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Resumo

Este trabalho foi realizado com o intuito de verificar os efeitos terapéuticos do
laser de GaAs de 830nm e 904nm no processo inflamatério em articulagdes de ratos
Wistar. Foram utilizados 84 animais distribuidos em 3 grupos, sendo um grupo controle
com 12 animais, outro grupo com 36 ratos tratados com 830nm e finalmente 36 animais
tratados com 904nm. Os animais foram subdivididos e sacrificados com 7, 14 e 21 dias
apos indugdo da osteoartrite por adjuvante de Freund e posteriormente realizada anélise
histopatologica. Na fase inicial houve um aumento significativo (p<0,05) do potencial
inflamatorio, neovascularizagdo e granuloma epitelidide nos animais tratados com laser
em relagdo ao grupo controle. A fase intermedidria apresentou resultados semelhantes
ao anterior. Na fase final, foi observado um aumento significativo (p<0,05) do potencial
inflamatorio, de neutrdfilos, de mononucleares e granuloma epitelioide no grupo
controle em relagdo aos grupos tratados. O laser de 904nm apresentou maior
neovascularizagdo (p<0,05) na fase inicial e uma reducgdo significativa (p<0,05) de
neutrofilos na fase intermediaria, comparado ao laser 830nm. Na fase final, o laser de
830nm produziu uma maior neovascularizagdo (p<0,05) em relagdo ao laser 904nm.
Conclui-se que o laser produziu uma resposta terapéutica significativa no controle do
processo inflamatorio. O laser 904nm obteve um melhor desempenho nas fases inicial e
intermedidria, entretanto na fase final o laser 830nm apresentou melhores resultados.

Palavras-chaves: Laserterapia de baixa poténcia, adjuvante de Freund, osteoartrite



Abstract

This work was done in order to verify the therapeutic effects of the laser (GaAs
830nm and 904 nm) on Wistar rats articulation’s inflammatory process. For this
purpose, 84 animals here distributed in 3 groups, being one control group with 12
animals, another group with 36 rats treated with 830 nm and the last 36 animals treated
with 904 nm. The animals were divided again and sacrificed within, 7, 14 and 21 days
after osteoarthritis induction and later on histopathologic analysis has been made upon
this results. In the initial phase it has been a significant increase (p<0,05) of the
inflammatory potential, neovascularization and granuloma epithelioid in the animals
treated by the laser comparing to the control group. The intermediate phase presented
similar results to the initial one. In the final phase, it has been observed a significant
increase (p<0,05) of the inflammatory potential, of neutrophils, of mononucleasis and
granuloma epithelioid in the control group comparing to the treated groups. The 904nm
laser presented more neovascularization (p<0,05) in the initial phase and a significant
reduction (p<0,05) of neutrophils in the intermediate phase, comparing to the 830nm
laser. In the final phase, the 830 nm laser produced more neovascularization (p<0,05)
comparing to the other laser. The conclusion is that the laser produced a significant
therapeutic in the control of the inflammatory process. The 904nm laser was better in
the initial and intermediate phases, but in the final phase the 830 nm laser presented
better results.

Key Words: Low intensity laser therapy, Freund’s Adjuvant, Osteoarthritis
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1. INTRODUCAO

A radiagdo laser (amplificagdo da luz por emissdo estimulada de radiagdo)
apresenta as seguintes caracteristicas principais: € monocromatica, coerente € colimada
(PETERSEN, et al., 1999). O laser apresenta grande campo de atuagdo como recurso
terap€utico, por exemplo, nas areas de dermatologia, oftalmologia, cirurgia plastica,
tratamento de lesdes vasculares, hemangiomas e melanomas malignos. A partir dos
efeitos bioldgicos observados, as aplicagdes dos lasers tém sido propostas (ABERGEL
et al, 1984; TANG et al., 2000; ALORA; ANDERSON, 2000).

Segundo Low e Red (2001), os termos “laserterapia de baixa intensidade” e
“laserterapia no nivel baixo reativo” sdo termos usados para distinguir as aplicagdes de
baixa energia usadas na fisioterapia (fotobiomodulagao) das aplicagdes de alta energia
usadas terapeuticamente para modificacao tecidual por ablacao.

Para Carvalho et al. (2001), as pesquisas dos efeitos bioldgicos e fisiologicos
dos lasers abrangem trés areas principais que sdo pesquisa celular, estudos em animais e
estudos controlados em humanos.

Terapias usando varios tipos de sistemas laser (Hélio-Nednio, Arseneto de
Galio) tém sido usadas para tratar uma série de condi¢des nas quais a dor representa um
papel significante na observagdo clinica. Apesar de todas as investigagdes realizadas e
de varios autores se reportarem ao tema, o rigor cientifico das publicacdes varia,
gerando criticas de varios autores (BORGES et al., 1996; CARVALHO et al., 2001).

O laser como recurso fisioterapéutico ¢ utilizado na cicatrizagao e controle da
dor; consequentemente, ¢ utilizado em tratamentos referentes a lesdes dos tecidos
moles, como distensdes musculares, hematomas, tendinites e espasmos musculares.
Utiliza-se também o chamado “laser acupuntura” para tratamento de artropatias
(PETERSEN, et al, 1999; LOW; RED, 2001), e o laser configura-se como um tipo de
tratamento ndo invasivo usado na fisioterapia para o controle de afec¢des mioarticulares
(BROSSEAU, WELLCH, WELLS, 2000).

O efeito da laserterapia foi comprovado por Petersen et al, (1999), Brosseau et
al., (2000), Low e Red (2001), que constataram sua utilizacdo como antiinflamatorio e
analgésico e mostraram que a laserterapia influencia no metabolismo do tecido
conectivo (neoformagdo de colageno), gera a proliferagdo de fibroblastos, induz a

reepitelizagado e sintetiza proteoglicanos e DNA.
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A osteoartrite ¢ uma doenca articular degenerativa e progressiva, que cursa com
dor, inflamagdo e perda da funcionalidade da articulagdo acometida.

Qualquer forma de processo inflamatorio conduz a niveis elevados de
incapacidade fisioldgica, que se ndo resolvidos podem apresentar quadros remissivos
que comprometem tanto as atividades de vida diaria como as atividades de vida
profissional dos pacientes, principalmente no ambito do quadro algico e perda da
amplitude de movimento. Pode-se diminuir o tempo em que o paciente convive com o
processo inflamatoério através de recursos fotomoduladores.

No presente trabalho, avalia-se primordialmente os efeitos do laser GaAs sobre
processo inflamatério da osteoartrite na articulagdo do joelho de ratos, buscando
comprovar alteragdes na resposta antiinflamatoria nas diferentes fases (aguda, sub-

aguda e cronica), e nos diferentes comprimentos de onda (830 e 904 nm).

1.1 Osteoartrite

A osteoartrite ¢ considerada comumente como uma conseqiiéncia inevitavel do
envelhecimento, uma manifestagdo do desgaste ou resultado de uma mecanica articular
anormal (LIANZA, 2001). A osteoartrite do joelho ¢ uma causa bastante comum de dor
severa ¢ inabilidade na comunidade (DIEPEE et al., 1999). A ampla incidéncia de
osteoartrite do joelho e seu efeito severo na incapacidade tém sido bem documentados
nos Estados Unidos ¢ em outros paises industrializados (WALSH et al., 1998). Os
processos degenerativos que comprometem a articulacdo do joelho podem limitar
gravemente as atividades do paciente. Os fatores limitantes s3o, na maioria das vezes, a
dor e as deformidades (varo/valgo), que nas fases iniciais podem ser passiveis de
tratamentos clinicos, fisioterapéuticos ou cirtrgicos, como artroscopias, debridamentos
articulares ou osteotomias (MESTRINER; LAREDO, 1993). Quando o procedimento
conservador falha na restauragao da mobilidade ou na diminuic¢ao da dor, a intervengao

cirargica ¢ freqlientemente o tratamento de escolha (WALSH et al, 1998).

1.1.1 Definicao
A osteoartrite ¢ uma doenca degenerativa que causa destrui¢do progressiva da

cartilagem articular, inflamac¢ao, reducao da fun¢do da articulagdo e dor. No joelho, a
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osteoartrite severa esta associada com a reducdo ou obliteracio de um ou mais
compartimentos do espaco articular, conduzindo para deformidade em varo ou valgo e
diminui¢do da amplitude de movimento (FISHKIN et al, 2002).

Histologicamente, a osteoartrite ¢ caracterizada pela diminui¢do da integridade
da cartilagem articular, com formacao de zonas de fusdo e fibrilacdo e alteragdes
hipertroficas no osso adjacente (COLE; HARNER, 1999). O processo de reparo tecidual
acontece como conseqiiéncia da destrui¢do produzida pela inflamagdo. O organismo
tenta realizar a¢des no sentido de reconstruir a morfologia dos tecidos envolvidos para
elevar o nivel de funcionalidade destes (MOW et al, 1992; ARCHER et al, 1994;
THRELKELD et al, 1988). H4 respostas diferentes aos distintos graus com que a lesdo
¢ produzida. Uma das formas de dar funcionalidade aos tecidos atingidos ¢ a
recuperagao por células do mesmo tipo das que existiam antes da lesao (McCARTHY et
al, 1996).

Para Hebert et al. (2003), a osteoartrite ¢ uma lesdo em espelho das superficies
articulares, com abrasdo da cartilagem e desgaste progressivo do osso subcondral, sendo

inicialmente bem localizada no ponto de hiperpressao maxima.

1.1.2 Nomenclatura

A osteoartrite, também ¢é chamada de osteoartrose e doencga articular
degenerativa, e ¢ a forma mais comum de artrite cronica (FRONTERA; DAUSON;
SLOVICK, 2001). Artrite hipertréfica também ¢ outro termo amplamente utilizado para
designar esta patologia. Entretanto, segundo Larocca (1999), nenhuma dessas
designagdes ¢ completamente satisfatoria. O termo osteoartrose significa, pelo sufixo
“ose”, aumento, excesso de producdo. Isso € pertinente considerando a hipertrofia dos
elementos dentro e ao redor da articulagdo. Além disso, significa também que a doenca
nao ¢ inflamatdria primariamente, o que ndo ¢ correto. Sabe-se que existe sempre pelo
menos um componente inflamatorio nesta patologia.

Larocca (1999), ainda acrescenta que doenga articular degenerativa também nao
constitui um termo muito aceitavel, uma vez que implica a descricdo de um processo
puramente catabolico, o que também nao ¢ verdadeiro. Existem, em tal doenca,

processos de reparo bastante ativos. A terminologia artrite hipertrofica também caiu em

desuso.
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1.1.3 Classificacao

Atualmente ndo existe nenhum sistema de classificagdo seguro e bem aceito para
a osteoartrite. Idealmente, a classificagdo para a osteoartrite deveria incluir o tamanho,
profundidade, localizacdo e condi¢ao da superficie articular oposta (COLE; HARNER,
1999).

O sistema de classificagdo Outerbridge, inicialmente desenvolvido para
condromalécia patelar, tem sido usado freqlientemente para classificar os graus de
osteoartrite, embora ndo incorpore todos os fatores relevantes. Grau 0 corresponde a
cartilagem normal. Grau I € caracterizado por amolecimento e inchago da cartilagem.
No Grau II ocorre presenca de fendas que nao alcancam o osso subcondral e possuem
didmetro inferior a 0,5 polegada. Grau III mostra fendas que alcancam o 0sso
subcondral mas nao o expdem e possuem didmetro superior a 0,5 polegada. No Grau IV
ha exposi¢ao do osso subcondral de algumas polegadas de diametro (COLE; HARNER,
1999).

Para Golding (2001), a osteoartrite pode ser classificada em osteoartrite primaria
e osteoartrite secundaria. Segundo Cole e Harner (1999), a osteoartrite primaria ou
idiopatica ¢ uma condi¢do degenerativa progressiva que aumenta a prevaléncia nao
linearmente com a idade ap0s os cinqiienta anos. Mais comum que a secunddria, ¢ quase
sempre hereditaria. Estd associada a nddulos de Heberden e inclui diversas sindromes
clinicas de articulagdes especificas para as quais nao ha base etioldgica. Até o momento
nao hd dados que mostrem correlagdo entre artrose prematura do joelho e niveis de
atividade dos pacientes (FRONTERA; DAUSON; SLOVICK, 2001).

