artritico ndo tratado. Nos grupos G8 e G9 ocorreu a formagao de pannus, contudo houve
uma recuperagdo do tecido cartilaginoso. Adicionalmente, na mesma tabela, os dois
parametros avaliados foram significativamente atenuados nos grupos G4, G7 ¢ G10 em
relagdo ao grupo artritico ndo tratado. A analise histologica do grupo G10 mostra

diminuicdo do processo inflamatério e aumentou o reparo da cartilagem articular

(FIGURA 08).

Tabela 3: Avaliacao histologica de articulagdes dos camundongos com artrite induzida

por S. aureus no 21° dia.

ANIMAIS

Tratados com  Tratados com  Tratados com  Tratados com

PARAMETROS Na(zntiaé‘t)ado ;r::?;\?g?:actg?o ;r']’grt"zi(cj:%bcig;]no Tratigcs)zrcom Antinflamatério  Antinflamatério Antimicrobiano Antinflamatério
HISTOPATOLOGICOS - (n=5) (n=5) (n=5) Antimicrobiano Laser Laser Antimicrobiano
- B - (n=5) (n=5) (n=5) Laser
(n=5)
G3 G4 o ce 7 G8 Go G10

Formacéo de

Pannus 2,92+0,17 1,05+ 0,09* 2,26 +0,23 1,92+0,14 1,67 +0,39* 2,12+0,17 2,47 +0,16 1,01 +0,30*

Degradacgéo da

- 2,40 +0,07 1,27 +0,12* 2,01+0,19 1,92 +0,09 1,60 +0,17* 1,02 £ 0,22* 1,46 £ 0,08* 1,52 + 0,06*
Cartilagem

Os animais foram tratados por 14 dias e sacrificados 21 dias apos inoculacao por via endovenosa de S. aureus
(10" UFC). A formagdo de pannus e destrui¢io do tecido cartilaginoso foram avaliadas em um escore de 0-3.
A auséncia de qualquer uma dessas alteracdes e as mais severas corresponde ao grau 0 e 3, respectivamente.
Os resultados estdo expressos pela média mais + erro padrao. Média seguida por asterisco difere-se
significativamente em relagcdo ao grupo nao tratado em nivel de p < 0,05 (teste de TUKEY).



Figura 8: Histopatologia das articulagdes de camundongos inoculados com S. aureus (10" UFC) e
tratados com antiinflamatorio, antimicrobiano e laser por 14 dias. Nota-se uma pequena
hiperplasia do tecido sinovial (S) sem formagdo de pannus ¢ manuten¢do do espago articular
(EA). (a) e (b) aumento de 40x e 100x ,respectivamente. Medula (M). Coloragdo com H&E.
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7 DISCUSSAO

Doengas articulares, como a artrite séptica, sdo doengas graves
associadas, principalmente, a dor, logo as terapias empregadas no tratamento tém como
objetivo melhorar o mais rapido possivel esta condi¢do. Entretanto, estas doengas a
médio e curto prazo levariam a alteracdes nas articulagdes com perda de funcao
significativa. Nestes casos ndo existe uma estratégia terapéutica que seja eficiente
(tempo de tratamento menores) com todos os pacientes e de forma permanente, o que

pode leva-los a procurar terapias nao convencionais, por exemplo, a laser terapia.

As propriedades curativas da radiacdo laser, aliadas a seguranca do
tratamento fizeram com que a aplicacdo da laser terapia apresentasse um crescimento
significativo como tecnologia terapéutica na area de fisioterapia. Justificando, o
aumento do interesse dos pesquisadores da area biomédica, na investigacdo dos

mecanismos de acdo dos efeitos terapéuticos dos lasers de baixa poténcia.

Os efeitos do laser de baixa poténcia (LLLT) sdao baseados nos
mecanismos nao térmicos, ou seja, a partir da interacdo da luz com o tecido,
influenciando fungdes celulares, tais como, estimulagdo ou inibicdo de atividades
bioquimicas, fisiologicas e proliferativas, e promovendo efeitos de biomodulacdo

(BASFORD JR, 1995; KITCHEN & BAZIN, 1996).

Diversos autores vém destacando a atividade bactericida da laserterapia
de baixa intensidade. DESIMONE et al (1999) comprovaram que os lasers HeNe e
InGaAIPO,4 (indio-gélio-aluminio-fosfato) possuem boa atividade bactericida, em
estudos realizados in vitro, sobre culturas de S. aureus e¢ Pseudomonas aeruginosa,
sendo mais eficaz o laser InGaAIPO, devido a sua maior poténcia de saida. Nossos
resultados comprovam que o laser de Arsenieto de Gélio utilizado nas nossas condig¢des
(830 nm, poténcia de saida de 45 watts (W) e 4 J/cm?) néo teve efeito bactericida, sendo

incapaz de eliminar S. aureus nas articulagdes dos animais infectados.

Com relagao aos efeitos dos lasers de baixa poténcia na regeneragdo do
tecido cartilaginoso os trabalhos realizados in vivo e in vitro apresentam resultados

controversos (HARDIE et al.,, 1989; HONMURA et al., 1993). A evidéncia de
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regeneragdo cartilaginosa foi descrita por varios autores, em contra partida, outros
trabalhos nao mostraram diferengas significantes nos tecidos cartilaginoso e dsseo entre
os grupos tratado e controle, e também altas doses de laser podem acelerar o processo

de destrui¢do articular (HARDIE et al., 1989).

