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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos da terapia laser de baixa intensidade (LLLT) no
comprimento de onda 685 nm nas fluéncias 10 J/cm? e 50 J/cm® aplicados na cartilagem
articular de joelhos de ratos submetidos a um modelo experimental de osteoartrite (OA)
induzida por transec¢do do ligamento cruzado anterior (TLCA). Materiais e Métodos:
Foram utilizados 80 ratos machos (Wistar), que foram aleatoriamente distribuidos em 4
grupos: Grupo Intacto (I); Controle Lesao (C); Lesdo tratado com laser na fluéncia de
10 J/em® (L10) e Lesdo tratado com laser na fluéncia de 50 J/cm® (L50). Os grupos
foram subdivididos em 2 subgrupos (n=10), com diferentes datas de sacrificio. O
primeiro subgrupo foi sacrificado 5 semanas poés TLCA e foram realizadas 15 sessdes
de tratamento em 3 semanas. O segundo subgrupo foi sacrificado 8 semanas pos TLCA
e foram realizadas 30 sessdes de tratamento em 6 semanas. Os tratamentos se iniciaram
2 semanas pos TLCA. Resultados: Na analise semi-quantitativa de celularidade no
periodo de 8 semanas, o grupo C apresentou maior graduacdo que o grupo [. Em relacao
ao conteudo de proteoglicanas, no periodo de 5 semanas os grupos C, L10 e L50
apresentaram menor quantidade de proteoglicanas que o grupo I, ainda, ap6s 8 semanas,
o grupo C apresentou menor quantidade de proteoglicanas que os grupos I e L10, e o
grupo L50 apresentou menor quantidade de proteoglicanas que grupo I. Ja a andlise
morfométrica de celularidade, revelou que apds 8 semanas o grupo C apresentou maior
numero de condrocitos que os grupos I, L10 e L50. A analise morfomérica de espessura
mostrou que em 5 semanas os grupos C e L50 apresentaram maior espessura que o
grupo I, além disso, no periodo de 8 semanas os grupos C, L10 e L50 apresentaram
maior espessura que o grupo I. Nao foram encontradas diferengas entre os grupos nas
quantidades de fibras totais de coldgeno. Em relacdo as andlises semi-quantitativas de
imunohistoquimica, no periodo de 8 semanas os grupos C, L10 e L50 apresentaram
maior quantidade de condrdcitos imunomarcados para TNF-a, IL1 e MMP-13 em
relacdo ao grupo I. Além disso, os grupos tratados (L10 e L50) apresentaram menor
quantidade de condrocitos imunomarcados para MMP-13 que o grupo C. Conclusio: A
LLLT no comprimento de onda 685 nm nas fluéncias de 10 Jem® e 50 J/em® foi
benéfico a cartilagem articular do joelho de ratos submetidos ao modelo experimental
de OA por TLCA. Contudo, o laser na fluéncia de 10 J/cm® foi mais eficaz, pois
promoveu a sintese de proteoglicanas nos animais tratados no periodo de 8 semanas.

PALAVRAS-CHAVE: cartilagem articular, osteoartrite e terapia laser de baixa
intensidade.



ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the effects of laser therapy on the
degeneratives modifications in articular cartilage after anterior cruciate ligament
transection (ACLT). Methods: We used eighty-male rats (Wistar), distributed into four
groups: intact, injury control, injury laser treated, at 50 J/cm® and injury laser treated,
at 10 J/em’. Animals were distributed into 2 subgroups, with different periods of
sacrifice 5 and 8 weeks post-surgery. The animals were submitted to the surgery to
induce OA by anterior cruciate ligament transection. Laser treatment started 2 weeks
after the surgery and it was performed for 15 and 30 sessions. A laser 685 nm, at 10
and 50 J/em®, 30mW was used. Results: Initial signs of tissue degradation could be
observed 5 weeks post- ACLT, with the decrease of proteoglycans concentration and
increase of thickness in the CG. After 8 weeks post-surgery, analysis showed a
progression in the degenerative process in the CG, revealed by the increase of
cellullarity and higher TNF- a, IL1 and MMP-13 immunoexpression. Laser therapy
was able of modulating some of the aspects related to the degradative process, such as
biomodulation of the number of condrocyte proliferation, prevention of proteogycans
loss and decrease of MMP-13 immunoexpression. Conclusion: This study showed that
685nm laser, especially at 10 J/cm’ prevented features related to the articular
degenerative process in the knees of rats.

Keywords: articular cartilage, osteoarthritis and laser therapy
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APRESENTACAO DA DISSERTACAO

Essa dissertagdo foi estruturada na forma de artigo, sendo dividida em trés partes
e redigida de acordo com as normas metodoldgicas da Associagdo Brasileira de Normas

Técnicas (ABNT).

A primeira parte ¢ constituida de uma contextualizacdo e o objetivo. A segunda
parte compreende o artigo intitulado: Os efeitos do laser terapéutico na cartilagem
articular em modelo experimental de osteoartrite induzida por transec¢do do ligamento
cruzado anterior.