Golding (2001), afirma que a osteoartrite secundaria ¢ aquela que ocorre devido
a fatores subjacentes que aceleram a degeneragdo da cartilagem relacionada a idade.
Caracteriza-se por ser origindria de alguma lesdo traumatica, inflamatoria, metabdlica
ou decorrente de defeitos congénitos e/ou adquiridos.

Para Cole e Harner (1999), a osteoartrite secundaria do joelho pode ocorrer bem
mais cedo, usualmente apos alguma lesdo, resultando em deformidade (varo ou valgo),
fratura intra-articular ou ainda deficiéncia ligamentar ou meniscal.

As causas traumaticas incluem as fraturas, sobrecargas intensas e repetitivas,
lesdes ligamentares, procedimentos cirurgicos tais como as meniscectomias e as lesdes

ocupacionais ou desportivas. Entre as causas metabolicas encontram-se a
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hemocromatose, a acromegalia, diabetes e artropatias por deposito de fosfato de calcio,
como a patologia de Milwaukee. S3ao consideradas causas inflamatdrias as artrites
cronicas das doencas reumatoldgicas, as artropatias microcristalinas, as
espondiloartropatias soronegativas e a artrite séptica. Quanto aos defeitos congénitos
ou adquiridos, consideram-se causas as displasias epifisarias, a luxacdo congénita de
quadril, doenga de Legg-Calvé-Perthes, osteocondrites, encurtamento de membros e
vicios posturais. Outras possiveis causas sdo as discrasias sangiiineas como hemartrose,
doenca de Paget e necrose asséptica (LAROCCA, 1999). Tais fatores, ao acometerem a
articulagdo, deixam a superficie articular incongrua, acelerando assim o dano a

cartilagem em areas especificas (FRONTERA; DAUSON; SLOVICK, 2001).

1.1.4 Epidemiologia

Essa patologia afeta uma grande parte da populacdo e ¢ considerada a maior
causa de incapacidade em idosos, sendo que a sua prevaléncia aumenta com a idade,
principalmente na sexta ou sétima décadas de vida. O padrdo de comprometimento
articular na osteoartrite ¢ notavelmente afetado pela idade, sexo e historico ocupacional
anterior. A osteoartrite ¢ a doenga que acarreta maior morbidade da espécie humana
(BROSSEAU et al. 2002; GOLDMAN; LIANZA, 2001).

As articulagdes submetidas a traumatismos repetitivos ou ao uso excessivo,
exibem maior prevaléncia de osteoartrite. Aparece em 35% nos joelhos de pessoas com
trinta anos de idade ou mais e chega a afetar quase todos os individuos a partir dos
cinqiienta anos, embora nem todos apresentem sintomas desse envolvimento
(GOLDMAN; BENNET 2001; LIANZA, 2001).

Os fatores raciais e genéticos também sdo importantes na prevaléncia e padrao
da osteoartrite. Constata-se menor incidéncia de osteoartrite do quadril nos chineses,
negroides jamaicanos, negroides sul-africanos e indianos quando comparados com os
caucasianos (GOLDMAN; BENNET, 2001).

Segundo Adams ¢ Hamblen (1994), a osteoartrite do joelho é duas vezes mais
comum em mulheres que em homens, particularmente em mulheres obesas e de idade
avangada. O fato das mulheres usarem saltos altos suscitou a hipotese de que seu uso

poderia aumentar a prevaléncia nesta populagdo. Greve e Amatuzzi (1999), concluiram



19

que o uso de saltos altos poderia predispor a alteragdes degenerativas dos joelhos

(GREVE; AMATUZZI, 1999).

1.1.5 Fatores de Risco

Segundo West (2000), existem seis fatores de risco para o desenvolvimento da
osteoartrite, citados a seguir.

A obesidade ¢ um fator de risco claro para o desenvolvimento da osteoartrite,
especialmente para o joelho, € em menor grau para a mio. A perda de peso prévia ao
desenvolvimento da osteoartrite esta associada a redug¢dao do risco para osteoartrite.
Acredita-se que a sobrecarga articular imposta pela obesidade aumente a pressdo através
da articulagdo, acelerando a degeneracdo da cartilagem articular. Entretanto, esta teoria
¢ questionada pelo fato da obesidade nao estar relacionada a osteoartrite de quadril.

Os outros fatores de risco para a osteoartrite sdo a hereditariedade, a idade,
trauma articular prévio, biomecanica anormal (como exemplo o joelho excessivamente
varo ou valgo) e o tabagismo, que pode contribuir para o surgimento de discopatia
degenerativa (WEST, 2000).

A osteoartrite € provocada pelo desgaste e ruptura, mas geralmente algum outro
fator presente provoca desgaste precoce da articulagdo mais cedo que o habitual. A
sobrecarga ¢ o fator mais comum, e parece impor um estresse maior ao joelho do que ao
quadril ou tornozelo. Outros fatores predisponentes importantes sdo a fratura anterior
que tenha causado irregularidade das superficies articulares; moléstia anterior com dano
a cartilagem articular (especialmente artrite reumatoide antiga, ou artrite infecciosa);
dano mecanico intra-articular anterior, como ruptura de menisco ou osteocondrite

dissecante, e mau alinhamento da tibia e do fémur (ADAMS; HAMBLEN, 1994).

1.1.6 Fisiopatologia

A osteoartrite envolve a articulacdo sinovial inteira, incluindo a cartilagem
articular, sindvia e o0sso subjacente. As células em cada um destes tecidos t€m
capacidades independentes de iniciar a resposta aos danos na articulagdo, resultando ao
final em degeneracao da cartilagem articular (SANDEL; AIGNER, 2001).

O achado inicial mais evidente na osteoartrite ocorre na cartilagem, em que

ocorre perda do conteudo de proteoglicanos, os quais t€ém sua capacidade de agregagao
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alterada ¢ um aumento no teor de dgua. O condrocito, que normalmente ¢ uma célula
amitotica, divide-se para formar clones celulares. Estas células aumentam a sua
producdo de colageno tipo II e de proteoglicanos, numa tentativa de reparar o processo
destrutivo da matriz (LIANZA, 2001).

Acredita-se que a degeneracdo de cartilagem na osteoartrite seja caracterizada
através de duas fases: uma fase biossintética, durante a qual os condrocitos residentes na
cartilagem tentam consertar a matriz extracelular danificada; e uma fase degradativa, na
qual a atividade de enzimas produzidas pelos condrdcitos digere a matriz a0 mesmo
tempo em que a sintese de matriz ¢ inibida, acelerando a conseqiiente erosdo da
cartilagem. Quando a capacidade de sintese da matriz ¢ menor do que a destruicao,
predomina o processo catabolito e a superficie da cartilagem perde a sua textura lisa,
tornando-se fibrilar e desenvolvendo fendas e erosdes. Tais fendas estendem-se até o
0sso subcondral (LIANZA, 2001; SAINDEL; AIGNER, 2001). O exame macroscopico
nesse estagio revela uma cartilagem granular mais mole que o normal.

No decorrer do tempo, partes de toda a espessura da cartilagem sdo esfaceladas e
a placa dssea subcondral torna-se a nova face articular. A fricgdo alisa e poli o 0sso
exposto, conferindo-lhe a aparéncia de marfim polido, ou seja, ocorre o processo de
eburnacao 6ssea (ROBBINS, 2000).

No osso subcondral sdo observadas microfraturas, cistos, esclerose e o
desenvolvimento de ostedfitos nas margens articulares. As mudancas podem afetar
predominantemente as articulagdes fémoro-tibial ou patelo-femoral, mas normalmente a
articulacdo do joelho ¢ completamente afetada. Tais alteragdes sao associadas ao quadro
clinico de dor e rigidez articulares (ADAMS; HAMBLEN, 1994; GREVE;
AMATUZZI, 1999).

A cartilagem articular envelhecida pode tornar-se mais susceptivel a falhas
mecanicas e a perda do conteudo de agua do tecido. A cartilagem articular desidratada
pode ter uma capacidade reduzida de dissipar as forgas através da articulagdo. O
desgaste mecanico cumulativo da idade avang¢ada pode causar ou estar fortemente
associado ao enfraquecimento da cartilagem articular (NEUMANN, 1989).

O enfraquecimento do colageno e a deplecdo dos proteoglicanos observados na
osteoartrose avangada reduzem a capacidade da cartilagem de resistir as forcas de

tensdo e compressdo. Com conseqiiéncia, forgas articulares ndo amortecidas podem
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causar um enrijecimento reativo ou esclerose do osso subcondral desprotegido. A
cartilagem degenerada e o osso subcondral enrijecido ndo sdo capazes de atenuar as
intensas forgas transarticulares. Osteofitos e varios remodelamentos podem ocorrer,
alterando as superficies articulares, que perdem congruéncia (NEUMANN, 1989).

No osso subcondral ocorrem alteragdes proliferativas na tentativa de aumentar a
superficie de suporte de peso; isto acaba por comprometer a elasticidade e aumentar a
rigidez do o0sso, que se torna mais sensivel ao desenvolvimento de microfraturas. As
microfaturas curam com formacdo de calos e maior rigidez dssea; surgem osteofitos,
luxacdes e instabilidade articular (LIANZA, 2001).

Nao se sabe ao certo qual ¢ o evento primario que inicia o processo da
osteoartrite. Segundo Larocca (1999), alguns autores afirmam que o evento primario
ocorre no osso subcondral. Exercicios repetitivos, praticados em excesso, levariam a
sobrecarga do osso subcondral, permitindo a ocorréncia de fraturas. Essas microfaturas
sao curadas com a formacao do calo, o que torna o osso mais ineldstico e esclerdtico.
Essas alteracdes estruturais fazem com que o osso deixe de absorver bem os impactos e
aumentam a pressdo venosa intra-0ssea, considerada um dos elementos responsaveis
pela dor na osteoartrite. Neste caso, a lesdo da cartilagem articular seria secundaria a
perda da capacidade de absor¢do de choques pelo osso subcondral.

Outros pesquisadores (GOLDMANN; BENNETT, 2001) acreditam que o evento
primario localize-se na cartilagem articular, na qual a atividade metabdlica dos
condrocitos ¢ regulada pelo aumento na sintese de proteoglicanos, seguido pela perda
dos condrocitos (apoptose). As razoes de falha do reparo ndo sao claras, mas podem se
relacionar a incapacidade de reconstruir a estrutura tridimensional da cartilagem em
individuos maduros.

Os processos responsaveis pela degradaciao do colageno e dos proteoglicanos na
osteoartrite sdo impulsionados por enzimas proteoliticas e liberadas pelos proprios
condrocitos. A ativacdo subseqiiente dessas enzimas supera as defesas naturais da
matriz, resultando na degrada¢do do coldgeno e clivagem dos proteoglicanos. A seguir,
ocorre a liberagcdo no liquido sinovial dos fragmentos dessas moléculas, que penetram
na circulacdo e permitem detectar e avaliar o processo de degradacio (GOLDMANN;

BENNETT, 2001).
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Na cartilagem do adulto normal, os condrocitos sintetizam os componentes da
matriz muito lentamente. Entretanto, durante o desenvolvimento, a biossintese ¢
estimulada por uma variedade de citocinas anabolicas e fatores de crescimento, como o
fator de transformacdo do crescimento (TGF)-B, proteinas morfogenéticas do osso
(BMPs) e insulina como fator de crescimento (IGF-I). Na osteoartrite muitos desses
fatores - e outros, como o fator de necrose tumoral (TNF)-a e a interleucina I (IL-I) -
sdo produzidos pela sindvia e condrécitos (SANDEL; AIGNER, 2001).

Na cartilagem normal, h4d um rigido controle do furnover da matriz, um delicado
balanco entre sintese e degradacdo. Na osteoartrite, porém, este equilibrio esta
perturbado, com degradacdo e sintese aumentadas. As citocinas inflamatorias IL-1,
TNF-um, IL-17 e IL-18 aumentam a sintese de metaloproteases de matriz (MMPs),
diminuem as enzimas inibitérias de MMP e diminuem a sintese de matriz extracelular.
As citocinas anabdlicas IGF-I, TGF-B1, 2, e 3, fatores de crescimento fibroblasticos
(FGFs) 2, 4, ¢ 8 e BMPs estimulam a sintese de matriz extracelular. Estudos recentes
tém explorado o papel das citocinas e dos fatores de crescimento na patogénese da
osteoartrite (SANDEL; AIGNER, 2001).

