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"A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar,
ndo seremos capazes de resolver os problemas causados pela

forma como nhos acostumamos a ver o mundo”.

(Albert Einstein)



RESUMO

A osteoartrite (OA) é caracterizada como uma doenca cronica que afeta as articulagfes
sinoviais causando degeneracdo e inflamacao. O tratamento da OA consiste em drogas
analgésicas e anti-inflamatorias, exercicios fisicos e, em casos mais graves, intervencdo
cirurgica. Mais recentemente, pode ser destacado o uso de tecnologias ndo invasivas
como a terapia laser de baixa intensidade (LLLT). Com isso, o objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos da LLLT no metabolismo da cartilagem articular do joelho de ratos
submetidos a um modelo experimental de OA. Um total de 80 ratos machos (Wistar)
foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos: grupo intacto (GI); grupo controle leséo
(GC); grupo lesdo tratado com laser na fluéncia de 10J/cm? (L10) e grupo leséo tratado
com laser na fluéncia de 50J/cm? (L50). Os animais foram distribuidos em 2 subgrupos,
com diferentes periodos de sacrificio (5 e 8 semanas pds-cirurgia). A transec¢do do
ligamento cruzado anterior (TLCA) foi utilizada para induzir a OA no joelho dos ratos.
O tratamento com laser de baixa intensidade (A= 830nm, 10 e 50J/cm?) teve inicio 2
semanas apos a cirurgia e foi realizado em 15 ou 30 sessGes. Para avaliar os efeitos do
laser no processo osteoartritico, foram realizadas analises histoldgicas qualitativas e
semi-quantitativas, morfometria, imunohistoquimica e ensaio imunoenzimatico. Os
resultados histoldgicos revelaram que a terapia laser parece modular a progressdo do
processo de degeneracdo da cartilagem articular. Porém, o laser ndo foi capaz de
diminuir o processo degenerativo observado através do aumento na graduacdo de
Mankin e da espessura da cartilagem e ainda ndo apresentou efeito sobre a
biomodulagdo da expressédo das citocinas IL-13, TNF-a ¢ MMP-13. No entanto, a
terapia laser na fluéncia de 50J/cm? foi capaz de aumentar a expressdo das citocinas
regulatorias (IL-4 e I1L-10). Deste modo, os resultados do presente estudo indicam que a
terapia laser 830nm modula a proliferacdo de condrécitos em modelo experimental de
OA em ratos, mas ndo apresenta efeito na expressao das citocinas IL-18 ¢ TNF-a. A
terapia laser 50J/cm? foi capaz de aumentar a expresséo sérica das citocinas I1L-4 e IL-
10, favorecendo um efeito regulatorio do processo inflamatorio.

Palavras-chave: cartilagem articular, condrocitos, osteoartrite, terapia laser, citocinas.



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is characterized as a chronic disease that affects synovial joints,
causing degeneration and inflammation. Treatments for OA include painkillers and anti-
inflammatory drugs, physical exercises and, in the most serious cases, surgical
interventions. Recently, can be emphasized the use of non-invasive technologies such as
low level laser therapy (LLLT). In this context, the aim of this study was to evaluate the
effects of LLLT on the metabolism of articular cartilage on the knees of rats in an
experimental model of OA. Eighty-male rats (Wistar) were distributed into four groups:
intact group (GI); injured control group (GC); injured laser treated group at 10J/cm?
(L10) and injured laser treated group at 503/cm? (L50). Animals were distributed into 2
subgroups, with different periods of sacrifice (5 and 8 weeks post-surgery). The anterior
cruciate ligament transection (ACLT) was used to induce OA in the knee of rats. The
LLLT (A=830nm, 10 and 50J/cm?) started 2 weeks after the surgery and it was
performed for 15 and 30 sessions. Qualitative and semi-quantitative histology,
morphometry, immunohistochemistry and enzyme-linked immunosorbent Assay
(ELISA) analysis were performed. The histological findings revealed that laser therapy
modulated the progression of the degenerative process. However, laser therapy was not
able of decreasing the degenerative process observed by the increased of Mankin score
and cartilage thickness and it did not have any effect in the biomodulation of the
expression of markers IL1B, TNF-a and MMP-13. Moreover, LLLT, at 50J/cm?® was
able to increase the expression of cytokines IL-4 and IL-10. The results found in present
study indicate that laser therapy 830 nm, modulate proliferation of chondrocytes in the
experimental model of OA in rats but had no effect on the expression of cytokines IL-1§
and TNF-a. The laser therapy 50J/cm? LLLT was able in increasing serum expression
of cytokines IL-4 and IL-10, favoring a regulatory effect of the inflammatory process.

Key words: articular cartilage; chondrocytes; osteoarthritis; laser therapy; cytokines
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1. INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) é uma doenca progressiva degenerativa caracterizada pela
perda de cartilagem articular, remodelamento do osso sobcondral, reducdo do espago
articular e formacdo de ostedfitos (GOLDRING, 2000; DA ROSA, 2012).
Apresentando alta prevaléncia, a OA é considerada a doenca articular mais comum,
constituindo uma das principais causas de incapacidade e morbidade na populagéo idosa

e gerando um elevado custo social (BROOKS, 2002).

A etiologia da OA pode ser de origem primaria ou secundaria. A OA priméria
ocorre sem causa definida enquanto que, a OA secundaria pode ser desencadeada por
defeitos congénitos ou adquiridos das estruturas articulares, distdrbios metabdlicos,
doencas inflamatorias ou traumatismo (PORTH; MATFIN, 2010). Embora a OA néo
seja classificada como uma artropatia inflamatdria, ela apresenta alguns sinais e
sintomas relacionados a inflamacdo, como dor, edema e rigidez, acarretando uma
reducdo significativa na qualidade de vida dos pacientes que sofrem dessa doenca

(BENDELE, 2001; GOLDRING e OTERO, 2011).

Atualmente, as opcbes de tratamento para a OA incluem a fisioterapia,
mudancas no estilo de vida e também o uso de recursos farmacoldgicos (analgésicos e
anti-inflamatoérios ndo-esteroidais) (NAITO, 2012). Mais recentemente, pode ser
destacado o uso de técnicas ndo invasivas de tratamentos como a terapia laser de baixa
intensidade (Low level laser therapy — LLLT) (TIMOFEYEV et al., 2001; CHO et al.,
2004). Este vem se destacando como um recurso capaz de estimular o metabolismo
tecidual e acelerar o processo de reparo apés uma lesdo (KITCHEN; PARTRIDGE,

1991).
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Em estudos com modelos animais de OA, a LLLT parece promover uma série de
modificagdes metabdlicas e estruturais na cartilagem articular, com melhorara do
aspecto do tecido articular, diminuicdo do processo inflamatorio além de efeitos
analgesicos (HONMURA et al., 1993; ORTIZ, 2001; KAMALLI et al., 2007). Baseado
nesses efeitos, o laser vem ganhando espacgo no tratamento da OA e este recurso parece

atuar de forma positiva no tecido cartilaginoso (ORTIZ, 2001).

Apesar de alguns trabalhos evidenciarem os efeitos positivos da LLLT na
cartilagem, existe grande lacuna na literatura investigando os mecanismos pelos quais
essa terapia atua no processo de regeneracdo articular frente ao processo degenerativo.
Ainda, a utilizacdo de uma ampla gama de doses por diferentes autores, somado a falta
de padronizacdo das condicBes experimentais, tornam dificil a comparacdo dos
resultados publicados. Portanto, este estudo foi desenvolvido com o intuito de entender

melhor o mecanismo de acdo da LLLT na cartilagem articular acometida pela OA.

1.1 Cartilagem articular

A cartilagem articular é um tecido conjuntivo desprovido de vasos sanguineos,
nervos e vasos linfaticos (GOLDRING, 2000; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2011). Em
condi¢cBes normais ha um balango entre anabolismo e catabolismo, sendo o0s
condrocitos responsaveis pela manutencdo da homeostase tecidual (AIGNER,
SOEDER, HAAG, 2006). A nutricdo e a retirada de catabolitos da cartilagem articular
ocorrem por meio da interacdo entre a vascularizacdo presente na sindvia e 0s

condracitos, por meio do liquido sinovial (FELICE et al., 2002).
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As principais fungdes do tecido cartilaginoso sédo: absorver choques, distribuir a
carga ao longo da superficie articular durante a descarga de peso e permitir o livre e
suave deslizamento dos movimentos. A matriz extracelular (MEC) é composta
principalmente por uma alta concentracéo de proteoglicanas estruturadas em uma densa
rede de fibras colagenas e uma grande quantidade de d&gua (MARTEL-PELLETIER et

al., 2005).

Os condrécitos, Unico tipo celular existente na cartilagem articular, estdo
distribuidos esparsamente na matriz, apresentando-se de forma alongada e paralela a
superficie na camada superficial, enquanto que, mais profundamente, os condrécitos
apresentam-se arredondados (AIGNER, SOEDER, HAAG, 2006; JUNQUEIRA E
CARNEIRO, 2011). Localizados em lacunas sdo responsaveis em manter a homeostase
tecidual, através de um balango altamente regulado entre a sintese e degradacdo de

varios componentes da MEC (GOLDRING, 2000; AIGNER, SOEDER, HAAG, 2006).

A rede de fibrilas presente na cartilagem articular é formada principalmente por
colageno tipo 11, juntamente com outros colagenos predominantemente dos tipos IX, XI
e XVI (MARTEL-PELLETIER et al., 2005; AIGNER, SOEDER, HAAG, 2006). As
fibrilas de coldgeno formam uma rede que proporciona a forma ao tecido. O colageno
tipo Il € o mais abundante na cartilagem articular, representando cerca de 90-98% do

colageno total (MARTEL-PELLETIER et al., 2005).

Outro componente importante da MEC séo os proteoglicanos. Estes, por sua vez,
sdo formados por uma parte proteica central, de onde se irradiam numerosas moléculas
de glicosaminoglicanos sulfatados (sulfato 4 de condroitina, sulfato 6 de condroitina e

queratam sulfatado), os quais através de uma proteina de ligagdo, se ligam as extensas
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moléculas de é&cido hialurdnico (glicosaminoglicano ndo sulfatado) (Figura 1)

(GOLDRING, 2000; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2011).

proteina de ligagao

(link"proteina) sulfato de condroitina (4 e 6)

ligacho xiose-O-sering
querato sulfato

G G 2
/ \ E regdo
togdo N-lermrinal peoteing contral )
(Coore"proteina ) oligossacaridecs (De N)

+—— Hialuronano (AH)

Figura 1: Esquema do complexo agregado de proteoglicanas (FELICE, 2002).