Estudos demonstram a influéncia da LLLT no aumento das
glicosaminoglicanas na cartilagem bovina e também aumento na sintese de coldgeno
(HERMAN & KHOSLA, 1988). Em pacientes com artrite reumatoide, a utilizacdo da
LLLT mostrou-se eficaz no tratamento desta doenca, resultando numa diminui¢cdo do
infiltrado celular inflamatério, promovendo alivio dos sintomas e recuperagdo da

articulacdo (BROSSEAU et al., 2000).

No nosso trabalho, o grupo tratado sete dias com antimicrobiano e
antiinflamatoério e laser mostrou ser mais eficiente em diminuir o processo inflamatorio
articular (formacdo de pannus) e reparar a degradacdo da cartilagem do que o grupo
tratado convencionalmente (antimicrobiano e antiinflamatorio) durante o mesmo

periodo.

A respeito do mecanismo de agdo do LLLT na reducdo do edema, alguns
autores sugerem que os componentes celulares (fotoreceptores) podem absorver fétons
fornecidos através da energia do laser e acelerar a produgdo de ATP, fornecendo energia
para célula, que por sua vez pode modular a resposta inflamatoria (WILDEN &

KAETHEIN, 1998)

O presente trabalho mostra que o uso de antimicrobiano nos animais
artriticos ndo foi eficiente em diminuir o edema articular com 7 dias de tratamento,
contudo o uso da radiagdo com LLLT de As-Ga (830 nm) associado a terapia
antimicrobiana foi capaz de reduzir significativamente o edema de articulagdo em
camundongos decorrente da artrite induzida por S. aureaus no mesmo tempo de
tratamento. Entretanto, usado como Unica terapia nao apresentou efeito terapéutico no
edema articular. Ainda neste contexto, os grupos G4, G7, G8 e G10 tratados com 7 dias
de tratamento com etoricoxib (dose diaria de 60 mg/Kg de peso corporeo) mostraram

ser eficiente na reducao do edema.

O tratamento com laser ndo provocou alteracdes na cartilagem de

camundongos com artrite séptica. Indices morfométricos (medida das articulacdes e
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analise histologica) ndo foram diferentes dos verificados no grupo controle sem nenhum

tratamento.

A evolucao do processo artritico comeca com a fase aguda que dura os
trés primeiros dias e ¢ caracterizada por aumento da permeabilidade vascular seguida
por migragdo de células polimorfonucleares para o liquido sinovial ja nas primeiras 6
horas (ROCHA et al., 2003). A partir do sétimo dia apos a indugdo, o lavado sinovial ¢
caracterizado por influxo de células mononucleares o que caracteriza a fase subaguda. A
seguir, ocorre uma persistente proliferacdo de células da intima sinovial e infiltracdo de
linfécitos e macrofagos, além da formacdo de pannus (ROCHA et al.,, 2003),
progredindo com acentuada fibrose ao 14° dia (BEZERRA et al., 2004), culminando ao
28° dia com a formagdo de fendas extensas e fragmentagdo estrutural. (RAMOS et al.,
2001). Nossos estudos hitopatologicos corroboram com os estudos de RAMOS et al.,
2001, ROCHA et al., 2003 e BEZERRA et al., 2004, pois nos animais infectados 7 dias
apds com S. aureaus e nao tratados apresentaram articulagdes com formagao de pannus
e conseqiientemente degradacdo da cartilagem. No grupo 28 dias pods-infeccao as
alteracdes do espaco articular sdo extensas e com alteracdes na morfologia da

articulagao.

Embora, o presente estudo ndo elucide qual(is) o(s) mecanismo(s) de
acdo da laser terapia de baixa intensidade, os resultados demonstram que o laser de
Arsenieto de Galio possui efeito benéficos sobre a artrite séptica, diminuindo a resposta
inflamatoria, induzindo o reparo tecidual da cartilagem. Sua utilizagdo pode constituir
uma alternativa util para o tratamento do processo inflamatério e degradativo como
adjuvante sinérgico ou seqiiencial de terapias tradicionais, principalmente para pacientes

que compreendem o grupo de risco as reagdes € interagcdes que as drogas apresentam.
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8 CONCLUSAO

De acordo com os resultados, o trabalho mostra certo grau de efetividade
do tratamento com laser de baixa poténcia de As-Ga como adjuvante na terapia de

doengas articulares degenerativas, quando associada as terapias convencionais.

Apresentou efeito antiinflamatério quando associado a outras terapias
reduzindo a formag¢do de pannus na cavidade articular nos animais infectados e tratados
por 7 dias. Neste mesmo intervalo o tratamento com antimicrobiano e laser mostrou ser
mais eficiente em reduzir o edema se comparando com o grupo tratado com
antimicrobiano. Com quatorze dias de tratamentos, apesar do nivel de edema igualar-se
nos diferentes grupos tratados, a recuperacdo articular observada pela andlise
histologica foi mais evidente no grupo G10, quando utilizamos a associagdo do
tratamento convencional a laser terapia de baixa intensidade. Mostrando que a
associacdo das duas terapias, além de reduzir o nivel de edema, reduziu o processo

inflamatério e aumentou o reparo da cartilagem articular.
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