Outras influéncias moleculares de degradacao da cartilagem comec¢am a emergir,
demonstrando que tal degrada¢do ¢ o resultado de um desarranjo molecular inicial.
Sabe-se agora que fragmentos de fibronectina podem induzir a expressdo de
metaloproteases ¢ degradagdo de matriz nos condrocitos. O mecanismo molecular
provavelmente ¢ a inducdo aumentada da expressdo de gene colagenase e estromelisina
(SANDEL; AIGNER, 2001).

A degradacdo na cartilagem articular ¢ mediada principalmente pelas
metaloproteases (MMPs), enzimas ativas em pH neutro que podem digerir
sinergicamente todas as macromoléculas da matriz. A colagenase, gelatinase e
estromelisina constituem os trés grupos de metaloproteases (SANDEL; AIGNER,
2001). Além das metaloproteases e citocinas responsaveis pela degradacdo da
cartilagem articular na osteoartrite, também tem sido salientada a contribui¢do do 6xido
nitrico na patogenia desta doenca. O 6xido nitrico é produzido em grandes quantidades
por condrdécitos ativados por citocinas e exerce varios efeitos catabolicos tais como a

inibi¢do da sintese de coldgeno e proteoglicanos, ativacdo de metaloproteases, inibi¢do
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da proliferacao de condrécitos e inducao da apoptose de condrécitos in vitro (SANDEL;
AIGNER, 2001).

Deste modo, muitos sdo os mecanismos envolvidos na patogenia da osteoartrite,
levando a degradacdo da cartilagem e perda da funcdo articular. Entretanto, até o
presente momento, o tratamento dessa doenca estd baseado em drogas direcionadas,
predominantemente, para o controle da dor e/ou inflamagcdo associada com sinovite,
mas que ndo reduzem a destruicdo da cartilagem. Do mesmo modo, a utilizacdo dos
denominados condroprotetores ndo parece suficiente para conter o processo de
degradagdo, nem induzir aparentemente a producdo de matriz cartilaginosa pelos

condrécitos (SANDEL; AIGNER, 2001).

1.1.7 Quadro clinico

Os estagios iniciais do processo osteoartritico sdo clinicamente silenciosos, o
que explica a elevada prevaléncia de sinais radioldgicos e histopatologicos da
osteoartrite em paciente clinicamente assintomatico. Mesmo em estdgios avangados da
osteoartrite, verifica-se correlagdo precaria entre os sintomas clinicos ¢ as alteragdes na
integridade da cartilagem e do osso, definidas por artroscopia ou por técnicas indiretas
de imageamento tais como radiografia e ressonancia magnética (LAROCCA, 1999).

A artrite estd associada com dor, sinais inflamatérios, rigidez articular,
deformidade e perda progressiva da fun¢do (LIANZA, 2001).

Segundo Larocca (1999), os sinais e sintomas sdo geralmente localizados
(poucas articulagdes ou uma tnica). A dor no inicio da doenga acontece apds o uso da
articulagdo e ¢ aliviada pelo repouso. Com a evolugdo do processo degenerativo, ela
aparece com um uso minimo e até mesmo sem ele. E descrita como uma dor surda e
profunda sobre a articulagdo afetada e que, provavelmente, origina-se em outras
estruturas articulares e periarticulares, dada a auséncia de inervacdo na cartilagem. O
espasmo muscular e instabilidade articular que causam estiramento da capsula sdo
outras causas de dor. Rigidez matinal por aproximadamente vinte minutos, sinovite e
perda da mobilidade também sdo comuns na osteoartrite (LIANZA, 2001).

Derrames articulares quase sempre acontecem nos estagios precoces ¢ durante
exacerbagdes inflamatodrias agudas. O liquido € claro, com elevado grau de viscosidade,

baixo contetido de proteinas e baixa contagem celular. Ha referéncias de cristais de
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apatita nas articulagdes. Nos pacientes idosos podem ser observados derrames
hemorragicos, por forca do sangramento de osteofitos soltos e fimbrias sinovias
vasculares (GOLDING, 2001).

Independente da causa inicial, o paciente com artrite em estagio terminal sofre
dor durante acdes de sustentagdo de peso, sensacdo de arqueamento ou de falseio,
rigidez e articulagcdes inchadas que podem limitar os movimentos do joelho nos
extremos de flexdo e extensdo (SNIDER, 2000).

A dor periarticular pode ser relacionada com a instabilidade, principalmente nas
articulagdes de carga, por excessivo estiramento das estruturas ligamentares, tendinosas
e bursas, principalmente nas insercdes Osseas. As alteragdes da mecanica normal do
movimento articular relacionadas as instabilidades pela perda da capacidade
estabilizadora dos tenddes e ligamentos também podem causar dor. Este tipo de dor
manifesta-se durante a realizagdo do movimento articular, associada a diminui¢do de
poténcia muscular e amplitude de movimento. As altera¢des inflamatérias intrinsecas
das estruturas periarticulares, principalmente tenddes, bursas e ligamentos, também
podem causar dor (GREVE; AMATUZZI, 1999).

Freqiientemente, os pacientes relatam sintomas de travamento ou agarramento,
parecidos com os que ocorrem na laceragcdo de menisco, pela “aderéncia” das
superficies articulares irregulares e/ou invélucro de tecido mole inflamado (SNIDER,
2000).

Algumas caracteristicas da osteoartrite, como a piora no final do dia,
relacionam-se ao uso da articulacdo envolvida, apresentando periodos de exacerbacao
relacionados com determinadas atividades. A rigidez matinal, geralmente fugaz, embora
em alguns casos possa ser incapacitante, ¢ muito freqiiente, assim como a rigidez pos-
inatividade (GREVE; AMATUZZI, 1999).

Pacientes que apresentam osteoartrite de joelho foram avaliados em sua forca
isométrica maxima, resisténcia e amplitude maxima de movimentos de flexdo e de
extensdo. Esses pacientes apresentavam grande dificuldade de movimento, dor para as
atividades de vida diaria, grande diminui¢do da for¢a de extensdo e flexdo, diminui¢ao
da resisténcia do quadriceps e isquiotibiais e diminui¢do da velocidade dos musculos da

coxa. Esses dados mostram que a osteoartrite ¢ realmente incapacitante, reduzindo
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progressivamente a fungcdo muscular e a capacidade funcional dos individuos (GREVE;

AMATUZZ1,1999).

1.1.8 Achados Radiologicos

A radiografia pode ser normal nos estagios iniciais. Com a evoluc¢do da doenca,
ha um estreitamento do espago articular devido a perda da cartilagem articular,
surgimento de osteofitos no fémur e/ou na tibia, aplainamento dos condilos femorais,
esclerose periarticular, cistos subcondrais, osteocondrite dissecante, corpos livres,
fraturas de avulsdo e condrocalcinose. Também podem ser encontradas deformidades de
alinhamento no plano coronal como os joelhos varo e valgo, deformidades no plano
sagital, patela alta e subluxagdo patelar (FRONTERA; DAUSON; SLOVICK, 2001;
GOLDING, 2001).

Os achados caracteristicos da osteoartrite aumentam em freqiiéncia apds os
cinqiienta anos de idade. O primeiro sinal claro de osteoartrite no joelho ¢ a agudizagdo
dos rebordos articulares, principalmente da patela e da tibia (ADAMS; HAMBLEN,
1994). Uma das caracteristicas mais importantes da epidemiologia da osteoartrite ¢ a
falta de concordancia entre o quadro radiologico e os sintomas (FRONTERA;
DAUSON; SLOVICK, 2001). Segundo Frontera, Dauson e Slovick (2001), dois tercos
dos pacientes com caracteristicas radiograficas n3o t€m sintomas ou s30
oligossintomaticos. Entretanto, para Greve e Amatuzzi (1999), apenas 50% dos
pacientes com alteracdes radioldgicas graves apresentam sintomatologia dolorosa.
Lianza (2001) relata que pelo menos 85% das pessoas com idade superior a 70-79 anos

de idade apresentam diagnostico radioldgico da osteoartrite.

1.2 Inflamacao

A inflamacgdo ¢ reacdo local do tecido vascularizado as agressoes causadas por
bactérias, traumas, substancias quimicas, calor ou qualquer outro fendmeno, sendo
caracterizada pela reacdo dos vasos sanguineos (GUYTON; HALL; KITCHEN;
BAZIN, 1998). A resposta inflamatoria ¢ composta por duas fases, inflamag¢ao e reparo,
que por estarem intimamente associados constituem um processo unico. A inflamagao

tem o objetivo de destruir, diluir ou isolar agentes lesivos e as células que estes ultimos
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podem ter destruido. O reparo comega durante a fase ativa da inflamacao e termina apds
a influéncia lesiva ter sido neutralizada. As células e os tecidos destruidos sdo
substituidos por células vivas, as vezes pela proliferacdo de células parenquimatosas
ativas, porém mais freqlientemente por fibroblastos menos especializados que formam o
tecido cicatricial. Deste modo, a resposta inflamatoria desencadeia uma série complexa
de eventos que cura e reconstitui, tanto quanto possivel, o tecido lesado (KITCHEN;
BAZIN, 1998).

O homem ndo poderia sobreviver a lesdo sem as respostas protetoras da
inflamacdo. As infec¢des evoluiriam sem controle e as queimaduras e feridas
permaneceriam ulceradas; assim, a inflamagdo ¢ considerada um mecanismo protetor
vital (KUMAR; COTRAN; ROBBINS, 1994; TIZARD, 1998).

Multiplas substancias como células fagociticas e moléculas defensivas — como
anticorpos e sistema complemento — ganham acesso aos locais de invasdo microbiana
ou de danos teciduais, induzindo mudancas secundarias dramaticas nos tecidos. Ao
penetrar as barreiras mecanicas e tissulares, os microorganismos provocam uma reagao
complexa no tecido conjuntivo vascularizado, desencadeando um processo inflamatorio
com 0s eventos e seqiiéncias monitoradas pelo hospedeiro (CORREA; CORREA, 1992;
COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1996; GUYTON; HALL, 1997).

Os mecanismos de defesa celular sdao imediatamente mobilizados apds a
presenga dos estimulos exdgenos ou enddgenos. Estes agentes inflamatorios atuam
sobre os tecidos induzindo a liberagdo de mediadores que agem nos receptores das
células lesadas, aumentando a permeabilidade vascular, exsudando plasma e células
sangiiineas para o intersticio (CORREA; CORREA, 1992; GUIDUGLI-NETO, 1997;
BRASILEIRO-FILHO, 1998). Cessada a a¢ao do estimulo, a liberacdo dos mediadores
¢ reduzida, a microcirculac¢do volta ao normal e o sistema linfatico remove o exsudato.

A inflamacao aguda limita-se pela curta duracdo de minutos a algumas horas e
dias. E caracterizada por exsudagdo de liquidos e de proteinas plasmaticas (edema), e
emigracao de leucdcitos, principalmente neutrdfilos. O carater de resposta inflamatoria
imediata é basicamente o mesmo, qualquer que seja o local ou a natureza do agente
lesivo. Embora o padrdao da inflamacdo aguda seja Unico, a intensidade da reacdo ¢
determinada pela gravidade do agente lesivo e pela capacidade reacional do hospedeiro

(CHANDRASSOMA et al, 1993; KITCHEN; BAZIN, 1998).



27

Calor e eritema (rubor) sdo decorrentes do aumento da circulagdo sangiiinea na
regido acometida. O edema (tumor) advém da exsudagdo causada pela lesdo celular,
sendo que a dor provém da compressao das terminagdes nervosas sensitivas, podendo
ser desencadeada por agentes irritantes como citocinas. A perda de funcgdo € outro sinal
clinico, acrescido por Virchow (KUMAR; COTRAN; ROBBINS, 1994; COTRAN;
KUMAR; ROBBINS, 1996; GUIDUGLI-NETO, 1997, MONTENEGRO; FRANCO,
1999).