Como descrito acima, o tecido cartilaginoso é composto por colageno,
proteoglicanas e outras proteinas e glicoproteinas. Porém, estes representam apenas
20% do peso Umido da cartilagem, sendo o restante constituido de agua e sais
inorganicos. A agua apresenta um papel muito importante ao tecido cartilaginoso, pois
contribui para a nutricdo e lubrificacdo do tecido (MARTEL-PELLETIER et al., 2005).

Quando a cartilagem é lentamente comprimida por uma carga mecanica imposta a ela,
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as moléculas de agua e soluto sdo liberadas na matriz. Quando a carga é cessada, as
proteoglicanas se rehidratam e o fluido retorna a cartilagem, restaurando seu formato
original. Esse processo é extremamente importante para a sobrevivéncia da cartilagem,
pois o fluxo de fluido para o exterior e para o interior permite que ocorra a troca de
nutrientes e solutos entre a matriz e o condrécito (GOLDRING, 2000; NORKIN e

LEVANGIE, 2001).

1.2 Osteoartrite

A osteoartrite (OA) é uma doenga progressiva degenerativa caracterizada pela
perda de cartilagem articular, remodelamento do osso sobcondral, reducdo do espaco
articular e formacdo de ostedfitos (GOLDRING, 2000; DA ROSA, 2012). De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization- WHO) Scientific
Group on Rheumatic Diseases, 10% da populacdo mundial acima de 60 anos tem
significante problema clinico que pode estar associado a OA (CORNELIS et al., 2011;
PEREIRA et al., 2011; NAITO et al., 2012). De acordo com Brooks (2002), 80% dos
individuos acometidos pela OA apresentam limitacGes de movimento e destes, 25% nao
conseguem realizar as atividades de vida diaria. Em fases avancadas da doenca, a
incapacidade fisica esta relacionada a presenca de dor, inflamacéo das articulagGes e

enrijecimento articular (BREEDEVELD, 2004).

A OA resulta tanto de eventos mecanicos quanto biologicos que desequilibram o
acoplamento normal entre a degradacéo e a sintese das células na MEC da cartilagem e
no 0sso subcondral. A OA pode ser iniciada por multiplos fatores, incluindo fatores

genéticos, metabdlicos e traumaticos, levando a alteracbes morfolégicas, bioguimicas,
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moleculares e biomecéanicas tanto das células quanto da MEC, as quais resultam em
fibrilacdo, ulceracdo e perda da cartilagem articular, e remodelacdo e esclerose do 0sso

subcondral, com formacdo de ostedfitos (SHARMA et al., 2006).

Segundo Ishiguro et al. (2002), a classificacao clinica da OA é uma combinacao
de condicBes patolégicas que envolvem: degeneracdo progressiva da matriz extra
celular (MEC) da cartilagem articular, remodelamento do osso subcondral e presenca de
citocinas inflamatorias no liquido sinovial. A OA ¢é considerada um resultado
cumulativo de eventos mecénicos e biologicos que induzem ao desequilibrio entre a
degradacdo e a sintese dos tecidos articulares. De acordo com Pritzker et al. (2006), a
OA é uma lesdo mecéanica que tem a presenca de mediadores inflamatdrios, cuja
extensdo pode atingir diferentes niveis e, portanto, é consenso a dificuldade de se
classificar a atividade bioldgica da doenca e sua progressao, pois 0s métodos utilizados

na qualificacdo possuem diferentes parametros.

1.2.1 Fisiopatologia da OA

Uma vez iniciado o processo osteoartritico, os condrocitos comecam a
proliferar-se e a sintetizar componentes da matriz, enzimas degradantes e citocinas
catabodlicas, ocasionando a degradacdo local de proteoglicanas e tambeém a
fragmentacdo do colageno tipo Il (GOLDRING, 2000). A lesdo da cartilagem articular
que ocorre na OA parece estar relacionada com a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, como a IL-1B e TNF-a, que estimulam a producdo e liberagdo de
proteases destrutivas para as estruturas articulares. Com a consequente lesdo, ocorre
uma alteracdo no metabolismo do condrocito e este perde sua capacidade de reparar a

lesdo através da sintese de colageno e proteoglicanos. Além disso, o desequilibrio entre
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as proteases e seus inibidores contribuem ainda mais para a progressdo dessa doenca

(PORTH; MATFIN, 2010); KAPOOR, et al., 2011).

Com isso ocorrem alteracBes estruturais da cartilagem osteoartritica, como a
reorganizacdo e aumento da quantidade dos condrécitos, edema da matriz cartilaginosa,
perda de seu aspecto liso e presenca de fibrilagdo (PORTH; MATFIN, 2010). A partir
disso, se inicia 0 processo de descamacgdo da cartilagem, seguido pela formacdo de
fissuras e rachaduras superficiais. Em uma tentativa de regeneracdo, os condrocitos
aglomeram-se ao redor das fendas, principalmente nas areas mais profundas (FELICE,
2002). Com a evolugdo do processo degenerativo, vao formando-se fendas verticais que
se estendem ao longo do tecido, até atingir o osso subcondral a ponto da cartilagem
articular sofrer eroséo completa (GOLDRING; GOLDRING, 2004; PORTH; MATFIN,

2010).

Alguns fragmentos da cartilagem destruida podem penetrar na cavidade
articular e cair no liquido sinovial, indo alcancar a sinévia. Estes fragmentos estimulam
sinoviocitos que passam a sintetizar citocinas catabdlicas (IL-1p e TNF-a), as quais irdo
interagir com os condrdcitos, estimulando ainda mais a producdo de proteases. Assim,
ocorre 0 aumento da degradacdo e consequentemente o aumento da quantidade de
fragmentos. Estes por sua vez, voltam a estimular as células sinoviais, gerando um ciclo
que contribuird para o crescimento da lesdo (FELICE, 2002; GOLDRING;

GOLDRING, 2004).

Com a evolugdo da doenca, 0 0sso trabecular subjacente torna-se esclerotico, e
com isso, menos efetivo como absorvente de choque (PORTH; MATFIN, 2010). Diante
disso, a resposta Ossea mais caracteristica € a formagdo de ostedfitos nas bordas

articulares, tendo inicio com uma proliferacdo fibroblastica, aumento da atividade
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osteoblastica e neoformacéo vascular. Esses fatores somados a estimulos mecénicos e a
presenca de citocinas anabolicas irdo desencadear um processo de ossificacao (FELICE,

2002; PORTH; MATFIN, 2010; GOLDRING; OTERO, 2011).

1.2.2 O papel das citocinas na OA

As citocinas sdo hormonios proteicos que podem ser produzidas por varios tipos
celulares, como linfocitos, macrofagos e, no caso da cartilagem, também pelo
condrdcito. Sabe-se que estas estdo envolvidas nas respostas imunoldgicas celulares,
onde possuem um importante papel na inflamacdo (KUMAR; ABBAS; FAUSTO,

2005).

Bondeson et al. (2006) apontaram especialmente a IL-1 e TNF-o. como sendo as
pecas chaves na fisiopatogénese da OA, inflamacdo da sindvia e na ativacdo dos
condrocitos. A IL-1p esta relacionada com a destrui¢@o da cartilagem, enquanto que o
TNF-a atua na ativacdo iniciando a cascata inflamatoria (GOLDRING, 2000). Ambas as
citocinas sdo consideradas pré-inflamatorias, podendo ser produzidas pelos condrécitos,
células mononucleares, osteoblastos e pelo tecido sinovial, sendo capazes de induzir a
producdo de vérios fatores inflamatorios e catabolicos (KAPOOR, 2011). O TNF-a age
em sinergismo com a IL-1p e regulam a sintese dos componentes da MEC, pois inibem
a atividade anabdlica dos condrécitos (GOLDRING; GOLDRING, 2007; KAPOOR,

2011).

Atuando de forma conjunta, a IL-1 € 0 TNF-a s3o capazes de estimular os
condrocitos a produzirem vérias fatores inflamatorios, como Oxido nitrico sintase
(iINOS) e a ciclooxigenase 2 (COX;) (GOLDRING, 2000). Além disso, sdo capazes de

suprimir a sintese de proteoglicanos e colageno tipo Il nos condrocitos, alem de
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estimular os condrocitos a liberar varias enzimas proteoliticas, como as

metaloproteinases (GOLDRING; OTERO, 2011).

A IL-1 e 0 TNF-a induzem os condrécitos a sintetizarem prostaglandina E2
(PGEy) e Oxido nitrico (NO), além de varios outros produtos que agem na atividade
anabolica e catabdlica dos condrocitos (GOLDRING; GOLDRING, 2004). Em
contrapartida, ha o envolvimento de mediadores que favorecem o anabolismo tecidual,
como o0 TGF-B e o IGF-1. Estes antagonizam esses catabolicos por induzirem aumento
na sintese de proteoglicanas. A administragdo de IL-1 promove a degradacdo da
cartilagem articular, efeito esse que é potencializado na presenca de TNF-a. Com isso
observa-se que a acdo conjunta das citocinas € mais importante do que o seu efeito

isolado (PELLETIER et al., 2001; CARON et al., 1996).

Outras citocinas anabolicas estdo presentes na cartilagem articular. Estas
compreendem o grupo das citocinas anti-inflamatérias, destacando-se a IL-4, IL-10, IL-
13 e o TGF-B. Estas, por sua vez, sdo capazes de inibir a produ¢do de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a, podendo ser consideradas, portanto,
como citocinas inibitorias. A 1L-10 pode ser produzida por varios tipos celulares, como
linfécitos Thy, mondcitos e macrofagos e a IL-4 e 1L-13sdo produzidas principalmente

pelos linfécitos Th, (VALE et al., 2003).

A IL-4 e a IL-10 tem-se destacado pelo seu efeito condroprotetor. Segundo
Goldring (2000), essas citocinas podem ter uma ac¢do positiva diminuindo a patogénese
da OA, pois poderiam inibir a degradacdo da cartilagem articular. Ainda, Vale et al.
(2003) demonstraram que a IL-4, IL-10 e IL-13 exibem um efeito analgésico,
possivelmente pela inibicdo da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1f e o

TNF-o.
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Outras citocinas participam da patogénese da OA, como a IL-6 e a IL-8. Estas
sdo classificadas como citocinas regulatorias e sdo consideradas mediadoras de
respostas catabolicas da cartilagem. Além disso, a sintese de IL-6 e IL-8 podem ser
estimuladas pela IL-1 e TNF-a. No entanto, a IL-6 e a IL-8 sozinhas ndo séo capazes de
estimular a degradacdo da cartilagem. Atualmente, a acdo da IL-6 é controversa, pois
ela parece desempenhar um papel duplo na patogénese da OA, modulando atividades
tanto anabdlicas quanto catabolicas, dependendo do contexto em que se encontra

(GOLDRING, 2000)

A sintese de citocinas proinflamatorias pelos condrécitos, incluindo a
interleucina-1p (IL-1P) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a), estimulam a producéo
de uma variedade de enzimas proteoliticas, como as metaloproteinases (MMPs)
(YASUDA, 2006; KAPOOR, 2011). A cascata proteolitica que ocorre na OA,
degradando colagenos e agrecano, envolve colagenases, como a MMP-1 (colagenase
intersticial), MMP-8 (colagenase neutrofila) e MMP-13 (colagenase-3), sendo
considerados reguladores chave na destruicdo da cartilagem (GOLDRING, 2000;
AIGNER; SOEDER; HAAG, 2006; KAPOOR, 2011). As MMPs tem sido encontradas
em regides de degradacdo da cartilagem e também em niveis elevados no liquido
sinovial em pacientes com OA. Estudos sugerem um papel importante para MMP-13 na
degradacdo da cartilagem, devido a sua capacidade para degradar mais facilmente o
colageno do tipo Il (GOLDRING, 2000). No entanto, para que ocorra a homeostase
tecidual, inibindo os efeitos anabolicos das MMPs, os condrécitos produzem inibidores

de metaloproteinases, denominados TIMPs (AIGNER; SOEDER; HAAG, 2006).