A agudizagdo do processo inflamatorio compdem-se de fendmenos vasculares
onde inicialmente ocorre uma constri¢do transitoria das arteriolas locais, seguida de
vasodilatagdo arteriolar e abertura dos leitos capilares na area danificada caracterizados
pelo aumento do fluxo sangiiineo para a regido agredida. O aumento da permeabilidade
vascular leva ao extravasamento de proteinas plasmaticas com actimulo significativo de
leucdcitos, permitindo aumento do edema, fibrina, neutréfilos e hemaceas (COTRAN et
al., 2000; KITCHEN; BAZIN, 1998).

A inflamagdo cronica ¢ a soma das reagdes do organismo como conseqiiéncia da
persisténcia de um agente agressor com maior duracdo de tempo; estd associada a
presenga de linfocitos, monoécitos, macrofagos, neoformacdo vascular e tecido
conjuntivo (fibroblastos decorrente a disposicao de colageno) (COTRAN et al., 2000;
KITCHEN; BAZIN, 1998).

Correa e Correa (1992), descrevem as células envolvidas no processo
inflamatorio, dentre elas os neutrofilos, basofilos, eosindfilos, plaquetas, mastocitos,
fibroblastos do tecido conjuntivo, macrofagos e linfocitos, e ainda as células endoteliais
que revestem os capilares, os pré e pos-caplilares.

Os fagocitos sdo células envolvidas ativamente nos processos defensivos do
organismo, especializados na fagocitose, digestdo intracelular e capacidade de matar
microorganismos; sao divididos em polimorfonucleares (representados por neutréfilos e
eosinodfilos) e mononucleares (macrofagos) originados dos mondcitos (COTRAN et al.,
2000; BRASILEIRO FILHO, 1998).

Os leucocitos neutrofilos sdo conhecidos como polimorfonucleares e sao
originados do tecido mieldide. Sao células fundamentais nos primeiros eventos da
reacdo inflamatoria representada pelas células brancas no sangue. Possuem em torno de

6 a 7 horas de vida quando ativados, necessitando de reposi¢do continua, tanto para
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circulacdo como para os exsudatos inflamatérios encontrados no exsudato purulento
(JONES et al, 2000). Possuem mobilidade (amebdides) deslocando-se dos vasos para os
tecidos e fixam-se no endotélio através das moléculas de adesdo. Possuem papel
importante na quimiotaxia, desenvolvem e amplificam os eventos inflamatdrios, sdo
advindos dos efeitos produzidos através das prostaglandinas, sendo altamente
fagocitarios, contendo em seus granulos varios sistemas microbicidas com grande
variedade de enzimas digestivas, que ativa os leucocitos (STEVENS ; LOWE, 1998).

Os leucdcitos, em geral, ingerem agentes ofensores, destroem microorganismos
e degradam o tecido necrotico e antigenos estranhos; engolfam pequenas particulas no
processo conhecido como fagocitose, podendo prolongar a inflamacao e induzir uma
lesdo tecidual devido a liberagdo de mediadores quimicos (COTRAN et al., 2000).

Os leucocitos basoéfilos originam-se na medula 6ssea, sendo encontrados em
pequenas quantidades no sangue circulante. Possui nucleo lobado, seu citoplasma
contém granulos basofilos e metacromaticos, que armazenam e liberam mediadores
como heparina e histamina que atuam nas modificagdes vasculares. Suas fungdes sdo
similares as dos mastdcitos, ligando a IgE na superficie celular e degranulando o
antigeno, agindo nas reagdes de hipersensibilidade (MONTENEGRO; FRANCO, 1999;
AIRES, 1999; JONES; DUNCAN; KING, 2000).

Os fagocitos mononucleares na medula 6ssea sdo chamados de mondcitos,
quando na circula¢do sangiiinea de macréfagos maduros, encontrados ao redor do
endotélio vascular e na microcircula¢do. O numero de células aumenta na medula 6ssea
ap6s a lesdo. Algumas células sdo especializadas e diferenciadas, dependendo da sua
localizagdo; encontram-se em maior numero no figado e baco, de onde removem células
senis do sangue circulante e dos linfonodos (CORREA; CORREA, 1992; JONES et al.,
2000).

De acordo com Montenegro e Franco (1999), os vasos proliferam-se em dire¢cao
a lesdo, sendo acompanhados pelos fibroblastos que sintetizam coldgeno. Como
conseqiiéncia, a area lesada vai sendo substituida por cicatriz fibrosa. Podem modular-
se formando verdadeiras barreiras celulares — células epitelidides — que secretam
ativamente suas enzimas, exocitando-as. Modulam-se em células gigantes nos casos de
inflamacdo crénica como no caso do Mycobacterium, substancia utilizada para indug¢do

da inflamagdo aguda.
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Os mastocitos estao localizados nas pequenas vénulas, propiciando a liberagao
de mediadores inflamatorios pré-formados que influenciam no tonus vascular e na
qualidade de adesdo leucocitaria do endotélio. Devido aos estimulos no processo
inflamatorio, os mastocitos se desgranulam, liberando assim produtos pro-inflamatdrios
pré-formados como a histamina, uma amina que aumenta a permeabilidade vascular e
possibilita a passagem de proteinas do plasma para o intersticio causando edema
(CORREA; CORREA, 1992).

Para Guidugli-Neto (1997), Correa e Correa (1992), a maior fonte de histamina
encontra-se nos granulos dos mastocitos presentes no tecido conjuntivo,, € o principal
mediador quimico pré-formado da inflamagao.

Os linfécitos T e B exsudam nas inflamagdes; portanto, sdo células inflamatorias
e imuno-reguladoras. Quando ativados, produzem as citocinas e regulam a atividade de
outras células exsudadas, componente de suma importancia nas inflamagdes cronicas,
reagOes alérgicas, € nas inflamagdes provocadas por virus. Diante de uma agressao
antigénica, respondem a antigenos especificos desde sua expansdo clonal até sua
diferenciagdo. Quando estimulados por antigeno, receptores imunoglobulinicos por
interleucina-1 ou histamina, os linfocitos produzem e secretam lindocinas
(BRASILEIRO FILHO, 1998; AIRES, 1999; JONES et al., 2000).

Os linfocitos B sdo responsaveis pela produg¢do de imunoglobulina, sendo
ativados no foco inflamatdrio ou linfonodo regional. Ja os linfocitos T controlam a
imunidade celular (COTRAN et al., 1996; BRASILEIRO FILHO, 1998).

Segundo Montenegro e Franco (1999), a primeira resposta do organismo a
agressores teciduais ¢ a inflamagdo aguda, onde os fenomenos exsudativos procuram
neutralizar, destruir e eliminar o agente causal. Quando o agente agressor ndo ¢
digerivel pelos neutrofilos (fagocitose), o ciclo de recrutamento de novos neutrdfilos
pode se perpetuar, substituindo a inflamagado aguda pela cronica, que pode ser especifica
ou inespecifica.

A inflamacdo granulomatosa ¢ um tipo de inflamag¢ao cronica. Caracteriza-se por
um agregado de macrofagos modificados, designados de células epitelidides, ou células
gigantes multinucleadas e circundadas por leucdcitos mononucleares, monocitos

linfocitos sendo estes, associados a microorganismos € a outros agentes capazes de
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induzir a sensibilizacdo dos linfécitos T (KUMAR et al., 1994; GUIDUGLI-NETO,
1997).

As células envolvidas na formagdo do granuloma sdo os macréfagos e linfocitos.
Se os macrofagos ndo forem destruidos pelo agente agressor através da fagocitose,
perdem sua motilidade e acabam por se fixar no local, transformando-se em granuloma
(MONTENEGRO; FRANCO, 1999).

Na microscopia eletronica os granulomas apresentam limites pouco precisos. O
nucleo tem limites regulares de forma oval e alongada; podem apresentar pregueamento
na membrana nuclear e citoplasma amplo e fracamente eosindfilo. Os granulomas
antigos desenvolvem um envoltorio de fibroblastos e tecido conjuntivo (COTRAN et

al., 1994; GUIDUGLI-NETO, 1997).

1.3 Laser de Arseneto de Galio (GaAs)

A palavra laser ¢ um acronimo para a amplificagdo da luz por meio da
estimulacdo da emissdo de radiagdo, sendo este o principio que foi adotado na sua
criacdo (LOW; RED, 2001; ORTIZ, et al., 2001).

Para que a radiacao laser produza efeito sobre o corpo humano, € necessario que
seja absorvida pelo mesmo, e que ocorra interagdo da radiagdo com as estruturas
moleculares e celulares (VECOSO, 1993).

Por volta de 1917, Albert Einstein tinha esbogado os principios basicos para a
producdo da radiacdo laser como parte da teoria quantica. No entanto, somente na
década de sessenta o primeiro feixe de luz foi produzido por Maimam, e em meados dos
anos setenta, foi desenvolvido o laser Hélio-Neonio.

Por ser uma radiacdo Optica, o laser faz parte do espectro eletromagnético, ¢ a
faixa utilizada para a laserterapia de baixa intensidade inclui a luz visivel e parte
proxima do espectro infravermelho, sendo chamado de janela espectral para tecidos
bioldgicos. (VECOSO, 1993; ORTIZ, et al., 2001; LOW; RED, 2001).

Brosseau et al., (2000) cita que o laser foi adotado recentemente nas Américas
como uma forma de tratamento ndo invasivo usado na fisioterapia para obtengdo de
melhores resultados no controle de eventos inflamatorios.

O estudo da interagdo entre a luz laser e a matéria viva € bastante complexa; a

energia depositada nos tecidos sofre fendmenos de absorcdo, reflexdo, difusdo e
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transmissdo. A pele ¢ extremamente heterogénea do ponto de vista Optico e a medida
que distanciamo-nos da superficie, menor ¢ a energia absorvida (TARUNAS et al.,
1998; LOW; RED, 2001).

A luz vermelha estimula a produgdo dos citocromos na mitocondria, alterando a
permeabilidade celular; cada tipo de membrana celular apresenta diferentes
fotorreceptores, portanto, diferentes comprimentos de onda podem apresentar ou nao
efeito sobre as células especificas (LOW; RED, 2001).

O laser de baixa poténcia (LLLT) age principalmente sobre organelas celulares
(mitocondrias ¢ membranas), gerando aumento da sintese de ATP e modificando o
transporte i6nico, sendo que esses processos ocorrem por meio de fotorreceptores
celulares, descritos acima. A reagdo do laser de baixa poténcia estimula os componentes
de alguns cromoforos da cadeia respiratoria gera, “vitaliza” a célula pelo aumento de
ATP mitocondrial. A energia luminosa ¢ absorvida nos citocromos e porfirinas dentro
da mitocondria e membrana celular. Uma pequena quantidade de oxigénio livre ¢
produzida como resultado da absor¢do da luz dentro da célula. Isto causa formagdo de
gradiente de protons através da membrana celular e através da membrana da
mitocondria. Este tipo de estimulag¢do pode ser interpretado como efeito de ressonancia
biologica. Dependendo do comprimento de onda, radiagdo eletromagnética na forma de
luz pode estimular macromoléculas, iniciando mudangas conformacionais na proteina e
transferindo energia para elétrons. Dessa forma, o LBP acelera, a curto prazo, a
glicélise e a oxidacao fosforilativa e a longo prazo, a transcri¢do e a replicagdo de DNA
(KARU, 1987).

Quando a radiacdo penetra no tecido ela pode ser absorvida ou transmitida,
dependendo para isto do comprimento de onda e da natureza dos tecidos. Para que
ocorra absor¢do de um foton € necessario que o comprimento de onda a ele associado
corresponda a diferenga de energia entre o estado existente do elétron e um nivel de
energia mais alto do que permitido (LOW; RED, 2001).

Segundo Ortiz et al., (2001), os pardmetros que descrevem o laser sdo o tipo de
comprimento de onda, a poténcia média, a poté€ncia de pico ou radiante, a area tratada, o
tipo de feixe, densidade de energia ou fluéncia dado em J/cm?.

Segundo Matera, Dagli e Pereira (1994), Ortiz et al., (2001), a profundidade de

penetragdo de luz do laser diodo de GaAs € 1.6 vezes maior em comparagdo com o laser
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HeNe devido a diferenca no comprimento de onda (penetragdo de 1.6 mm). Este
aparelho possui inimeras qualidades, dentre elas seus efeitos j& mencionados, ¢ um
aparelho de facil aplicacdo, pequeno, economico e seguro (TARUNAS; MATERA;
ZAIDAN, 1998).

O laser GaAs ¢ obtido por estimulagdio de um diodo semicondutor. O
comprimento de onda de 904nm, tem emissao pulsada. Tem maior destaque para lesdes
profundas do tipo articular ou muscular. O modo de aplicagdo aconselhado ¢ o pontual,
mas também pode ser por varredura ou por zona (BAXTER, 1997; VECOSO, 1993).

Ja o laser GaAs de 830nm trabalha em regime de emissdo continua e pulsada.
Deste modo, uma consideravel poténcia pode ser obtida de diodos que utilizam este
comprimento de onda. O diodo de laser de 830 nm produz uma energia maior do que o
de 904 nm. Assim, o laser de 830 nm ¢ bastante indicado em dermatologia e nos
tratamentos fisioldgicos, nos quais € necessario atingir estruturas mais profundas
(GENOVESE, 2000).

Recentes pesquisas mostram existir uma faixa de estimulacdo onde a sintese de
DNA/RNA ¢ maior. Foram encontrados quatro comprimentos de onda em que a
estimulag¢do em nivel celular ¢ maxima, sendo os de 620 nm, 670 nm, 760 nm ¢ 8§30 nm.
Outra vantagem do laser de 830 nm ¢ de estar biotecnicamente dentro da faixa onde a
fotobioativacdo ¢ melhor (GENOVESE, 2000).

O laser, sendo uma radia¢ao 6ptica, compde parte do espectro eletromagnético.
O laser de baixa poténcia utiliza faixa entre 620 a 1300 nm, ou seja, luz visivel
(vermelho) e invisivel (parte do infravermelho) (OSHIRO; CALDRHEAD, 1991).

Densidade de energia, ou fluéncia, ¢ calculado pela energia total transmitida por
um feixe de laser (J) pelo tempo (s) sobre o tamanho da 4rea do feixe (cm?). Os valores
tipicos para os tratamentos de rotina podem variar desde menos 1 até mais de 30 J/ cm?*;
contudo, a faixa de uso mais comum situa-se entre 1 e 12 J/ cm? (KITCHEN; BAZIN,
1998).

Outro parametro a ser considerado ¢ o comprimento de onda, pois este define a
profundidade de penetragdo no tecido alvo, sendo que radiagdes com diferentes
comprimentos de onda atingem diferentes profundidades em um mesmo tecido. As
radiagdes emitidas na regido do ultravioleta e na regido do infravermelho médio

apresentam alto coeficiente de absor¢do pela pele, fazendo com que a radiacdo seja
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absorvida na superficie, enquanto que na regiao no infravermelho proximo (820nm e
840nm) constata-se baixo coeficiente de absorc¢do, implicando em maxima penetracdao
no tecido. Também ¢ importante ressaltar que existe uma janela Optica entre 700 e
1200nm, que permite a penetracdo da radiagdo em niveis mais profundos
(BRUGNERA; PINHEIRO, 1998).

Outra caracteristica que merece destaque € o regime de atividade que pode ser
pulsado ou continuo, dependendo da fonte do material e configuragdo do sistema de
produgdo do laser. Quando se utiliza um laser pulsado, deve-se especificar a dose de
irradiagdo, além da taxa de repeticdo do pulso e da duragdo deste (KARU, 1987). Os
cromoforos ndo conseguem detectar a pulsagao quando a freqiiéncia ¢ de 1000 Hz,
distinguindo como se fosse continuo. A poténcia emitida de um laser pulsado, se deve a
soma de energias levadas pelo nimero de pulsos em um segundo, ou seja, a poténcia
média ¢ igual a poténcia de pico (W ou mW) vezes a duragdo do pulso (s) vezes a
freqiiéncia do pulso (Hz).

Para Ortiz et al., (2001), pesquisas tém demonstrado que as radiagcdes com
poténcia radiante inferior a 1 W, apresentam-se sem potencial destrutivo, dentre eles o
laser Hélio-Neonio (HeNe) e laser Arseneto de Galio (GaAs).

O efeito da laserterapia foi comprovado por inimeros autores que constataram
sua utilizacdo como antiinflamatoério, antiedematoso, analgésico, estimulante do
metabolismo celular, neoformador de colageno e sintetizador de proteoglicanos DNA
(ABERGEL et al.,, 1984; VECOSO, 1993; SCHIMITT et al, 1993; STAINKI;
RAISER; GRACA, 1998). O Laser ¢ uma forma de tratamento nao invasivo usado na
fisioterapia para obtengdo de melhores resultados no controle de afecgdes
mioarticulares.

Seitz e Kleinkort (1986 apud LOW; RED 2001), comprovaram que a
laserterapia ¢ usada em muitas afeccdoes que causam dor como artrite reumatoide,
osteoartrite, bursite, inflamac¢do nervosa e espasmo muscular.

No estudo do laser de baixa poténcia Mester (1985), obteve regeneracio
epitelial, colagenogénese, neovascularizacdo e for¢a de tensdo aumentada em feridas
radiadas quando comparado as isentas de tratamento laser. Em 1985 compila seus

trabalhos e conclui que: a radiagdo laser de baixa poténcia atua no processo cicatricial,
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dosagens altas ou pequenas, porém cumulativas, com um efeito inibidor; o laser atua no
estagio inicial da cicatrizagdo, favorecendo primariamente a colagenogénese.

A dose recomendada em laserterapia para promover aumento do numero de
fibroblastos e conseqiientemente de fibras coldgenas, incremento vascular e
reepitelizacdo deve se situar entre 1 e 5 Jem® (MESTER, 1985; TARUNAS,
MATERA; ZAIDAN, 1998).

Schmitt et al.,(1993), concluiu que a laserterapia apresenta efeitos de
biomodulacdo positiva, devido ao aumento de proliferacio de células do tecido
conjuntivo e estimulo para neovascularizagio quando em dosagem de 2 a 4 J/cm?, onde
o efeito depende do tipo de fonte de radiagdo, da duracao da exposicao, e da quantidade
de energia por cm®.

Para Ortiz et al.(2001), doses superiores a 4 J/em® incapacitam as células de
absorver mais energia, ¢ tém sido usadas no tratamento de artrite reumatdéide com
finalidades de se utilizar capacidades inibitorias do laser para limitar o processo
reumatico.

Mester (1985), comprovou a aplicacdo do laser no processo cicatricial de feridas
através da microscopia eletronica onde evidenciou um aumento nas atividades dos
fibroblastos, aumento das fibras colagenas, aumento dos corpusculos celulares do tipo
lisossoma, aumento das vesiculas intracelulares e através de vias histoquimicas em
ratos, comprovou o aumento da atividade da succinildesidrogenase e esterases ndo
especificas dos fibroblastos (VECOSO, 1993).

Radiag¢des infravermelhas aceleram a proliferacdo celular e reduzem a
concentragdo de oxigénio nos meio intra e extracelular, normalizando o pH. Os efeitos
do laser sdo de grande extensdo e dependem do modo de aplicagdo (angulo de
incidéncia), da natureza dos tecidos, e comprimento de onda (VECOSO, 1993; ORTIZ,
et al., 2001; LOW; RED, 2001). Atua atenuando a dor, neoformando coldgeno e na
sintese de proteoglicanos e DNA (BROSSEAU et al., 2000).

Vegoso (1993), também propde os efeitos fisiologicos da laserterapia: devido a
decorréncia da incorporacao da radiagdo laser, ha liberacdo de substancias pré-formadas
como histamina, serotonina e bradicinina, estes porém atuam na sintese de
prostaglandinas, na lise da fibrina, proporcionando modificagdes estimulatorias ou

inibitérias em reacdes enzimdticas como na atividade da bomba sdédio/potassio
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mantendo-a com maior eficiéncia. Para que esta reagdo aconteca faz-se necessario a
producao de ATP, devido ao grande consumo de energia.

O estudo de Tarunas, Matera e Zidan (1998), afirma que apds a exposi¢do ao
processo inflamatorio, os fibroblastos e os capilares aparecem dentro de 24 horas,
aparentemente mais evidentes de 7 a 10 dias; este mesmo estudo cita o inicio do
processo de reparacao que ocorre de 3 a 4 dias.

Para Ortiz et al. (2001), a fagocitose de leucocitos foi consideravelmente
aumentada por uma densidade de energia incidente de 0.05 J/cm? e inibida utilizando 2-
4 J/em?®, neste caso os leucocitos aglomeravam-se e atuavam no sentido de inibir a
fagocitose como se houvesse aplicado grandes doses de energia.

A efetividade clinica depende das doses de energia adequadas, aplicadas
corretamente e usadas gradual e regularmente. A sobre-dosificacdo pode ndo produzir
efeito ou gerar prejuizos. Deve-se levar em conta que os resultados obtidos da exposi¢@o
laser sao cumulativos (MATERA; DAGLI; PEREIRA, 1994).

Mester (1985) e Vegoso (1993), consideram que nos tratamentos a cada dois
dias ou duas vezes por semana se conseguem respostas positivas, e sugerem que doses
de irradiacdo baixas repetidas com intervalo semanal induzem melhores efeitos
comparados com altas doses de energia aplicadas em curto periodo de tempo.

Para Schimitt er al. (1993), a reparacdo tecidual ocorre por migra¢do e
proliferacdo de fibroblastos ou do tecido adjacente, e ¢ confirmada a partir do momento
que ha um adequado suprimento sangiiineo para iniciar a sintese do colageno. Em
condi¢gdes normais o processo lesivo do tecido € lento devido a vascularizagao local ser
deficiente.

O laser difere da luz comum por apresentar caracteristicas como:
monocromaticidade (cada meio que gera laser corresponde a um comprimento de onda
especifico); coeréncia (feixe apresenta 0 mesmo comprimento de onda e a mesma fase,
onde picos e depressdes dos campos elétricos e magnéticos ocorram ao mesmo tempo, €
possuem a mesma dire¢do); € colimagdo (pode ser descrita como uma conseqiiéncia da
coeréncia espacial: o feixe apresenta alto grau de paralelismo; e pode ser propagadp por

longas distancias (ORTIZ et al., 2001).
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Em suma, pode-se caracterizar um feixe laser como apresentador da
mesma fase com coeréncia espacial e monocromaticidade. Estes fatores facilitariam a

penetragdo do laser nos tecidos bioldgicos (ORTIZ et al., 2001).
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2 JUSTIFICATIVA

Justifica-se a escolha do tema pela alta incidéncia de osteoartrite (processo
inicial e inflamatorio) e pela incessante busca de novos recursos para o tratamento da
mesma. A laserterapia vem sendo cada vez mais utilizada, devido aos efeitos que
provoca no quadro clinico destes pacientes, principalmente alivio da dor e diminui¢ao
do processo inflamatorio; porém, ha uma escassez de estudos experimentais que

comprovem quantitativamente, morfologicamente e bioquimicamente seus efeitos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos da terapia com laser de baixa poténcia (GaAs 830 e 904nm) na

reacdo inflamatoria decorrente de uma osteoartrite em ratos Wistar.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar o efeito dos diferentes lasers sobre o processo inflamatorio em
osteoartrite induzida por Adjuvante de Freund, em ratos da linhagem Wistar.

e Comparar a eficacia dos diferentes lasers de baixa poténcia de GaAs com
comprimento de onda de 830nm e de 904nm no processo inflamatdrio em osteoartrite,

induzida por adjuvante Freund, em ratos da linhagem Wistar.
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4. MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram aplicados os principios éticos da experimentagdo animal em
conformidade a COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal), tendo o

trabalho aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIVAP (Anexo).

4.1 Animais

O modelo animal escolhido para este estudo foi 84 ratos Wistar com peso entre
200 e 300g, machos, de idade variada provenientes e mantidos no Biotério da
UNIOESTE — Universidade Estadual do Oeste do Parand — Cascavel-PR.

Os animais encontravam-se em gaiolas coletivas (5 e 6 animais por gaiola), onde
inicialmente passaram por um periodo de ambientacao, no referido laboratério, onde se
realizou a pesquisa. O ambiente era climatizado (com temperatura controlada de 25°C) e
com foto-periodo claro/escuro de 12 horas e os animais foram alimentados com ragdo
balanceada e agua ad libitum, com limpeza diaria das caixas onde os animais eram

mantidos.(Figura 1 ¢ 2).