Atualmente, as opcOes de tratamento para a OA incluem a fisioterapia,

mudancas no estilo de vida e também o uso de recursos farmacoldgicos (analgésicos e
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anti-inflamatorios ndo-esteroidais) (NAITO et al.,, 2012). Porém, as altas incidéncias de
efeitos colaterais gastrointestinais podem limitar a utilizacdo dos farmacos (ZHANG et
al., 2004). Diante do exposto e do alto indice de pessoas acometidas com esta patologia,
torna-se necessario a investigacdo de novos recursos ndo farmacoldgicos que atuem de
forma néo invasiva proporcionando uma melhor qualidade de vida ao paciente. Assim,
um método de tratamento promissor € o uso da terapia laser de baixa intensidade (Low

level laser therapy — LLLT) (TIMOFEYEYV et al., 2001; CHO et al., 2004).

1.3 Laser Terapéutico de Baixa Intensidade (LLLT)

O termo laser ¢ um acrénimo para Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation, que significa “amplificagdo de luz por emissdo estimulada de radia¢do”.
(LOW; RED, 2001; KITCHEN; BAZIN, 2003).

Em 1916, Albert Einsten postulou os principios basicos da emissdo estimulada
de fotons. No entanto, somente em 1960, Theodore Maiman, propds o desenvolvimento
do primeiro laser com um material solido, utilizando o cristal de rubi. Este equipamento
emitia luz na regido do vermelho do espectro eletromagnético (KITCHEN; BAZIN,
2003; SUN; TUNER, 2004).

Desde sua descoberta, os lasers tém sido utilizados em diversas areas da
medicina. Os primeiros a utilizarem esta tecnologia foram os cirurgiées oftalmicos,
contando com as interagdes fototérmicas e fotoablativas para cortar e até mesmo
destruir tecidos (KITCHEN; BAZIN, 2003).

No entanto, as aplicacfes clinicas das interacfes ndo térmicas da luz laser com
os tecidos, tiveram inicio no final da década de 1960, com os trabalhos do professor

Endre Mester, em Budapeste. Nesses estudos, foram observados os efeitos da radiacdo
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laser na modulacdo de processos bioldgicos, o que reportou o efeito fotobioestimulante
do laser sobre o processo de cicatrizacdo e reparo tecidual. Desde entdo, muitos estudos
envolvendo a LLLT foram iniciados nos paises da Europa Oriental, Unido Soviética e
China (KITCHEN; BAZIN, 2003; SUN; TUNER, 2004). Em 1980, a LLLT comecou a
ganhar popularidade nos paises da Europa, Asia, America do Sul e Australia (SUN;

TUNER, 2004).

Atualmente, a terapia laser vem sendo utilizada como forma de tratamento em
muitas condi¢bes patolégicas, com relatos de maltiplos efeitos clinicos (KARU, 1998;
ENWEMEKA et al., 2004). No entanto, muitos de seus efeitos ainda ndo foram explicados
e hé& grande controvérsia em relacdo aos mecanismos de acdo e os melhores parametros a

serem utilizados em diferentes tipos celulares (COOMBE, 2001).
1.3.1 Interacéo laser tecido

A LLLT vem se destacando como um recurso capaz de estimular o metabolismo
tecidual e acelerar o processo de reparo apés uma lesdo (KITCHEN; PARTRIDGE,
1991). Vaérios autores evidenciaram que a LLLT promove a regeneracdo tecidual,
proliferacdo celular, aumento da sintese proteica, além da modulacdo do processo
inflamatério e promocdo do controle da dor. (KITCHEN; PARTRIDGE, 1991,

VLADIMIRQV et al., 2004; PINHEIRO; GERBI, 2006).

Uma vez que a energia laser é absorvida pelos tecidos, esta pode fazer com que
as biomoleculas especificas alcancem um estado de excitagdo eletrdnica, onde séo
capazes de sofrer reacGes quimicas como oxidacdo, reducdo, isomerizacao, ruptura de

ligagBes covalentes ou interagcbes com outras moléculas (ORTIZ et al., 2001).
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De acordo com BAXTER (1997), a absorcao da luz ocorre predominantemente
no nivel de interacdo molecular. A energia laser ao ser absorvida pelas biomoléculas

fotorreceptoras pode desencadear trés possiveis respostas:

v’ Excitacdo das cadeias de elétrons nas mitocondrias, gerada pelo espectro visivel
e infravermelho proximo, visto que tais moléculas excitadas apresentam um

maior potencial para gerar reacdes quimicas;

v" Vibragdes moleculares, que consistem na ocorréncia de estiramento e batimento
das ligacGes, causando um deslocamento dos nucleos atdbmicos, porém sem
afetar suas posicdes de equilibrio. Essas vibragdes sdo geradas pela absor¢do da

irradiacdo infravermelha;

v Rotacdo total da biomolécula, ou parte dela ao redor de um eixo gerado pelo
campo eletromagnético da luz incidente. Isso poderia levar a um aumento

discreto da temperatura.

A magnitude do efeito biomodulatdrio ou fotobiorregulador atribuido a LLLT ao
interagir com os tecidos, o qual pode influenciar as funcgdes celulares estimulando ou
inibindo atividades bioquimicas e biofisicas, é referido como sendo dependente do
comprimento de onda, dose e densidade de poténcia selecionada, assim como da
frequéncia de tratamento, do tipo de lesdo e do espectro especifico de absorcdo dos

cromoforos moleculares (KITCHEN; PARTRIDGE, 1991; KARU, 2000).

Vaérias teorias tentam explicar os efeitos bioestimulantes do LLLT. No entanto,
segundo Ortiz et al. (2001), a teoria fotoquimica é atualmente, a mais estudada e
fundamentada e oferece uma explicacdo sobre a sensibilidade das células a luz laser,

considerando que a energia eletromagnética estimula fotoreceptores ou croméforos os



34

quais vao responder a uma faixa especifica de luz, realizando assim, a conversao em
energia fotoquimica. Esses cromdforos sdo um grupo de moléculas inter-relacionadas
que podem ser enzimas, membranas moleculares, ou qualquer outra substancia
extracelular, que estdo capacitadas para absorver a luz e apresentam algumas etapas
comuns na realizacdo de efeitos causados pelas diferentes faixas de luz (KARU, 1998;

BECKERMAN et al., 1992).

De acordo com citacGes feitas por Karu (2000), varios trabalhos evidenciaram
fotosensitividade a irradiagdo com luz visivel monocromatica, tendo significancia
fisiologica somente sob certas condi¢fes, em mitocondria de animais superiores,
fungos, assim como na cadeia respiratdria de células procariontes (Escherichia coli). No
entanto, a questdo sobre qual (is) molécula (s) é/sdo fotorreceptora (es) na cadeia

respiratoria permanece em aberto.

Visto que, os efeitos biomodulatérios promovidos pela radiacdo laser acontecem
em um amplo intervalo espectral, considera-se, portanto, que existam diferentes
cromoforos como alvos fotoreceptores. Além disso, é proposto que a intensidade dos
efeitos seja determinada pelo estado fisioldgico prévio da célula a irradiacdo, o qual é
condicionado no caso de cultura celular, por exemplo, pela quantidade de nutrientes
disponiveis e a idade da cultura. No caso de uma baixa concentracdo de oxigénio e pH,
0 que provoca a alteragdo do estado redox, ocorrera influéncia na resposta bioldgica a
irradiagcdo. Assim, a resposta celular serd fraca ou ausente quando o potencial redox
estiver 6timo, e forte quando 0 mesmo estiver alterado (estado intermediario) (KARU,
1998; 1995; 2000). Citagdes sobre evidéncias experimentais comprovam que a alteragdo
deste estado redox no sentido da oxidagdo estd correlacionado com o efeito

estimulatorio da radiacdo laser, enquanto a alteracdo no sentido da reducédo
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correlaciona-se com o efeito inibitorio. Isto explica porque o efeito bioestimulante nem
sempre € obtido, havendo uma grande diversidade de resultados reportados na literatura

(KARU, 2000; ORTIZ et al., 2001).

Sdo reportados na literatura varios efeitos da terapia laser em tecidos biol6gicos,
sendo os trés principais, os efeitos analgésico, cicatrizante e modulador inflamatério. A
acdo moduladora do laser sobre o processo inflamatério pode ser embasada na
promocdo de diversas a¢Bes tais como (a) inibir a emergéncia de fatores quimiotaticos
nas primeiras etapas da lesdo; (b) interferir com os efeitos dos mediadores quimicos ou
superoxidos induzidos pela inflamacéo; (c) diminuir o volume de exsudado alterando a

permeabilidade vascular (ORTIZ et al., 2001; KARU, 1998).

Ortiz et al. (2001) concluiu que o laser apresenta uma a¢gdo modulatéria sobre o
processo inflamatorio, induzido no modelo experimental de inflamacdo em joelhos de
coelhos submetidos ao tratamento com laser de Ga-Al-As (830 nm, CW, 77 mW),
densidade de energia de 27,5 W/cm?, com melhores resultados na dose de 3,4 J/cm?.
Com relacdo aos mecanismos envolvidos na acdo analgésica do laser, estes estdo
relacionados a multiplos fatores. Segundo Borges et al. (1996), os mecanismos que se
destacam sdo provavelmente o relaxamento muscular e 0s mecanismos opiodides
enddgenos. De acordo com Colls (1985), o laser atuaria na reducdo da inflamacéo e da
dor através da promocdo da reabsorcdo de exsudatos, favorecendo assim a eliminagéao
de substancias alogénicas. Além disso, haveria uma elevacdo do limiar de dor nos
nervos periféricos, interferindo assim na transmissdo do estimulo nervoso, fato este
evidenciado por demais autores (SNYDER-MACKLER; BORK, 1988; TAGUCHI,

1991).
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O laser parece atuar também nos mecanismos envolvidos na cicatrizacdo de
tecidos. Diversos trabalhos evidenciam que a irradiacéo laser de baixa intensidade tem
um efeito significativo no metabolismo tecidual e na proliferacéo celular, justificando os
resultados positivos da sua aplicacdo nos processos de reparacdo ap0s uma lesao

(PINHEIRO et al., 2001, VLADIMIROQV et al., 2004; NINOMIYA et al., 2007).