4.1.1 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos (conforme tabela 1),
denominados Grupos A, B e C. No Grupo A encontravam-se um total de 12 ratos nao
tratados (animais controle) sendo divididos em 2 subgrupos, onde Al foi o grupo
controle sem indu¢do de adjuvante de Freund (total de 3 ratos) e A2 o grupo controle
com induc¢ao de adjuvante de Freund (total de 9 ratos).

No Grupo B encontram-se 36 ratos divididos em 3 subgrupos (todos tratados
com laser GaAs 830nm). B1 com 12 animais sacrificados ap6s 7 dias da indugdo; B2
com 12 animais sacrificados ap6s 14 dias de inducdo e B3 com 12 animais sacrificados
apos 21 dias da indugao.

No Grupo C, idem grupo B s6 que com tratamento laser GaAs com

comprimento de onda de 904nm .



Figura 1: Acondicionamento dos animais em gaiola no biotério da UNIOESTE.

Figura 2: Disposigao dos animais na gaiola dentro do biotério da UNIOESTE.
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4.2 Induc¢ao do Processo Inflamatorio

Os animais foram anestesiados através de injecdo intramuscular (seringa e
agulha estéril descartavel — B.D®) de Zoletil® 50mg, 1,5mg IM (Zolazepan e
Tiletamina, Laboratério Virbac S.A.). Apos certificacio do plano anestésico foi
realizada a tricotomia da pata posterior direita, posteriormente assepsia local com
solugio topica de polividona Iodo 10% (LM FARMA®) para aplicar a injegdo de 0,4 ml
de adjuvante de Freund no joelho da referida pata (no espago intra-articular entre tibia e
fémur) (Figura 3 ¢ 4).

Apbs 5 dias, os animais para serem incluidos no estudo passaram por uma
avaliacdo prévia na qual o animal deveria apresentar no minimo trés dos cinco sinais

classicos da inflamagao (calor, dor, incapacidade funcional, rubor ¢ edema).

Adjuvante de

Espage infra arlicuiar

_ Cartilegem articuler de tidig

Figura 3: Vista lateral da articula¢@o do joelho do rato sendo submetida a inje¢do de Adjuvante

de Freund (GUERINO, 2001)
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Figura 4: Indugdo do processo inflamatorio com o Adjuvante de Freund.

4.3 Aplicacio do laser

Para aplicagdo do tratamento, utilizou-se o laser infravermelho semicondutor
diodo GaAs Endophoton LLTOO0107, fabricado pela KLD Biossistemas, com poténcia
de pico instantanea eleita para 45 Watts, pulsatil, com comprimento de onda de 830 e
904 nm. Os animais do grupo B1 e C1 receberam radiacdo com GaAs 830nm com dose
de 4J/cm” e 904nm com 4J/cm” respectivamente por 2 dias consecutivos apds o 5° dia
de indugdo sendo sacrificados.

Os animais do grupo B2 e C2 receberam radiacdo com GaAs 830nm com dose
de 4J/cm’® e 904nm com 4J/cm” respectivamente por 5 dias consecutivos, tendo uma
pausa de 2 dias (correspondente ao Sabado e Domingo) e novamente aplicagdes sendo

entdo sacrificados (14° dia) (Tabela 1).

Tabela 1: Divisao dos animais em grupos e cronograma de sacrificios

GRUPO SUBGRUPO N t?tal.de Sacrlﬁ.cados Sacrlﬁ?ados Sacrlﬁ?ados
animais 7 dias 14 dias 21 dias
A A1 (s/ indugdo) 03 01 01 01
(controle) A2 (c/ indugdo) 09 03 03 03
B
(animais tratados
GaAs 830nm) Bl1,B2e B3 36 12 (B1) 12 (B2) 12 (B3)
C
(animais tratados
GaAs 904nm) Cl,C2eC3 36 12 (C1) 12 (C2) 12 (C3)
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Os animais do grupo B3 e C3 receberam radiacdo com GaAs 830nm com dose
de 4J/cm® e 904nm com 4J/cm’ respectivamente por 2 (dois) dias consecutivos, tendo
uma pausa de 2 (dois) dias (correspondente ao Sabado e Domingo), novamente tendo
aplicacdo de 5 (cinco) dias consecutivos, outra pausa de 2 (dois) dias (Sabado e
Domingo) e seguido de 2 (dois) dias de aplicacdo e sacrificio ao 21° dia.

Os animais de controle, com ou sem inducao do processo inflamatorio, foram
manipulados no mesmo local e horario o mais proximo possivel dos animais submetidos

a radiacao laser.

4.4 Sacrificio dos Animais

A escolha do sacrificio aos 7, 14 e 21 dias apds a indugdo por adjuvante de
Freund deve-se ao fato da inflamacgao caracterizar-se a partir do 5° dia apds a indugdo e
alcancar seu pico maximo apos 20 dias de inducdo (HENZGEN et al, 1996; CREMER
et al, 1998; SATO et al, 1999; TEMBOKUM et al, 1999; MOLLER et al, 1999).

Para o sacrificio foi administrada uma inje¢do IM (seringa e agulha estéril
descartavel — B.D®) de Zoletil® 0,8 mg, e ap6s dez minutos de Tio-Pental® (Barbitiirico
- CRYSTALIA®) 0,43 ml IV. E apos cinco minutos, Cloreto de Potassio (Ariston
19,1% 2,559 mEg/ml) 0,5mL.

Constatado o oObito, a articulagdo fémuro-tibial do membro posterior direito foi
seccionada e retirada em bloco (Icm acima do fémur e 1 cm abaixo da tibia). Todas as
pecas, ap0ds identificagdo, foram imersas em solu¢do de formalina 10% e tamponadas
por 48 horas. Apos a retirada dos tecidos moles, as articulacdes foram descalcificadas
em solu¢ao EDTA por 28 dias. Apds o processo completo de descalcificacdo, as pecas
estavam prontas para serem emblocadas, posteriormente cortadas e analisadas (Figura

5).
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Figura 5: desarticula¢do da pata do animal que sera utilizado no estudo

4.5 Histologia

4.5.1 Descalcificacao

Faz-se necessario entender o principio pelo qual as pecas passaram pelo
processo de descalcificagao.

Quando os sais de calcio insoluveis se depositam em um tecido, diz-se que
houve calcificagdo desse tecido. Os Unicos 6rgdos que normalmente se apresentam
calcificados sdo os 0ssos e os dentes, em casos patoldgicos calcificagdo pode se instalar
em qualquer 6rgao ou tecido. Estes tecidos apresentam consisténcia pétrea apresentam
dificuldade para serem cortadas no micrétomo. Para serem cortados ¢ necessario usar
substancias capazes de dissolver o célcio que impregna as pecas, processo pelo qual
chamamos de descalcificacdo, e as substancias sdo chamadas de descalcificadores; estes
apresentam funcdo 4cida para poder deslocar e transformar os sais de calcio,
insolubilizados nos tecidos, em sais soliiveis nos proprios descalcificadores.

Considerando que o célcio esta intimamente ligado aos tecidos moles, ¢ evidente
que o descalcificador atuard sobre os mesmos, os acidos produzem alteracdes

secundarias representadas por deficiéncia da coloragao nuclear, inchago das fibras
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colagenas e maceragdo dos tecidos quando expostos por longos periodos de tempo ou
por doses muito fortes, sobretudo se o tecido nao estiver bem fixado.

Assim sendo, o descalcificador ideal ¢ aquele que apresenta afinidade pelos sais
de calcio, que os dissolve rapidamente em concentracdo minima € que conserva a

estrutura dos tecidos.

4.5.2 Técnica e preparo das Laminas e Coloracao

A primeira etapa na preparagdo de uma amostra de tecido para exame ao
microscopio optico ¢ a fixagdo. Utiliza-se com muita freqiiéncia o fixador formalina ou
formaldeido, que apresenta como fun¢do primordial insolubilizar as proteinas dos
tecidos, por isso reage com grupo amino nas proteinas, preservando o citoplasma e o
nucleo devido sua alta concentragao protéica (ROSS; ROWRELL, 1993; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1995).

Apds a fixacdo, o fixador ¢ retirado através de lavagem da amostra, sendo
desidratado para ser incluido na parafina para obtencdo de cortes delgados. Para que
ocorra a desidratagdo o tecido passa por uma série gradativa de solugdes alcodlicas até o
alcool 100%. Esta etapa remove agua do tecido e permite que seja substituido por um
meio ndo aquoso, como xilol, que ¢ missivel em parafina derretida. O tecido embebido
nestas substincias torna-se translicida; estas etapa ¢ definida como clareamento ou
diafaniza¢do. Mergulham-se os tecidos em parafina fundida em estufa a 60° C, devido
ao calor, o xilol evapora dos espagos anteriormente ocupados, dando lugar para a
entrada da parafina (ROSS; ROWRELL, 1993; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

A seguir, o tecido ¢ infiltrado com parafina fundida, deixando que esfrie e
endureca (inclusdo), geralmente se fixa em forma de bloco sendo colocado sobre um
instrumento de corte (micrétomo), que realiza os cortes da pegas em torno de 6 a 8 um
de espessura (ROSS; ROWRELL, 1993; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

Remove-se a parafina contida no corte, dissolvendo-se em xilol, € o tecido ¢
rehidratado através de sua passagem por uma série decrescente de solugdes alcodlicas e,
depois, novamente em agua, sendo em seguida corados em hematoxilina e eosina. A
maioria dos corantes usados em histologia comporta-se como acidos ou bases e tendem
a formar ligagdes salinas com radicais ionizaveis presentes nos tecidos. A hematoxilina

comporta-se como um corante basico, ligando-se as estruturas basofilas dos tecidos; ja a
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eosina cora proteinas citoplasmaticas (ROSS; ROWRELL, 1993; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1995).

Para se obter um preparado permanente, o tecido corado deve ser desidratado
novamente com alcoois e, usando-se um meio de montagem ndo aquoso, sendo coberto
por uma laminula. Quando o meio de montagem seca, a amostra estd pronta para o
exame microscopico e armazenagem (ROSS; ROWRELL, 1993; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1995).
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S RESULTADOS

Os ratos do grupo controle (Al) que pertenciam ao subgrupo que ndo teve
aplicacao do adjuvante de Freund (perfazendo um total de 3 ratos) foram sacrificados
um com 7, outro 14 e o ultimo com 21 dias. Estes ndo apresentaram alteragdes
morfoldgicas e na avaliagdo histoquimica ndo foram observados sinais de potencial
inflamatorio (PI), nem no nimero de neutréfilos (N), de mononucleares (M), na
congestdo vascular (CV), na neoformagdo de vasos (NV), no granuloma epitelidide
(GE), que foram os itens avaliados nas provas bioquimicas.

No outro subgrupo controle (A2), constituido de 9 ratos em que houve inducao
com o adjuvante Freund e que posteriormente foram sacrificados com 7, 14 e 21 dias,

ocorreram alteracdes na avaliacdo histologica, conforme a Tabela (2) abaixo.

Tabela 2: Avaliagao histoquimica do grupo controle que foi submetida avaliagdo com

adjuvante de Freund e posteriormente sacrificados com 7, 14 e 21 dias

Periodo | N M cv NV GE
(dias)
++ -+ +++ ++++ 0 0
7 ++ +++ +++ +++ 0 0
+ +++ ++ +++ 0 0
++ -+ +++ ++++ 0 0
14 ++ +++ +++ +++ 0 0
+ +++ ++ +++ 0 0
+++ ++ +++ +++ 0 -+
21 +++ ++ -+ +++ 0 -+
+++ ++ +++ ++++ 0 ++++

Potencial inflamatério (PI), Neutréfilos (N), mononucleases (M), Congestdo Vascular (CV),
Neoformagdo de Vasos (NV), Granuloma Epitelioide (GE).
0 Ausente; + Leve; ++ Discreto, +++ Moderado,; ++++ Severo.

Este grupo controle apresentou processo inflamatorio discreto com 7 dias que
evoluiu para um processo moderado ao final de 21 dias. Presenca significativa de
microabcessos advindo da extensdo de neutréfilos, a quantidade de mononuclease, o
nivel de congestdo vascular e o granuloma epiteldide aumentaram, apresentando-se com
indices moderados e severos que permaneceram estdveis até no grupo de ratos
sacrificados com 21 dias. Neste periodo ndo foi observada uma nova formacao de vasos

sanguineos (figura 6).
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Figura 6. Presenca de neutrofilos e mononucleares caracterizando um processo inflamatdrio em ratos

Os grupos B e C, de ratos submetidos a tratamento com laser de GaAs 830nm e
laser GaAs 904nm respectivamente, foram submetidos a avaliacdo histoldgica e os
dados referentes aos valores da média e do desvio padrao foram tabulados e encontram-

se na Tabela (3) abaixo.

Tabela 3: Valores da média e do desvio padrdo para os grupos de ratos tratados com

laser GaAs 830nm (grupo B) e para os ratos tratados com laser GaAs 904nm (grupo C)

Grupos Pl N M CV NV GE
B1 3,25+0,45 1,83+0,83 2,67+1,07 0,00 1,67+0,49 3,50+0,52
B2 2,50+0,52 2,08+0,51 2,25+0,45 0,00 2,50+0,52 2,33+0,49
B3 1,42+0,51 1,67£0,49 1,58+0,51 0,00  3,25+0,62 0,92+0,79
C1 3,42+0,67 1,50+0,52 2,83+1,03 0,00 2,42+0,51 3,67+0,49
C2 2,75+0,04 1,33+0,65 2,33+0,49 0,00 2,33+0,49 2,33+0,78
C3 1,75+0,62 1,25+0,75 1,50+0,52 0,00 2,58+0,51 1,334+0,65

Potencial inflamatorio (PI), Neutréfilos (N), mononucleases (M), Congestdo Vascular (CV),
Neoformagédo de Vasos (NV), Granuloma Epitelidéide (GE). B1 e C1 sacrificados
com 7 dias, B2 ¢ C2 com 14 dias ¢ B3 ¢ C3 com 21 dias.

Os grupos de ratos (B e C) tratados com laser apresentaram apo6s 7 dias um

moderado potencial inflamatorio, entretanto sem diferencas estatisticas (p>0,05) entre
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um grupo e o outro. A incidéncia deste potencial inflamatorio foi diminuindo, em
ambos os grupos tratados, € apos 21 dias os niveis estavam em leve e discreto.

Na Tabela 4 foram feitas as andlises comparando-se o grupo controle, induzido
com adjuvante de Freund (A2), e os grupos tratados com laser de GaAs 830nm (B) e
laser GaAs 904nm (C), todos com datas de sacrificio dos animais correspondentes ao

mesmo periodo.

Tabela 4: Analise estatistica utilizando o Teste de Wilcoxon para
os ratos do grupo controle (A2) e os ratos tratados com laser

de GaAs 830nm (B) e laser GaAs 904nm (C).

Grupos PI N M Cv NV GE
Bl 0,002* 0,005* 0,753 0,002* 0,002* 0,002*
B2 0,007* 0,005* 0,186 0,002* 0,002* 0,002*
B3 0,002* 0,067 0,002* N/A 0,002* 0,002*
c1 0,002* 0,045* 0,624 0,002* 0,002* 0,002*
I 0,002* 0,002* 0,140 0,002* 0,019* 0,002*
C3 0,003* 0,027* 0,002* N/A 0,002* 0,002*

Potencial inflamatorio (PI), Neutréfilos (N), mononucleares (M), Congestdo Vascular (CV),
Neoformagdo de Vasos (NV), Granuloma Epitelidide (GE) . Bl e Cl1 sacrificados com
7 dias, B2 e C2 com 14 dias e B3 ¢ C3 com 21 dias.
* Valores estatisticamente significantes para p<0,05

No periodo de 7 dias, o grupo de ratos ndo tratado e induzido (A2) apresentou
um processo inflamatorio significativamente maior (p<0,05) que os indices dos grupos
tratados B1 e Cl1. Esta diferenga estatistica manteve-se para os animais sacrificados
apos 14 e 21 dias. O nimero de neutrofilos foi significativamente maior (p<0,05) no
grupo controle (A;) que nos grupos tratados (B e C); entretanto, no grupo B com 21 dias
(B3), esta diferenca ndo foi observada. Para a mononuclease, houve uma diferenca
significativa (p<0,05) entre o grupo A e o grupo B no periodo de 21 dias, embora nos
outros periodos ndo foram observadas diferengas significativas (p>0,05).

Na verificagdo da congestdo vascular, observou-se que esta foi

significativamente maior (p<0,05) no grupo controle que nos animais tratados, embora
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nestes grupos tratados com 21 dias (B3 e C3), este item nao tenha sido avaliado. A
formagdo de novos vasos e formacdo de granuloma epitelidide foi significantemente
maior (p<0,05) nos grupos tratados que no grupo controle, considerando o mesmo
periodo.

Os ratos que foram tratados com laser GaAs 830nm (B) apresentaram uma
evolugdo na analise histologica descrita na Tabela (5) abaixo no periodo de 7 (B1), 14
(B2) e 21 (B3) dias.

Tabela 5: Valores correspondentes a avaliagdo entre os subgrupos de ratos
tratados com laser GaAs 830nm utilizando o Teste de Wilcoxon.

Grupos PI N M CvV NV GE
B1 x B2 0,017* 0,401 0,247 N/A 0,007* 0,008*
B2 x B3 0,002* 0,113 0,017* N/A 0,028%* 0,003*
B1x B3 0,002* 0,554 0,029* N/A 0,002* 0,002*

Potencial inflamatério (PI), Neutréfilos (N), mononucleares (M), Congestdo Vascular (CV),
Neoformagado de Vasos (NV), Granuloma Epitelioide (GE). B1 sacrificados
com 7 dias, B2 com 14 dias e B3 com 21 dias.
* Valores estatisticamente significantes para um p<0,05

Em geral, foi observado que houve uma melhora significativa (p<0,05) do
quadro inflamatério com a utilizagdo do laser na evolugdo da fase aguda (7 dias) para a
fase cronica (21 dias). Pode-se constatar que houve uma reducdo do potencial
inflamatoério (PI), da mononuclease (M), do granuloma epitelidide (GE) e um aumento

da neovascularizacgao.

Figura 7: Caracterizagdo de uma congestdo vascular na articulagdo de ratos
com osteoartrite induzida pelo Adjuvante de Freund
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Os animais que foram tratados com laser GaAs 904nm (C) apresentaram uma
evolugdo observada pela andlise histoquimica, descrita na Tabela (6) abaixo no periodo

de 7 (C1), 14 (C2) e 21 (C3) dias.

Tabela 6: Valores de p correspondentes a avaliagdo entre os subgrupos de ratos
tratados com laser GaAs 904nm utilizando o Teste de Wilcoxon
Grupos PI N M CvV NV GE
CixC2 | 0,017* 0,500 0,213 N/A 0,685 0,005%*
C2xC3 | 0,005% 0,790 0,011%* N/A 0,224 0,011%*
C1xC3 | 0,003* 0,340 0,010%* N/A 0,460 0,002*

Potencial inflamatorio (PI), Neutréfilos (N), mononucleares (M), Congestdo Vascular (CV),
Neoformagéo de Vasos (NV) e Granuloma Epitelidide (GE). C1 sacrificados com
7 dias, C2 com 14 dias e C3 com 21 dias.
* Valores estatisticamente significantes para p<0,05

Com o decorrer da aplicacdo de laser de GaAs 904nm houve uma diminuig¢ao
significativamente importante (p<0,05) do potencial inflamatério (PI), indice de
mononucleares e granuloma epitelidide. Este granuloma, quando presente, pode gerar

fibrose cicatricial (Figura 8).

Figura 8: Fibrose cicatricial observada em articulagdes de ratos com osteoartrite
induzida pelo Adjuvante de Freund.



52

Na Tabela 7 sdo apresentados os valores da analise histoquimica comparando os
grupos tratados com os diferentes tipos de laser, o grupo B com o laser de GaAs 830nm

e o grupo C com o laser GaAs 904nm.

Tabela 7: Valores de p referentes a avaliagdo do laser de GaAs 830nm (B) e do
laser GaAs 904nm (C) nos diferentes periodos.
Grupos PI N M Cv NV GE
B1xCl 0,528 0,293 0,575 N/A 0,008%* 0,463
B2x C2 0,109 0,017* 0,592 N/A 0,361 0,990
B3xC3 0,236 0,202 0,592 N/A 0,042* 0,163

Potencial inflamatdrio (PI), Neutréfilos (N), mononucleares (M), Congestdo Vascular (CV),
Neoformagdo de Vasos (NV) e Granuloma Epitelidide (GE). B1 e C1 sacrificados

com 7 dias, B2 € C2 com 14 dias e B3 ¢ C3 com 21 dias.

* Valores estatisticamente significantes para um p<0,05

De forma geral, os diferentes tipos de laser utilizados neste estudo apresentaram
resultados semelhantes. Entretanto, na analise histoquimica dos ratos sacrificados no
periodo de 7 dias, foi observado que o laser GaAs 904nm (subgrupo C1) apresentou um
indice significantemente maior (p<0,05) de formac¢do de novos vasos sanguineos que o
laser de GaAs 830nm (subgrupo B1). A analise das laminas dos ratos sacrificados com
14 dias apresentou quadro semelhante ao anterior e apenas o numero de neutrofilos foi
significantemente maior (p<0,05) nos ratos que foram tratados com laser do tipo GaAs
830nm (subgrupo B2). Finalmente, a avaliagdo das laminas apds 21 dias permite
constatar que a formagao de novos vasos foi significantemente maior (p<0,05) nos ratos
submetidos a tratamento com laser GaAs 830nm que nos animais tratados com o laser
GaAs 904nm; entretanto, ndo houve altera¢des significativas em relagdo as outras

variaveis.
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6 DISCUSSAO

Para este estudo foram escolhidos os ratos da linhagem Wistar devido a
facilidade da manutencdo, manuseio e padronizagdo das amostras quando se deseja
animais genético e fisiologicamente semelhante, quando submetidos ao processo
inflamatorio. Amado e Jacar (1986), afirmam que diferentes linhagens de ratos
apresentam padrdes variaveis de inflamacdo,e experimentalmente comprovaram que a
linhagem Wistar gera artrite severa, quando induzida com Adjuvante de Freund.

Os resultados observados neste estudo, em uma analise semiquantitativa, dos
parametros relacionados aos processos inflamatérios (PI), nimero de neutrofilos (N),
taxa de mononucleares (M), a congestao vascular (CV), a neoformacao de vasos (NV),
os testes, inicialmente aplicados, de Fisher e de Mann-Whitney ndao mostraram
resultados significantes, devido a disparidade apresentada. Por estes motivos, optamos
pela escolha dos testes de postos de Wilcoxon e de sinais, por serem testes ndo
paramétricos em que se utiliza as hipdteses afirmativas ou nulas.

Para este experimento, o grupo controle foi dividido em 2 subgrupos, em que um
foi induzido com o adjuvante de Freund (A2) e o outro grupo controle (A1) os ratos nao
sofreram inducdo com esta substancia. Os grupos de ratos tratados com laser também
foram induzidos com este presente adjuvante.

Para Kapil e Sharma (1995) e Ulugoél et al. (1997) o adjuvante de Freund pode
provocar uma reacao inflamatoria aguda, monoartrite e, portanto, esta substancia é um
pré-requisito para o desenvolvimento da doenga. A sua composi¢ao apresenta uma
concentragdo de Mycobacterium; segundo Montenegro e Franco (1999), este
microrganismo associado a um material inanimado nao degradavel, como as particulas
de silica, que sdo irritantes quimicos e/ou mecanicos e até auto-imunes, a longo prazo
podem gerar uma artrite reumatdide em cobaia experimental.

Os efeitos do Adjuvante de Freund sobre o processo inflamatério sdo propostos
por Kapil e Sharma (1995) que descreveram que a agudizag¢do do processo inflamatorio
deve-se a agdo dos receptores do sistema complemento que aderem as superficies do
endotélio vascular, gerando vasodilatacdo, € como conseqiliéncia aumento da inflamagao
local.