Resultados encontrados em uma série de estudos, sugerem que o LLLT promove
um aumento da sintese de coladgeno, aumento da proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos e fibroblastos, aumento da respiracdo mitocondrial e sintese de ATP
(VLADIMIRQV et al., 2004; NINOMIYA et al., 2007), maior recrutamento de
macréfagos, aumento da angiogénese, aumento da atividade fagocitaria o que resultara
na aceleracdo do reparo de tecidos (ORTIZ et al., 2001; LIRANI et al., 2006; BOSSINI

et al., 2009).

Baseado nesses efeitos, o laser vem ganhando espaco no tratamento da OA e
este recurso parece atuar de forma positiva no tecido cartilaginoso. Em um estudo in
vitro, Torriceli et al. (2001), avaliaram o efeito do laser Ga-Al-As (830nm; 300 J; 1W,
100 ou 30 hertz; pulsado, por 10 minutos) em culturas de condrdécitos e relataram efeitos
bioestimulatdrios positivos na proliferacdo celular comparado ao grupo controle.

Além disso, em estudos com modelos animais de OA, a LLLT parece promover
uma série de modificaces metabolicas e estruturais na cartilagem articular, com
melhorara do aspecto do tecido articular, diminuicdo do processo inflamatério além de

efeitos analgésicos (HONMURA et al., 1993; ORTIZ, 2001; KAMALLI et al., 2007).

Em modelo experimental de OA induzida por injecdo intra-articular de solucéo
de papaina em joelho de coelhos, Lin et al. (2004), observaram que a LLLT no

comprimento de onda de 632 nm e densidade de poténcia 3,1 m\W/cm? aplicada 3 vezes
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por semana durante 8 semanas, promoveu 0 aumento da presenca de proteinas que

previnem a morte celular de condrocitos na cartilagem articular.

Em outro estudo, Lin et al. (2005), analisaram os efeitos do laser terapéutico de
He-Ne (632nm; 3.1 mW/cm?; 15 min) em joelhos de ratos com OA induzida por injecdo
de papaina. Os autores observaram que o laser apresentou alteragdes significativas

benéficas na histologia do tecido cartilaginoso.

Em estudo utilizando modelo de transec¢do do ligamento cruzado anterior,
Gottlieb et al. (2006) aplicaram o laser com comprimento de onda 692,6 nm nas
fluéncias de 1 J/cm? e 4 J/cm? na cartilagem articular de joelhos de coelhos submetidos
a TLCA e observaram aumento da sintese de proteoglicanas nos animais irradiados com

a maior densidade de energia.

No estudo de Bayat et al. (2007) foi verificado o efeito do laser He-Ne (632 nm)
na fluéncia de 13 J/cm? na cartilagem articular de joelhos de coelhos pés imobilizagdo.
Os autores relataram ap0Os analise em microscopia eletrbnica, a presenca de uma
superficie articular com aspecto mais regular nos animais tratados em relacdo aos
animais somente imobilizados. Cressoni et al. (2010) observaram o efeito do laser Ga-
Al-As na cartilagem epifisaria de ratos e notaram aumento no nimero de condrocitos e

mudangas na espessura da cartilagem.

Zhang et al. (2011) avaliaram os efeitos do laser Ga-Al-As (830nm, 500mW,
6.4mW/cm?, 7.64J/cm? por 20 min.) em modelo experimental de artrite reumatoide
induzida em joelho de ratos. Os resultados apontam para um efeito positivo do laser
sobre o processo inflamatorio, pois os animais irradiados apresentaram uma diminuigéo

da sintese de CCL2 na membrana sinovial.
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No estudo de Da Rosa et al. (2012) os autores compararam os efeitos do laser
660 e 808nm em modelo experimental de OA induzido por injecdo de papaina em
joelho de ratos. Foi avaliado os efeitos do laser 660nm (100mW, 3.57W/cm?, 40s) e
808nm (100mW, 3.57W/cm? 40s), ambos com energia igual a 4J. Os resultados
mostraram que o laser 808nm foi mais efetivo no reparo da cartilagem articular, pois

estimulou a angiogénese, reduziu o exudato inflamatério e a formacéo de fibrose.

Em humanos, o laser parece atuar de maneira positiva em pacientes com OA de
mao, com diminuicdo do processo inflamatorio, diminui¢do da dor e ganho de ADM.
Os pacientes foram tratados com laser 860nm na fluéncia 3 J/cm? (BROSSEAU et al.,

2005).

Apesar dos efeitos positivos do laser evidenciados pelos estudos supracitados,
existe uma grande lacuna na literatura em estudos que avaliem a eficacia do laser no
tecido cartilaginoso, principalmente em doencas degenerativas como a OA. Além disso,
0 mecanismo pela qual a LLLT atua ndo esta completamente esclarecido e, para muitos,
0 uso dessa modalidade terapéutica é ainda controversa. A utilizacdo de uma ampla
gama de doses por diferentes autores, somado a falta de padronizacdo das condicdes
experimentais, tornam dificil a comparacdo dos resultados publicados. Portanto, este
estudo foi desenvolvido com o intuito de entender melhor o mecanismo de agéo da
LLLT na cartilagem articular acometida pela OA. Diante disso, a hipbtese do estudo é
que a terapia laser 830nm seja capaz de modular o processo inflamatoério e prevenir o

processo degenerativo na osteoartrite.
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2. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo verificar os efeitos do laser de baixa intensidade
(» = 830 nm) com fluéncias de 10 J/cm? e 50 J/cm® no metabolismo da cartilagem
articular do joelho de ratos submetidos ao modelo experimental de OA em diferentes

periodos experimentais.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais para experimentacao

Para a realizacdo desse estudo foram utilizados 80 ratos machos (Rattus
norvegicus albinus), da linhagem Wistar, com 3 meses de idade, massa corporal média

de 250g.

Os animais foram procedentes do Biotério Central da Universidade Federal de
Sdo Carlos e mantidos no biotério do Departamento de Fisioterapia da mesma
instituicdo, onde permaneceram alocados individualmente em gaiolas de polipropileno
padrdo, alimentados com racdo comercial (Primor racdes) e agua a vontade, mantidos
em condi¢Bes ambientais controladas (ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura de

22°C £ 2°C e ambiente higienizado).

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratorio de
eletrotermofototerapia da UFSCar e teve aprovacdo do Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da UFSCar (Parecer n° 023/2010) (ANEXO A).

3.2 Delineamento experimental

Os 80 animais utilizados neste estudo foram distribuidos, aleatoriamente, nos

seguintes grupos (com 20 animais cada):

Grupo intacto (Gl): os animais desse grupo ndo foram submetidos a nenhum
procedimento e permaneceram em livre deambulacao.
Grupo controle lesdo (GC): os animais desse grupo foram submetidos a TLCA

e ndo receberam nenhum tipo de tratamento.
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Grupo laser 10 J/cm?® (L10): os animais desse grupo foram submetidos &
TLCA e foram tratados com o laser (. = 830 nm), na fluéncia de 10 J/cm?.
Grupo laser 50 J/cm?® (L50): os animais desse grupo foram submetidos &

TLCA e foram tratados com o laser (A =830 nm), na fluéncia de 50 J/cm? .

Todos os grupos foram distribuidos em dois subgrupos, compostos por 10
animais cada, para a realizacdo das analises em dois periodos experimentais. O primeiro
subgrupo (subgrupo A) foi sacrificado 5 semanas pds-cirurgia e 0 segundo subgrupo

(subgrupo B) foi sacrificado 8 semanas pos-cirurgia.

3.3 Modelo Experimental de Osteoartrite

Para a realizagdo do procedimento cirdrgico de TLCA no joelho esquerdo, 0s
animais foram pesados e em seguida, anestesiados proporcionalmente a massa corporal
com uma associagdo de Ketamina e Xilazina (80/10mg/Kg) injetados por via
intraperitoneal. Ap6s a inducdo anestésica, a regido do joelho esquerdo foi
tricotomizada e logo apds foi realizado uma incisdo longitudinal na regido parapatelar.
O tenddo patelar foi localizado e deslocado medialmente e o joelho foi flexionado, o
que permitiu o acesso a regido articular e localizacdo do ligamento cruzado anterior.
Uma vez visualizado o ligamento, o0 mesmo foi cuidadosamente, com auxilio de uma
tesoura cirurgica, seccionado. O sucesso da cirurgia foi testado atraves do teste de
gaveta anterior, ou seja, constatacdo do livre movimento posterior do fémur sobre a
tibia. Em seguida o tend&@o patelar foi reposicionado, e por fim, foi feito a sutura da

incisdo (WILLIAM et al., 1982; APPLETON et al., 2007) (Figura 2). Os animais foram
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mantidos em caixas individuais com livre acesso a agua e racdo até o momento da

eutanasia.

Figura 2: Procedimento cirurgico para TLCA. (A) Tricotomia da regido do joelho
esquerdo; (B) Incisdo longitudinal na regido parapatelar; (C) Acesso a regido articular e
localizacdo do ligamento cruzado anterior; (D) Transeccdo do ligamento cruzado
anterior através de uma tesoura cirdrgica; (E) Teste de gaveta anterior; (F) Tendao

patelar reposicionado e sutura da incisao.
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3.4 Protocolo de Tratamento

O equipamento emissor da radiacdo laser utilizado foi um modelo portatil Thera
lase® (DMC, Sdo Carlos, SP, Brasil), classe 3B, poténcia de saida de 30 mW,
densidade de poténcia de 1,07 W/cm?, area do feixe de 0,028 cm?, divergéncia de 1,5°
(Figura 3). Assim, para 0s grupos tratados foi utilizado o laser com as seguintes
especificacBes: Comprimento de onda 830nm na fluéncia de 10 J/cm? com tempo de
irradiacdo de 10 segundos, fornecendo ao tecido uma quantidade de energia igual a 0,3 J
e na fluéncia de 50 J/cm? com tempo de irradiacdo de 47 segundos, fornecendo ao

tecido uma quantidade de energia igual a 1,4 J.

Os protocolos de tratamento com terapia laser de baixa intensidade foram
iniciados 2 semanas ap0Os a cirurgia. Foram realizadas 15 sessdes no periodo de 3
semanas no subgrupo A e 30 sessbes no periodo de 6 semanas no subgrupo B. As
sessOes foram realizadas 5 vezes por semana. As irradiacGes foram feitas em 2 pontos,
um na regido medial e outro na regido lateral do joelho esquerdo. Nas aplicacbes da
laserterapia, foi utilizada a técnica pontual em contato, sendo a caneta do equipamento

posicionada perpendicularmente ao tecido.

O equipamento laser foi aferido e calibrado no inicio e no final do experimento

para comprovar as condi¢des iniciais.
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Figura 3 - Aparelho portatil de laser DMC, THERALASE Versdo 24, clase 3B,

Ga-Al-As diodo.

3.5 Eutanasia dos animais

Ao término dos respectivos periodos experimentais, 0s animais foram
eutanasiados através de uma dose letal de anestésico (Ketamina e Xilasina) injetado por

via intraperitoneal.
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3.6 Coleta das amostras

ApOs a eutandsia, foi retirado 2ml de sangue dos animais através de puncgdo
cardiaca. Em seguida, foi realizada a resseccdo cirdrgica da articulagdo do joelho

esquerdo dos animais para confeccdo das laminas histologicas.

3.7Analises

3.7.1 Analise histoldgica

Para a realizacdo da analise histologica, as articulagdes foram fixadas em
solucéo de formalina tamponada a 10% por 24 horas e posteriormente foram submetidas
ao processo de descalcificagdo em solucdo de acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) a 4% (Merck) por aproximadamente 30 dias. Posteriormente, as amostras
foram processadas e incluidas em blocos de parafina. Na sequéncia, os blocos de
parafina foram cortados com espessura padronizada de 5um onde estes foram montados
em laminas histologicas. Os cortes foram realizados no plano sagital e perpendiculares a

superficie articular na regido do céndilo medial do fémur.

3.7.1.1 Andlise histoldgica descritiva

A andlise qualitativa da cartilagem articular foi realizada por meio das laminas
coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). Foram analisados 3 cortes por lamina, ao
longo de toda sua extensdo com aumento de 100x. Para tal, foi utilizado um
microscopio de luz (Olympus, Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) e foram observadas as
seguintes alteracOes: estrutura da cartilagem, quantidade de células e organizagéo

celular em cada animal.
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3.7.1.2 Anélise histoldgica atraves da graduacdo de Mankin

A andlise semi-quantitativa da cartilagem articular foi realizada a partir do

Sistema de graduacdo Histoldgicas-Histoquimicas de Mankin et al. (1971) (Tabela 1).

Trés cortes em cada lamina onde foram analisadas por meio de microscopia de
luz (Olympus, Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) por 2 avaliadores treinados. As laminas
foram coradas com Safranina-O Fast Green e a avaliacdo histoldgica dos cortes foi
realizada ao longo de toda sua extensdo com um aumento de 100X. Apos a analise dos

cortes, a média da graduacdo de Mankin dos dois avaliadores foi calculada.

Tabela 1: Sistema de graduacdo de Mankin (Mankin et al., 1971).

1. Estrutura
Normal 0
Irregularidades na superficie 1
Fibrilacdes e irregularidades na superficie 2
Fissuras na camada superficial 3
Fissuras na camada media 4
Fissuras na camada profunda 5
Completa desorganizacio 6

2. Células
Normal 0
Hipercelularidade difusa |
Clones 2
Hipocelularidade 3
3. Coloracao por Safranina
Normal 0
Reducao leve |
Reducao moderada 2
Reducdo intensa 3
Corante ndo observado 4
4. Integridade da tidemark

Intacta 0
Descontinua 1
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3.7.1.3 Anélise Morfométrica de Celularidade

A anélise morfométrica de celularidade foi realizada a partir da analise proposta
por RENNER et al. (2006), com modificacdes, onde foram utilizadas as laminas
coradas com HE. Apos a escolha aleatéria de um corte por ldmina, o mesmo foi
fotografado em trés campos distintos do condilo medial do fémur, por meio de um
microscopio optico (Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com uma camera digital
acoplada (Sony DSCs75, Tokyo, Japdo) em um aumento de (100x). Para garantir que
as regides fotografadas em cada lamina fossem distintas, tomou-se como referéncia 0s
cornos anterior e posterior do menisco medial do joelho. Assim, um campo foi
fotografado na area da cartilagem proxima ao corno anterior, um segundo campo foi
fotografado na éarea da cartilagem entre os cornos anterior e posterior e por fim, um
ultimo campo foi fotografado na regido localizada na area da cartilagem préxima ao
corno posterior. Em cada campo foi demarcado uma &rea de 80.000 pm? como
demonstrado na figura 4. As areas foram delimitadas a partir da camada superficial da
cartilagem articular até a camada da Zona calcificada. Dentro de cada éarea, 0s
condrdcitos foram marcados e contados a partir do programa Axionvision 3.1 Image
Analaysis (Carl Zeiss)®. De posse do numero de condrdcitos presentes em cada uma

das trés areas, calculou-se a média do nimero de condrécitos referentes a cada lamina.
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Figura 4: Fotomicrografia de um campo do condilo medial do fémur localizado entre
0S cornos anterior e posterior do menisco medial - Lamina corada com H&E
pertencente a um dos animais do grupo controle intacto 8 semanas - Representa como
foi realizado a andlise morfométrica de celularidade nos campos selecionados. (X
amarelos) Condrdcitos presentes na area delimitada; (*) Corno anterior do menisco

medial; (#) Corno posterior do menisco medial. (Barra 100 um).

3.7.1.4 Analise Morfométrica de Espessura

Para avaliar a espessura do tecido cartilaginoso, foi realizada a analise
morfométrica de espessura proposta por RENNER et al. (2006), com modificaces,
onde foram utilizadas as laminas coradas com HE. A anélise, foi realizada através do
programa Axionvision 3.1 Image Analaysis (Carl Zeiss)®, em que, ap06s a escolha
aleatéria de um corte por lamina, este foi fotografado em trés campos distintos do
condilo medial do fémur. A metodologia empregada para fotografar os campos foi a

mesma descrita anteriormente na analise morfométrica de celularidade. Em cada regido
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foram feitas trés medidas intercaladas com um intervalo de 300 pum, como demonstrado
na figura 5. Cada medicdo foi feita perpendicular e a partir da camada superficial da
cartilagem articular até o 0sso subcondral. Apos obter todas as medidas, calculou-se a

media da espessura da cartilagem articular referente a cada lamina analisada.

Figura 5: Fotomicrografia de um campo do céndilo medial do fémur localizado entre
0s cornos anterior e posterior do menisco medial - Lamina corada com H&E
pertencente a um dos animais do grupo lesdo 8 semanas - Representa como foi realizado
a analise morfométrica de espessura em um dos campos selecionados. (*) Corno

anterior do menisco medial; (#) Corno posterior do menisco medial. (Barra 100 pum)
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3.7.2 Andlise de Quantificacdo das Fibras Totais de Colageno

As laminas coradas com Picro Sirius Red foram submetidas a analise do brilho
de birrefringéncia do coldgeno por meio de microscopia de luz polarizada para
quantificar as fibras totais de colageno presentes na cartilagem articular. Apds a escolha
aleatoria de um corte por lamina, este foi fotografado em trés campos distintos do
condilo medial do fémur. A metodologia empregada para fotografar os campos foi a
mesma descrita anteriormente na analise morfométrica de celularidade. Em cada campo
foi quantificado as fibras totais de colageno através do software Image J (Versdo 1.45,
Instituto Nacional de Saude, Bethesda, EUA) que identificou a intensidade do brilho de
birrefringéncia calculando a intensidade em “pixels” da cor dada pelo Picro Sirius Red
sob luz polarizada. Através da selecdo de tonalidades birrefringentes avermelhadas e
esverdeadas foi possivel quantificar as fibras totais de coldgeno presente em cada campo
selecionado e posteriormente obter uma média para cada lamina analisada. A figura 6
demonstra um campo de uma lamina corada com Picro Sirius Red e observada sob luz

polarizada.
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Figura 6: Fotomicrografia de um campo do co6ndilo medial do fémur localizado
préximo 20 corno anterior do menisco medial - Ladmina corada com Picro Sirius Red
para analise de birrefringéncia do colageno pertencente o a um dos animais do grupo
tratado com laser 10 J/cm? no periodo experimental de 5 semanas — (—) Indica fibras
de colageno que emitem um brilho de birrefringéncia na coloracdo avermelhada; ( )
Indica fibras de colageno que emitem um brilho de birrefringéncia na coloragédo

esverdeada (*) Corno anterior do menisco medial. (Barra 100 pum)

3.7.3 Andlises Semi-quantitativas - Imunohistoquimica

Para a analise semi-quantitativa de imunohistoquimica as laminas foram
marcadas para detectar a expressdo do fator de necrose tumoral (TNF-a) (polyclonal
rabitt anti-rat, ab6671, abcam, Cambrige, MA, UK), interleucina 1 (IL-1p) (polyclonal
rabitt anti-rat, sc-7884, Sta Cruz biotechnology, California, USA) e metaloproteinase 13
(MMP-13) (polyclonal rabitt anti-rat, ab75606, abcam, Cambrige, MA, UK). Apos a

desparafinizacdo e hidratacdo dos cortes foi realizado o bloqueio da peroxidase
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enddgena, em que os mesmos foram incubados em solucdo a 30% de peroxido de
hidrogénio diluido em solucéo de salina tamponada (PBS) por 30 minutos. Em seguida,
0s anticorpos primarios foram aplicados em quatro laminas de cada grupo nas seguintes
diluicdes e tempos: anti-TNF-a — 1:200 por 30 minutos, anti-1L-13 — 1:50 por 120
minutos e anti-MMP-13 — 1:100 por 30 minutos. Apos lavagem em PBS, foi aplicado o
anticorpo secundario (ABC kit, PK-6200, Vector laboratories, Burlingame, CA, USA)
na diluicdo 1:5 por 30 minutos. Em seguida os cortes foram novamente lavados em PBS
e corados com diaminobenzidine (DAB, SK-4100, Vector laboratories, Burlingame,
CA, USA) por 30 minutos. Por fim, foi realizada a coloracdo por hematoxilina e
montagem das laminas. Para o controle negativo, durante o processo 0s anticorpos

primarios foram omitidos.

A andlise semi-quantitativa através da imunohistoquimica utilizada neste estudo
foi desenvolvida a partir da modificagio da analise semi-quantitativa de
imunohistoquimica proposta por Paiotti et al. (2012). Para a realizacdo da analise semi-
quantitativa de imunohistoquimica, foi escolhido um corte por cada lamina corada para
TNF-0, IL1B ¢ MMP-13. Em seguida, por meio de microscopia de luz (Axiolab Zeiss)
em um aumento de 400x e com o0 uso de um contador manual de células, foram
contados ao longo da cartilagem articular do fémur um total de 1000 células de forma a
constatar a porcentagem de condrocitos imunocorados positivamente em cada corte

analisado.