McDougaul, Karimian e Ferrell (1995) comprovaram que a injecao de adjuvante

de Freund apresentou, histologicamente, uma proliferagdo ¢ hiperplasia de células
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inflamatorias e infiltradas mononucleares na sindvia com abundancia de
polimorfonucleares e mononucleares como as células T e uma grande quantidade de
agregados de macrofagos que pode ou ndo se estender a tecidos moles adjacentes a
sindvia, e que em longo prazo pode gerar erosdo da cartilagem articular dssea.

Neste estudo, tanto no grupo controle induzido (subgrupo A2) quanto nos grupos
tratados (B e C) foi observada uma inflamagao do tipo granulomatosa que para Neto
(1997) e Montenegro e Franco (1999), ¢ um processo caracterizado por um agregado de
macrofagos modificados e designado como células epitelidides, que sdo circundadas
por leucdcitos mononucleares, mondcitos, linfocitos e associadas a microorganismos e
outros agentes capazes de induzir a sensibilizacdo dos linfocitos T, podendo gerar um
granuloma epitelioide.

Os animais participantes deste estudo foram divididos em 3 grupos, sendo um
grupo controle (A) e dois grupos experimentais (B e C). Os ratos do grupo experimental
foram submetidos a tratamento com 2 tipos diferentes de laser, um de GaAs 830nm (B)
e o outro de GaAs 904nm (C). Todos os grupos (A, B e C) foram subdivididos em 3
subgrupos de acordo com o periodo de sacrificio, 7, 14 e 21 dias. Esta subdivisdo teve
como objetivo o acompanhamento dos principais eventos da inflamacdo, que pode
ocorrer em uma fase aguda e caracterizada pela duragao de alguns minutos a 72 horas
(KUMAR; COTRAN; ROBBINS, 1994; COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1996;
MONTENEGRO ; FRANCO, 1999). Os animais que foram sacrificados apos 7 dias de
inducdo encontravam-se em fase aguda que pode ser verificada pelas alteragdes
celulares como migragdo e proliferacio de células, o infiltrado sinovial, e
polimorfonucleares, leucécitos, neutréfilos, eosinofilos e tecido de granulacdo com
crescimento desordenado de células e vasos.

De acordo com Brosseau et al., (2000), o periodo de 14 dias corresponde a uma
fase subaguda e um periodo de transicdo entre a fase aguda e cronica. Nesta fase ocorre
proliferacdo de capilares e células endoteliais para areas adjacentes a lesdo.

O estudo de Yoshino e Yoshino (1994), mostra que as células de defesa da
cartilagem articular dos ratos que foram induzidos pelo adjuvante de Freund
apresentaram indices de inflamagdo severa, aos 21 dias apds a indugdo. Os autores
observaram também a presenca de um grande numero de leucdcitos envolvendo toda a

superficie articular o que poderia indicar um estado cronico da inflamacdo. Nesse
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estagio, a presenga de muitos leucdcitos também pode indicar que o organismo esteja no
auge da produgdao de células de defesa, para tentar controlar o agente agressor
desencadeado pelo processo inflamatorio.

O laser foi escolhido para estudo porque segundo o trabalho de Schmitt ez al.,
(1993), seu uso promovia uma reorganizacdo do processo inflamatdrio, tanto em
células como em vasos sanguineos. Anneroth, Hall e Zetterqvist (1988), citam que as
células endoteliais sdo transformadas em capilares devido ao efeito neoformador do
laser. O laser atua sobre o processo inflamatério modulando a neovascularizagio, que
como conseqliéncia diminui a perda da fungdo, apresenta efeito modulador, incrementa
a oxigenacao tecidual, aumenta a microcirculagdo regional e estimula diversas reagdes
durante o processo de reparacdo tecidual (ANNEROTH; HALL; ZETTERQVIST,
1988; SCHMITT et al., 1993; BROSSEAU et. al., 1999).

Atualmente, t€ém sido amplamente estudados os mecanismos de interagdo do
laser no processo de reparo tecidual, visando estimular por exemplo a producao de
colageno, efeitos antiinflamatorios, aumento da microcirculagdao local e alivio da dor
(REDDY, STEHNO-BITTEL; ENWEMEKA, 1998). Experiéncias sobre os efeitos da
terapia de laser He-Ne (dose 4 J/cm® e comprimento de onda de 632,8 nm) e laser
infravermelho de GaAs (dose de 4 J/cm® e comprimento de onda de 904 nm) na
inflamagao articular em coelhos e ratos demonstraram acdo antiinflamatoria na
cartilagem hialina e na fibrocartilagem, com aceleracdo do processo de regeneragdo
articular (CALATRAVA et al, 1997). Os efeitos produzidos pela radiacdo laser
parecem estar diretamente relacionados ao comprimento de onda, dose de exposicao e
espessura da cartilagem irradiada (SOBOL et al, 1999).

De acordo com os dados estatisticos, comparando-se o grupo controle e os
grupos tratados com laser nas variaveis relacionadas ao potencial inflamatério (PI), o
numero de neutréfilos (N), a taxa de mononucleares (M), a congestao vascular (CV), a
neoformacao de vasos (NV) e o granuloma epitelidide (GE), observa-se que, no periodo
de 7 dias, ap6s a inducdo com adjuvante, houve um aumento significativo (p<0,05) do
potencial inflamatorio (PI) nos animais que se submeteram a tratamento com alguns dos
tipos de Laser (B1 e C1) propostos no estudo, em relacdo ao grupo controle. Isto pode
ser explicado porque o Laser de baixa poténcia, utilizado na membrana sinovial em

articulagdes com artrite reumatoide, apos 6 dias, gerou uma maior mobilidade das
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células inflamatoérias, para o local inflamado (AMANO et al. 1994). Podemos concluir
que os diferentes tipos de laser de GaAs apresentaram resultados semelhantes e ambos
diminuiram o processo inflamatorio, com 7 dias de indugdo, em relacdo ao grupo
controle induzido (A2).

Os grupos tratados com laser (B1 e C1) no periodo de 7 dias, apresentaram
indices significativamente maiores (p<0,05) de formacao de novos vasos sangiiineos e
de granuloma epitelidide que os encontrados no grupo controle A2. Este aspecto sugere
que o laser, neste periodo de fase aguda, melhorou a vascularizagdo e a formacao de
tecido cicatricial em relagdo aos encontrados em animais que nao foram submetidos ao
tratamento proposto.

Ainda na fase aguda, os ratos do grupo controle e induzidos (A2) apresentaram
taxas significativamente maiores (p<0,05) de neutrofilos e congestdo vascular que
poderia estimular a produgdo de agentes inflamatorios e dificultar o acesso de células
responsaveis pelo processo de reparagao tecidual.

No periodo considerado como fase subaguda, 14 dias apds a indug¢do, observou-
se um quadro semelhante ao encontrado na fase aguda. Pode-se constatar que a
neovascularizagdo (NV) apresentou indices significativamente maiores (p<0,05) nos
animais dos grupos tratados (B2 e C2) que no grupo controle e induzido (A2). Este
grupo (A2) ainda apresentou taxas significativamente maiores (p<0,05) de potencial
inflamatorio (PI), granuloma epitelidide (GE), neutréfilos (N) e congestdo vascular
(CV) que os observados nos grupos tratados.

Na fase cronica, 21 dias apds a indugdo com o adjuvante, o grupo de animais
pertencente ao subgrupo de animais controle e induzidos (A2) apresentou indices
significativamente maiores (p<0,05) de potencial inflamatorio (PI), neutréfilos (N), de
mononucleares ¢ granuloma epitelidide que os encontrados nos grupos tratados (B3 e
C3). Por outro lado, os animais dos grupos tratados apresentaram uma melhora
significativa (p<0,05) na formag¢ao de novos vasos em relacdo ao subgrupo controle A2.
Estes achados sugerem que os animais que nao foram tratados com laser, na evolugdo
para a fase cronica, apresentaram um quadro inflamatorio importante e com altas taxas
de granuloma epitelidide, que sdo células responsaveis pela formacao de fibrose

tecidual, sendo, portanto, uma forma desorganizada de tecido cicatricial.
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Comparando-se as analises histologicas dos animais submetidos a tratamento,
percebemos que de forma geral o laser promoveu uma melhora do quadro inflamatério.
No grupo de ratos tratados com GaAs 830nm (B), comparando-se a fase aguda com a
fase cronica, pode-se constatar que na fase aguda, (7 dias, Bl), houve indices
significativamente maiores (p<0,05) de potencial inflamatério (PI), de mononucleares
(M) e granuloma epitelidide (GE). Na fase cronica, (21 dias, B3), a formagao de novos
vasos foi significativamente maior (p<0,05) que na fase aguda.

Os animais tratados com laser GaAs 904nm (C) apresentaram resultados
semelhantes aos tratados com o outro laser 830nm. Houve uma diminuigdo significativa
(p<0,05) no potencial inflamatério (PI), taxas de mononucleares (M) e granuloma
epitelioide (GE). Estes dados permitem observar que o uso de laser promoveu uma
reducdo significativa do quadro inflamatoério ao longo do periodo; entretanto, apenas
nos animais tratados com Laser GaAs 830nm houve uma melhora na vasculariza¢do na
fase cronica.

Quando se compara as analises histologicas, dos animais tratados com cada tipo
de laser, pode-se constatar que os dois grupos (B e C) apresentam resultados
semelhantes na evolucdo das varidveis analisadas. Na fase aguda, (7 dias), o grupo de
ratos tratados com o laser de GaAs 904nm (C1) apresentou uma taxa significativamente
maior (p<0,05) de formag@o de novos vasos sangiiineos que os animais tratados com o
outro laser 830nm. Na fase subaguda, (14 dias), houve uma redu¢do significativa
(p<0,05) no numero de neutrofilos nos ratos tratados com o laser de GaAs 904nm (C2).
Finalmente, na fase crdnica, (21 dias), houve um aumento significativo (p<0,05) da
formagao de novos vasos sangiiineos nos animais tratados com o laser de GaAs 830nm
no mesmo periodo. Estes dados podem indicar que o laser 904nm apresentou melhores
resultados em ratos na fase aguda e subaguda e na fase cronica o laser de GaAs 830nm
apresentou um melhor desempenho.

Normalmente os resultados experimentais da terapia com laser, reportados na
literatura referem-se aos sintomas de alivio de dor, aos efeitos antiinflamatérios e de
cicatrizacdo, que aceleram o processo de reparo. Entretanto, os estudos clinicos e de
modelos experimentais da terapia laser ainda sdo escassos, principalmente no que se
refere aos provaveis mecanismos de acdo do laser na recuperacdo da artrite

degenerativa, em cartilagens articulares (KLEBANOV, et al, 1998).
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7. CONCLUSAO

Os resultados histopatologicos do presente estudo demonstraram que os
diferentes tipos de comprimento de onda do laser GaAs utilizado nesse trabalho
apresentaram efetividade durante o tratamento, pois propiciaram reducdo do processo
inflamatorio comparado com o grupo controle induzido e ndo tratado, onde encontrou-
se um aumento na neoformacdo de vasos dos grupos tratados denotando processo de
recuperagao do quadro clinico.

De acordo com as informacdes obtidas durante a pesquisa, pdde-se diferenciar
os dois tipos de comprimento de onda da seguinte forma: ambos os comprimentos de
onda apresentaram muita efetividade no controle do processo inflamatorio,
antiedematoso e analgésico. Porém tem-se diferenciagdes quanto as fases evolutivas da
patologia, ou seja, a utilizacdo adequada para cada estdgio de acometimento da
osteoartrite.

E em fases iniciais, o laser de 830nm e o de 904nm apresentaram os mesmos
efeitos fisiologicos para o controle evolutivo do quadro inflamatorio. Porém, na fase
cronica da patologia o laser mais adequado ¢ o de comprimento de onda de 830nm,
porque oferece melhor vascularizagdo dos vasos, favorecendo um melhor processo de
reparo.

Consideramos que, cada etapa vencida no decorrer desta pesquisa ¢ um
estimulo para a sua continuidade. H4 muito ainda a ser feito, e este trabalho abre novos
caminhos de estudo principalmente no sentido de comparar doses mais altas de
tratamento, doses acima de 10J e, também buscando formas de analises mais especificas

da cartilagem articular para analisar as neoformagdes de vasos.
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