3.7.4 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Antes da eutanésia, 2ml de sangue foram colhidos através de punc¢éo cardiaca. O
sangue foi acondicionado em tubos secos, sem anticoagulante, por aproximadamente 2

horas até a retracdo do coagulo. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 1500
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rpm por 15 minutos e o soro separado e aliquotado em microtubos, identificados e

congelados a -20°C até o uso.

As citocinas foram quantificadas através do método ELISA utilizando-se pares
de anticorpos e respectivos padrdes recombinantes obtidos comercialmente para cada
citocinas pesquisada, seguindo as recomendacdes do fabricante (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA). As aliquotas de soro foram submetidas & dosagem das citocinas
Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 10 (IL-10) e Fator de necrose
tumoral o (TNF-a). As microplacas de alta afinidade foram sensibilizadas com
anticorpos monoclonais anti-citocinas e permaneceram em “overnight” a temperatura
ambiente. Apos blogueio com PBS as placas foram lavadas, adicionados sobrenadantes
e efetuados curvas padrdo de citocinas recombinantes. As placas foram mantidas a
temperatura ambiente por duas horas e em seguida realizada nova lavagem. Foram
adicionados anticorpos anti-citocinas biotinilados e mantidos por mais uma hora a

temperatura ambiente. Os resultados foram expressos em densidade Optica.

3.7.5 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por meio de técnicas descritivas, tais
como graficos, na forma de médias e desvios-padrdo. Para a verificacdo da normalidade
dos dados em cada analise, foi aplicado o teste de Shapiro Wilks. Nos dados
considerados paramétricos foi aplicado o teste paramétrico ANOVA com Post Hoc
Tukey (p < 0,05). J&4 nos dados considerados ndo paramétricos foi aplicado o teste ndo-
paramétrico Kruskal-Wallis (p < 0,05). Foram utilizados o software estatistico Statistic

7 e o software Exel 2010.
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4. RESULTADOS

Durante o periodo experimental, os animais ndo apresentaram complicagdes pos-
operatdrias. Os animais regressaram rapidamente a sua dieta normal e ndo demonstraram
perda de massa corporea. Além disso, nenhum animal teve 6bito durante o experimento e

ndo foi detectada a presenca de infeccdo na area de lesao.

4.1Anélise Histologica

4.1.1 Analise histoldgica descritiva

A andlise histoldgica revelou que apds 5 semanas, o Gl apresentou estrutura da
cartilagem normal, com células organizadas, onde os condrocitos apresentaram-se
dispostos em paralelo na regido superficial e em colunas na regido intermediaria (Figura
7A). No grupo controle, pode ser observado uma leve fibrilagdo e presenca de
irregularidades na superficie articular, além da presenca de condrdcitos dispostos de
maneira desorganizada (Figura 7C). Nos grupos tratados com laserterapia, em ambas as
fluéncias, observou-se leve irregularidade da superficie articular com sinais iniciais de

fibrilacdo e moderada presenca de células organizadas (Figura 7E e 7G).

Ap0s 8 semanas, a estrutura da cartilagem articular no GI apresentou-se normal,
com condrécitos organizados e sem a presenca de fibrilagdo na superficie articular
(Figura 7B). Foi observado que nos animais do grupo GC, o processo degenerativo
progrediu, onde foi detectada a presenca de intensa fibrilacdo, irregularidades na
superficie articular e hipercelularidade, além de desorganizacdo dos condrdcitos
(Figura 7D). O grupo L10 apresentou moderada quantidade de condrocitos e leve

presenca de fibrilacdo e irregularidades comparado com o controle (Figura 7F). Além
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disso, o grupo L50 apresentou leve presenca de fibrilacéo e irregularidades na superficie
articular, moderada quantidade de condrocitos, com maior desorganizacdo celular

quando comparada com ao L10 (Figura 7H).
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5 semanas 8 semanas

Figura 7 — Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais. Organizacao dos
condrécitos (— ), fibrilacdo e irregularidades na superficie (™ ) cartilagem articular
(#), osso subcondral (*) A - GI 5 semanas; B — Gl 8 semanas; C — GC 5 semanas; D —
GC 8 semanas; E — L10 5 semanas; F — L10 8 semanas; G — L50 5 semanas; H — L50 8

semanas. Barra 100um.
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4.1.2 Andlise histoldgica através da graduacéo de Mankin

A andlise realizada pela graduacdo de Mankin demonstrou que, apds 5 semanas,
0 GI apresentou pontuacdo significativamente menor na graduacdo de Mankin
comparado com GC e L50. Ap6s 8 semanas, os animais do Gl apresentaram

significativamente menor pontua¢do do Mankin comparado ao GC, L10 e L50 (Figura

8). Nenhuma outra diferenca foi observada.

Graduacao de Mankin
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Figura 8- Médias e desvios-padréo da graduacdo de Mankin. GI: grupo intacto; GC:
grupo controle lesdo; L10: grupo lesdo e tratado com laser 10 J/cm?; L50: grupo les&o e

tratado com laser 50 J/cm?. * p< 0,05.



4.1.3 Anélise morfométrica

4.1.3.1 Celularidade
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Através da figura 9, pode-se observar resultados similares de celularidade entre

0s grupos apo6s 5 semanas. No segundo periodo avaliado, o numero de condrécitos no

GC foi significativamente maior quando comparado ao Gl, L10 e L50. Nenhuma outra

diferenca foi observada.
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Figura 9- Médias e desvios-padrdo da celularidade. Gl: grupo intacto; GC: grupo

controle lesdo; L10: grupo lesdo e tratado com laser 10 J/cm?® L50: grupo lesdo e

tratado com laser 50 J/cm?. * p< 0,05.



4.1.3.2 Espessura

De acordo com a figura 10, observa-se que o Gl apresentou menor espessura da
cartilagem quando comparado com o GC e L50. Apos 8 semanas, o Gl demonstrou

espessura significativamente menor comparado com os demais grupos experimentais

(GC, L10 e L50).
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© 200 -
2 150 -
2
@100 -
[11]

50 -

5 semanas
Grupos

Espessura da cartilagem
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Figura 10- Médias e desvios-padrdo da espessura da cartilagem. Gl: grupo intacto;
GC: grupo controle lesdo; L10: grupo lesdo e tratado com laser 10 J/cm? L50: grupo

lesdo e tratado com laser 50 J/cm?. * p=<0,05.




4.2 Andlise das Fibras Totais de Colageno
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Pode-se observar através da figura 11, que em ambos os periodos experimentais

ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos em relacdo a quantidade

das fibras totais de colageno.
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Figura 11- Médias e desvios-padrdo das fibras totais de colageno. GI: grupo intacto;

GC: grupo controle lesdo; L10: grupo lesdo e tratado com laser 10 J/cm?; L50: grupo

lesio e tratado com laser 50 J/cm?.
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4.3 Analise Semi-quantitativa através da Imunohistoquimica - Detec¢do da citocina

IL-1p

A figura 12 apresenta os resultados da imunoexpressdo da citocina IL-1f3. Os
resultados indicam menor expressao de IL-13 no GI comparado com o0s demais grupos

experimentais, em ambos os periodos analisados (5 e 8 semanas pos cirurgia).

Imunohistoquimica- IL-13
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Figura 12- Médias e desvios-padrdo da analise semi-quantitativa de imunohistoquimica
para IL-1fB. Gl: grupo intacto; GC: grupo controle lesdo; L10: grupo lesdo e tratado

com laser 10 J/cm?; L50: grupo leséo e tratado com laser 50 J/cm?. * p< 0,05.
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4.4 Analise Semi-quantitativa através da Imunohistoquimica - Detec¢do da citocina

TNF-a

Através da figura 13, observa-se que nao foram encontradas diferencas
estatisticas entre 0s animais dos grupos 5 semanas em relagdo a quantidade de
condrdcitos imunomarcados para TNF-a. Na comparac¢do dos resultados apresentados
nos grupos de 8 semanas, os grupos GC, L10 e L50 apresentaram maior quantidade de

condraécitos imunomarcados para TNF-a quando comparados ao Gl.
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Figura 13- Médias e desvios-padrdo da analise semi-quantitativa de imunohistoquimica
para TNF-a. GI: grupo intacto; GC: grupo controle lesdo; L10: grupo lesdo e tratado

com laser 10 J/cm?; L50: grupo lesdo e tratado com laser 50 J/cm?. * p< 0,05.
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4.5 Analise Semi-quantitativa através da Imunohistoquimica — Deteccdo da

citocina MMP-13

A imunoexpressdo de MMP-13 revelou que no primeiro periodo experimental,
ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos experimentais. No
segundo periodo experimental (8 semanas), foi observada menor expressdo de MMP-13

no GI comparado aos grupos GC, L10 e L50 (Figuras 14).
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Figura 14- Médias e desvios-padrdo da analise semi-quantitativa de imunohistoquimica
para MMP-13. GI: grupo intacto; GC: grupo controle les&o; L10: grupo lesdo e tratado

com laser 10 J/cm?; L50: grupo lesdo e tratado com laser 50 J/cm?. * p< 0,05.



4.6 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) — Quantificacdo da citocina IL-4

Através da figura 15, pode-se observar que ndo foram encontradas diferencas
estatisticas entre 0s grupos na expressdo da citocina IL-4, ap6s 5 semanas. Porém a
mesma encontrou-se aumentada nos animais do grupo L50, ap6s 8 semanas,

comparado com o0s demais grupos experimentais. Nenhuma outra diferenca foi

observada entre os demais grupos.
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Figura 15: Médias e desvios padrdo do ensaio imunoenzimatico para a citocina IL-4.

GI: grupo intacto; GC: grupo controle lesdo; L10: grupo lesdo e tratado com laser 10
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oGl
aGc
HL10
HL50




4.7 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) — Quantificacdo da citocina IL-6
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A figura 16 demonstra que ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os

grupos na expresséo da citocina IL-6 em ambos os periodos analisados.
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Figura 16: Médias e desvios padrdo do ensaio imunoenzimatico para a citocina IL-6.

GI: grupo intacto; GC: grupo controle lesdo; L10: grupo lesdo e tratado com laser 10

Jlcm?; L50: grupo lesdo e tratado com laser 50 J/cm?.

4.8 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) — Quantificacédo da citocina IL-10

O ensaio imunoenzimatico para a IL-10 revelou que apds 5 semanas, nao foram

observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais. Porém, ap0s 8

semanas, 0 grupo L50 apresentou maior quantidade sérica da citocina IL-10 quando

comparado aos grupos Gl, GC e L10 (figura 17).
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Figura 17: Médias e desvios padrdo do ensaio imunoenzimatico para a citocina IL-6.
GI: grupo intacto; GC: grupo controle lesdo; L10: grupo lesdo e tratado com laser 10

Jlem?; L50: grupo lesdo e tratado com laser 50 J/cm?. * p< 0,05

4.9 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) — Quantificacédo da citocina TNF-a

Através da figura 18, pode-se observar que ndo foram encontradas diferencas

estatisticas entre os grupos na quantificacéo da citocina TNF-a.
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Figura 18: Médias e desvios padrdo do ensaio imunoenzimatico para a citocina TNF-a.

GI: grupo intacto; GC: grupo controle lesdo; L10: grupo lesdo e tratado com laser 10

Jlem?; L50: grupo lesdo e tratado com laser 50 J/cm?.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos do laser 830nm na degeneracdo da
cartilagem articular do joelho de ratos submetidos a um modelo experimental de OA.
Os resultados histologicos demonstraram que ambos os grupos tratados com LLLT
apresentaram estrutura tecidual mais organizada e menor numero de condrécitos quando
comparado com o grupo controle lesdo. No entanto, ndo foi observada diferenca
significativa nos resultados apresentados pela graduacdo de Mankin. Além disso, 0s
grupos OA apresentaram um aumento na espessura da cartilagem e aumento das
citocinas pro-inflamatorias IL-1B, TNF- o ¢ da MMP-13 nos grupos controle e tratados.
O laser parece ter influéncia positiva sobre a resposta inflamatoria, pois aumentou a
expressdo das citocinas I1L-4 e I1L-10 no grupo L50, favorecendo um efeito regulatério

do processo inflamatério.

A analise histologica qualitativa revelou ap6s 5 semanas que, 0s grupos lesados,
tanto controle quanto tratados, apresentaram fibrilacdo e irregularidades na superficie
articular e que os grupos tratados apresentaram melhor organizacdo dos condrécitos.
Apbds 8 semanas, 0s grupos tratados apresentaram melhor aspecto do tecido
cartilaginoso e também melhor organizacdo tecidual comparado ao grupo controle.
Esses resultados corroboram com Lin et al. (2010), que utilizaram o laser infravermelho
( A= 810nm; fluéncia de 3J/cm?) e encontraram resultados positivos da LLLT em
joelhos de ratos submetidos a TLCA. Os autores observaram que o laser promoveu
organizacao dos condrocitos na cartilagem articular semelhante a dos animais intactos.
Da mesma forma, Bayat et al. (2007), também encontraram uma melhor organizacao
dos condrocitos em modelo experimental de OA induzida por imobilizacéo do joelho de

coelhos e tratados com laser 632 nm na fluéncia 13 J/lcm? 3 vezes por semana. Com
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isso, neste estudo pode ser sugerido uma acdo benéfica do laser sobre o tecido
cartilaginoso pois possivelmente a laserterapia tenha favorecido a homeostase tecidual
através da estimulacdo dos condrécitos, 0s quais responderam positivamente, mantendo
sua organizacdo e 0s niveis celulares, evitando com isso a progressdao do processo

degenerativo.

O sistema de graduacdo de Mankin é amplamente utilizado para a avaliacdo das
alteracdes causadas pela OA, onde observa-se que quanto maior a graduagdo, maior o
grau de acometimento da cartilagem articular (JEAN et al., 2007; PEARSON et al.,
2011). Este é um sistema classico de avaliacdo, sendo uma das escalas mais utilizadas
na literatura (PEARSON et al., 2011). No presente estudo, foi observado um aumento
da graduagcdo de Mankin nos grupos GC e L50 quando comparados ao Gl apds 5
semanas. No entanto, apdés 8 semanas, a graduacdo de Mankin apresentou-se
aumentada nos grupos GC, L10 e L50 quando comparados ao grupo intacto. Esses
dados apontam que o modelo utilizado neste estudo foi valido, pois promoveu

alteracdes na cartilagem 5 e 8 semanas ap6s a TLCA.

Apds 5 semanas, o grupo L10 apresentou graduacdo de Mankin semelhante ao
grupo GI, no entanto, esse achado ndo se prolongou no periodo de 8 semanas. Esse
resultado sugere que a menor fluéncia possa ter atuado positivamente nos estagios
iniciais do processo de degeneragdo da cartilagem, através da modulacdo da atividade
celular dos condrdcitos. Esse fator positivo ndo foi observado no decorrer do processo

degenerativo relacionado a OA (8 semanas).

A graduacdo de Mankin envolve a andlise de vérias varidveis na cartilagem
articular como estrutura do tecido, quantidade de células, perda de proteoglicanos e a

integridade da tidemark. Diante disso, apesar do efeito positivo na celularidade,
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provavelmente o laser ndo apresentou o mesmo efeito referente aos outros parametros,
como a perda de proteoglicanas, o que pode ter resultado na diferenca significativa
nesse parametro nos grupos irradiados. Santos (2012) avaliou o conteudo de
proteoglicanas no joelho de ratos com OA e concluiu que o laser (685nm) na fluéncia de
10J/cm? estimulou maior quantidade de proteoglicanas que o grupo controle lesdo e
valores semelhantes ao grupo intacto, porém nao encontrou resultados positivos quando
utilizou a fluéncia de 50J/cm® Provavelmente o laser na fluéncia 10J/cm® tenha
estimulado positivamente os condrdcitos a produzirem a glicoproteina no tecido com

processo degenerativo em curso.

Autores afirmam que no inicio do processo da OA, os condrécitos aumentam sua
taxa metabdlica, onde estes comecam a se proliferar, na tentativa de reparar o tecido
lesado (GOLDRING, 2000; PRITZKER et al., 2006; GOLDRING; GOLDRING 2007).
Essas alteracOes resultam em hipercelularidade, desorganizacdo celular, presenca de
condrdcitos hipertrofiados, culminando na morte celular por apoptose (FUJITA et al.,
1997; KUHNT; LIMA; HASHIMOTO, 2004; PRITZKER et al., 2006; THOMAS et
al., 2007). Os resultados obtidos na analise morfométrica de celularidade do presente
estudo revelam que no periodo experimental de 5 semanas, ndo foi possivel observar
alteracbes em relacdo a quantidade de condrécitos entre os grupos. Possivelmente o
tempo pdés TLCA ndo tenha sido suficiente para gerar alteracfes teciduais referentes a
proliferacéo celular. Porém, o periodo de 8 semanas utilizado neste estudo foi suficiente
para observar alteracdes teciduais ocasionadas pelos estimulos lesivos, uma vez que o
grupo GC apresentou valores estatisticamente maiores de celularidade em relagdo aos
grupos tratados e ao grupo intacto, indicando sinais de degeneracdo articular neste

grupo experimental. Esses resultados corroboram com os resultados histologicos
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qualitativos e sugerem que a laserterapia influenciou positivamente o metabolismo
celular, sendo capaz de manter a homeostase do tecido, prevenindo a hipercelularidade,

evitado assim, a evolugdo do processo degenerativo.

Esses achados estdo de acordo com os encontrados por Santos (2012), que
observou que o LLLT no comprimento de onda de 685nm, nas fluéncias de 10J/cm? e
50J/cm?, aplicado no joelho de ratos apés TLCA e no mesmo periodo experimental

deste estudo, foi capaz de prevenir a hipercelularidade inicial da OA.

A andlise morfométrica de espessura do presente estudo demonstrou um
aumento na espessura do tecido tanto no periodo de 5 semanas (GC e L50) quanto no
periodo de 8 semanas (GC, L10 e L50), sinalizando as alteracGes presentes na fase
inicial da OA, em que os condrdcitos aumentam suas atividades anabdlicas e catabdlicas
e passam a produzir tanto componentes da MEC como enzimas proteoliticas, na
tentativa de impedir a degradacéo do tecido (LEROUX et al., 2001; GOLDRING, et al.,
2007). O laser na fluéncia de 10 J/cm? retardou o espessamento do tecido apds 5
semanas,no entanto o efeito do laser sobre a espessura ndo se prolongou apds 8
semanas. Tais achados também corroboram com os encontrados por Santos (2012) que
observou aumento da espessura da cartilagem articular de ratos submetidos a TLCA e
tratados com laser (A= 685nm; fluéncia de 50J/cm?), no mesmo periodo experimental
deste estudo. Ainda, este autor observou que o laser no periodo experimental de 5
semanas, retardou o espessamento do tecido, uma vez que a espessura da cartilagem
articular dos animais tratados foi semelhante aos animais do grupo intacto. Os
resultados do presente estudo também estdo de acordo com Bayat et al. (2007), que
encontraram um aumento da espessura da cartilagem apds a irradiagdo laser 632nm, na

fluéncia de 13 J/cm? em um modelo experimental de OA. Os autores consideraram este
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resultado como uma resposta benéfica em relacdo a estrutura tecidual e atribuiram esse
resultado ao laser, que poderia ter estimulado o metabolismo tecidual. Assim, apesar do
laser na dosimetria do presente estudo ter modulado positivamente a atividade
metabolica dos condrécitos em relacdo a celularidade, € provavel que o mesmo nao
tenha sido capaz de impedir a sintese de outros componentes da MEC que caracteriza o

aumento da espessura do tecido na fase inicial da leséo.

Como exposto anteriormente, o coldgeno € o componente mais importante da
cartilagem articular e sofre modificacbes na situacéo patologica de OA, pela ruptura da
sua rede de fibras e diminuicdo de seu contetdo (VELOSA; TEODORO; YOSHINARI,
2003; VASILCEAC et al., 2010). Nesse estudo, ndo foi observado alteracfes na
quantidade das fibras totais de coladgeno entre os grupos. Possivelmente os periodos
experimentais estudados ndo foram suficientes para observar mudancgas nas fibras de
colageno da cartilagem articular, onde a lesdo ndo tenha evoluido até o estagio de

ocorrer perda das fibras de colageno.

Durante a progressdo da OA, uma série de marcadores pro-inflamatérios sao
ativados, incluindo a IL-1p, TNF-a e MMP-13 (GOLDRING, 2000). A acdo desses
mediadores inflamatdrios levam a um aumento nas vias catabolicas, inibindo a sintese
de matriz e promovendo apoptose celular (ROUSSEAU; GARNERO, 2012). A
producédo excessiva de IL-1B e TNF-a altera o balango do remodelamento da matriz
cartilaginosa, desencadeando modificagdes estruturais da cartilagem articular
(ROUSSEAU; GARNERO, 2012; VINCENT et al., 2012). A IL-1B e TNF-a sdo
importantes reguladores de metaloproteinase (MMP) na OA (GOLDRING, 2000).
Tetlow et al. (2001), observaram em um estudo in vitro, que condrdcitos retirados de

um tecido sadio na presenca de TNF-a e IL 1 , passaram a sintetizar MMP-13, que é


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Garnero%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22538364
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Garnero%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22538364
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uma das principais enzimas responsaveis em degradar o colageno tipo Il. No presente
estudo, apds 5 semanas foi encontrado aumento da expressdo de IL-1pB nos grupos GC,
L10 e L50 mas ndo houve diferenca na expressdo de TNF-a e MMP-13 entre 0s grupos.
Apds 8 semanas, houve aumento significativo da expressdo de de IL-1B, TNF-a e
MMP-13 nos grupos controle e tratados, em ambas as fluéncias avaliadas comparado
com o0s animais do grupo intacto. Como a expressdo de IL-1p ja estava presente em 5
semanas, pode-se sugerir que a IL-1p tenha estimulado a expressdo de TNF-o. ¢ MMP-
13 pelos condrécitos, como observado por Tetlow et al. (2001). Diante disso, fica
evidente que a expressao de mediadores proinflamatérios nos grupos tratados demonstra

que o laser nao foi eficiente para modular esses mediadores em estagios iniciais de OA.

Como o TNF-a é uma importante citocina catabdlica que estd presente nos
processos degenerativos da OA (GOLDRING, 2000), sua expressdo também foi
avaliada em nivel sisttémico a partir do sangue dos animais, através do método ELISA.
Apos o teste de ELISA, ndo foi observado diferenca na expressdo deste marcador entre
0S grupos, tanto de 5 quanto de 8 semanas. Estes achados ndo corroboram com Soriano
et al. (2006), que encontraram diminuicdo da presenca de TNF-a nos niveis plasmaticos
de ratos submetidos ao modelo experimental de OA por injegdo intra-articular de
hidréxido-apatita no joelho e posteriormente tratados com laser He-Ne (632,8 nm) na
fluéncia de 8 J/cm? Porém é dificil a comparacdo entre os estudos, pois o modelo
experimental e os parametros utilizados do laser sdo diferentes dos empregados neste
estudo. No entanto, os niveis sericos de TNF-a encontrados neste estudo, ndo se
apresentaram diferentes entre 0s grupos experimentais, podendo, com isso inferir que,

embora tenham sido observadas alteracGes estruturais e metabolicas no local da leséo, o
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periodo experimental ndo foi suficiente para observar alteracfes sistémicas do TNF-a

no processo inflamatério.

Outra citocina importante nos processos OA € a IL-6. Embora seu papel seja
controverso, ha evidéncias que esta citocina possa ter um duplo papel na patogénese da
OA. Esta citocina é classificada como regulatéria e pode ser sintetizada por células
estimuladas pela IL-1p e pelo TNF-o (GOLDRING, 2000). No presente estudo, néo foi
obervada diferenca na expressdo de IL-6 entre 0s grupos experimentais, em ambos 0s
periodos analisados. Esses resultados discordam dos encontrados por Pallotta et al.
(2012), que avaliaram os efeitos do laser 810nm, 5W/cm? em artrite aguda induzida por
injecdo de carragenina. Os autores observaram que a LLLT foi eficiente em reduzir os

niveis de IL-6 no fluido sinovial.

Além das citocinas catabolicas, também encontram-se no tecido OA as citocinas
inibitdrias, com destaque para a IL-4 e I1L-10. Essas citocinas sdo classificadas como
anti-inflamatorias e inibem a liberacdo de outras citocinas como por exemplo, IL-1, IL-6
e TNF-a (GOLDRING; 2000; VALE et al., 2003). Como exposto acima, tanto as
citocinas catabdlicas quanto as inibitdrias estdo presentes na cartilagem osteoartritica,
sendo que o equilibrio dessas citocinas é importante na determinacdo da severidade da
doenca (GOLDRING, 2000). Foi observado nesse estudo que, pés 5 semanas, nao
houve diferencas na expresséo de IL-4 e IL-10 no soro dos animais dos diferentes
grupos experimentais. No entanto, os niveis de ambas citocinas estavam aumentados no
grupo L50 apds 8 semanas. Diante desses resultados, pode-se sugerir que o laser tenha
atuado de forma benéfica, na tentativa de modular positivamente o processo

inflamatdrio a nivel sistémico.



75

A literatura demonstra que o LLLT tem um efeito dose-dependente no tecido e
que ainda ha muitas lacunas na literatura a respeito dos melhores parametros a serem
utilizados na tentativa de melhor estimular o tecido (KARU; KOLYAKOV 2005;
RENNO et al., 2007; DA ROSA et al., 2012). Dentro deste contexto, foi realizado
nesse estudo a comparacdo entre duas fluéncias diferentes. Foi observado que na menor
fluéncia e no menor periodo experimental (10J/cm?, 5 semanas), o laser apresentou um
efeito positivo através da modulacdo da atividade celular dos condrdcitos, demonstrado
pela menor graduacdo de Mankin e menor espessura do tecido. Além disso, o laser
também apresentou efeito positivo apds 8 semanas, pois preveniu a hipercelularidade.
Em contrapartida, na maior fluéncia e no menor periodo experimental (503/cm? 5
semanas), nao foi observado efeito positivo. No entanto, apos 8 semanas, o laser parece
modular a resposta inflamatéria a nivel sistémico. Sendo assim, existe uma
especificidade de absorcdo da irradiacdo laser pelos diferentes tecidos bioldgicos, o que
determina a existéncia de uma janela terapéutica para fotoestimulacdo efetiva em cada

tipo de tecido (KARU; KOLYAKOQV 2005).

Em relacdo ao modelo experimental utilizado nesse estudo, Hayami et al.,
(2006) afirmam que o modelo de TLCA é adequado para avaliar os efeitos de agentes
terapéuticos na OA, pois permite que a doenca se instale de forma lenta e progressiva.
Além disso, esse modelo apresenta aspectos patogénicos semelhantes a OA traumatica
que ocorre em humanos (KAAB, CLARK; NOTZLI, 2000, HAYAMI et al., 2006;
APPLETON et al., 2007 ). Autores afirmam que 2 semanas ap0s a cirurgia os achados
histologicos correspondem a fase inicial da OA (HAYAMI et al., 2006; APPLETON et
al., 2007; BENDELE, 2011). Ainda, Hayami et al. (2006) afirmam que apos a décima

semana apos TLCA, a doenca comeca a apresentar um estagio mais avancgado. Essa
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afirmacdo esta de acordo com os dados do presente estudo, pois no periodo de 5
semanas foi observado no grupo controle aumento na graduacdo de Mankin, aumento da
espessura além da expressdo aumentada de IL-1p quando comparado ao grupo intacto.
A progressao da doenca foi observada apds 8 semanas, demonstrado através do aumento
da graduacdo de Mankin, maior espessura, hipercelularidade, como também aumento da
expressao de citocinas pré-inflamatérias como a IL-1B e o TNF-o e da colagenase
MMP-13 no grupo controle.

Com isso, apresenta-se como limitacdo do estudo a auséncia de um periodo
experimental mais prolongado, de modo que se possa avaliar a acdo da laserterapia a
longo prazo sobre o metabolismo da cartilagem osteoartritica. Além disso, estudos
futuros com a avaliacdo de outros marcadores inflamatorios e outros parametros de
irradiacdo devem ser realizados para esclarecer os efeitos da terapia laser na cartilagem
articular, de modo que, esse recurso possa ser aplicado de forma segura e eficaz em

estudos clinicos, para se determinar os reais efeitos dessa terapia em pacientes com OA.
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6. CONCLUSOES

Por meio dos resultados obtidos nesse estudo, pode-se concluir que o laser de
baixa intensidade, com comprimento de onda de 830nm, nas fluéncias de 10 e 50J/cm?,
foi benéfico no metabolismo da cartilagem articular do joelho de ratos com OA
induzida por TLCA, principalmente minimizando os efeitos da hipercelularidade inicial
dos condrécitos frente ao estimulo lesivo. Além disso, o laser na fluéncia de 50J/cm?
apo6s 8 semanas, aumentou a expressao sérica das citocinas I1L-4 e IL-10, favorecendo
um efeito regulatério do processo inflamatorio, o qual é determinante para maior

gravidade da doenca.
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Protocolo n*. 0232010
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ANEXO B:

Primeira pégina do artigo intitulado: “Effects of low level laser therapy in an
experimental model of osteoarthritis in knee of rats”, submetido para publicacdo no

periddico “Lasers in Surgery & Medicine”.

Effects of low level laser therapy in an experimental model of

osteoarthritis in knee of rats

Poliani Oliveira, MS,* Anderson A. Santos, MS® Tamara Rodrigues,* Carla R. Tim,
MS,! Karina Z. Pinto, PhD,? Stela M. Mattiello, PhD,! Nivaldo A. Parizotto, PhD,!
Fernanda Freitas Anibal, PhD?, and Ana Claudia Muniz Renno, PhD?

'Department of Physiotherapy, Federal University of S&o Carlos. CEP 13565-905 S&o
Carlos, SP, Brazil.

Department of Morphology and Pathology, Federal University of Sdo Carlos. CEP
13565-905 Séo Carlos, SP, Brazil.

3Department of Bioscience, Federal University of Sdo Paulo. CEP 11050-250 Santos,
SP, Brazil.

Corresponding author: Ana Claudia Muniz Renno
Department of Bioscience, Federal University of S&o Paulo. Av. Ana Costa, 95, Santos,
Sé&o Paulo, 11050-250, Brazil. Phone +55 13 32218303. E-mail:acmr_ft@yahoo.com
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ANEXO C

Email recebido em 26/01/2013 do periodico “Lasers in Surgery & Medicine”
apontando a submissdo do artigo intitulado “Effects of low level laser therapy in an

experimental model of osteoarthritis in knee of rats”.

- lensagem encaminhada -

De: “Ism@manuscriptmgt.com” <lsm@manuscriptmgt.com=
Para: acmr_ft@yahoo.com.br

Enviadas: Sabado, 26 de Janeiro de 2013 12:37

Assunto: Lasers in Surgery & Medicine - Manuscript LSM-13-0026

26-Jan-2013

Manuscript number: LSM-13-0026

Dear Ms. Renno:

Thank vou for submitting vour manuscript entitled Effects of 830nm laser in cartilage structure and inflammatory markers in an experimental mode! of osteoarthritis
by Oliveira, Poliani; Santos, Anderson; Rodrigues, Tamara; Tim, Carla; Pinto, Karina; Matiello, Stela; Parizotto, Nivaldo; Anibal, Fernanda; Renno, Ana. We will be
passing it on to the editors for evaluation shortly. Please note, however, that if the format or any part of your paper to include text; abstract and/or references or
figures are not styled according to our author instructions we will not be able to process your submission. In such case, we will contact you and we will unsubmit
vour paper back to vou for proper formatting and re-submission.

To track the progress of your manuscript through the editorial process using our new web-based system, simply point your browser to:

http:/mc.manuscriptcentral. com/lsm

May we also kindly ask you to always include the manuscript ID number LSM-13-0026 in any future correspondence regarding this article.

If you experience problems associated with the submission web site, please click on the "Get Help Now" link at
http//mc.manuscriptcentral.com/Ism

J. Stuart Nelson
Lasers in Surgery & Medicine Editor-in-Chief