A terceira parte ¢ composta dos anexos com o parecer do comité de ética
(ANEXO A), primeira pagina do artigo submetido para publicagdo na revista
Osteoarthritis and Cartilage (ANEXO B) e do email de comprovagdo da submissao do
artigo intitulado “Effects of low-level laser therapy on cartilage repair in an
experimental model of osteoarthritis” no periodico Osteoarthritis and Cartilage

(ANEXO C).



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE ABREVEATURA E SiMBOLOS
INDICE DE TABELAS

APRESENTACAO DA DISSERTACAO

PARTE L..ucuciiiieinninnicinssnsssssssasssssssssssssssssssosssssssssssssassssssssssossssssssssssssssassssossossos 19
CONTEXTUALIZACAO 19
1. Estrutura e Organizagdo da Cartilagem Articular............cooceevieriieiienciieniienieeeeee, 19
20 OSEROATTIIEC. c. ettt ettt ettt ettt ettt ettt b et e et esbe et e satesbeenbesanenbeebeennens 20

3. Modelo Experimental de Oateoartrite por Transec¢do do Ligamento Cruzado

F N 11150 4 1o SO OO OPSU PSSP ROUPRPSRRPRUPRRPI 22
4. Terapia Laser de Baixa Intensidade............coooueeiiiiriiiniieniiieiieeieeiiecieeee e 23
OBUJETIVOuuuuiiiiiinenninseissenssesssissesssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 25
REFERENCIAS BLIBLIOGRAFICAS.......ucueeneeenesnesessessesessessssssessssessssssessssessess 26

N 2 30
ESTUDQ ..uucuiitiiricnisnicsnisesssncssissesssecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 30
1o RESUMO. ...ttt et s bt e sttt e s e e s e e sareeas 30
2u ADSTFACE .ottt e e st e s e e ta e e e tba e e b e e e bt e e e aaeenaeeenaraeanns 32
B INEEOAUGAO. ...ttt ettt e e et e e et e e et e e e areeeneas 33

A MALETIALS € IMETOTOS. - e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeseeeaeseaesesesesesesesasaresanaaanas 35



4.1. Animais de EXperimentagao.........c.ceecveeriueeeriiieeniieenieeenieeenreeeieeeeeneesneees 35

4.2. Grupos EXPErimentais. ........cccvieruieriieniieeiieiieeieenieeeieesieeeieeseeeeveenseesnseenenes 35
4.3. Modelo Experimental de Osteoartrite...........ccceveevveeriieniienienieeniee e 36
4.4. Protocolo de Tratamento...........c.eeeerueeierienienienienieeie e 37
4.5. Eutanasia e Processamento Histologico das Articulagdes............cccceeeuuenneee. 38
4.6. ANALISE A0S COTLES. ... eeiuiieiieeiiieiieeiee ittt ettt ettt et 39
4.6.1. Anélise Semi-quantitativa de Celularidade...........cccccoceeveriinennnen. 39

4.6.2. Analise Semi-quantitativa do Conteudo de Proteoglicanas........... 39

4.6.3. Analise Morfométrica de Celularidade............ccccoeviiiiiininnnnen. 40

4.6.4. Analise Morfométrica de Espessura...........ccoccveeeviieecieencieenneeens 41

4.6.5. Analise de Quantificacdo das Fibras Totais de Colageno.............. 42

4.6.6. Analise Semi-quantitativa de Imunohistoquimica......................... 43

4.7. Andlise EStatiStiCa.......coceevuiriiiriiniiiiiniieieceeeec e 44
5. RESUITAAOS. ...ttt ettt st 45
5.1. Anélise Semi-quantitativa de Celularidade...........c.cccoceeveniininniniiniinenns 45
5.2. Analise Semi-quantitativa do Contetido de Proteoglicanas............c.ccccueueee. 46
5.3. Andlise Morfometria de Celularidade............cccoevuiiniiiiiiniiiiiiiniieieeeee, 47
5.4. Analise Morfometria de ESpessura............ccoecueeviiiiiieniienieenieeieeee e 48
5.5. Analise das Fibras Totais de COlAgEN0........cceeevvieeriieeiiieeiieeeee e 49
5.6. Analise Semi-quantitativa de Imunohistoquimica — TNF-a......................... 50
5.7. Analise Semi-quantitativa de Imunohistoquimica — IL1B..........cc.ccccuveenneee. 51
5.8. Analise Semi-quantitativa de Imunohistoquimica — MMP-13..................... 52

0. IS CUSSAD. ettt ettt e e e ettt ee e e e e e e e e e eeaeeeeeeeaaa—aaeeeeeeraaan———aaaas 53



7. Conclusio

.................................................................................................................... 59
8. Referéncias BiblioGrafiCas..........oocuieiiiriiiiiieniiciiece et 59

PARTE 3uuuiiiininneinninensnssnissensesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 64
ANEXOS...uuiiiiiniuinnnnenssisssissesssisssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssass 64
AANEXO ALttt ettt et e et e e e bt e e s bt e e e bt e e ettt e s bt e e eabeeeaaeeeas 64
ANECXO Bt st 65
Anexo C



19

PARTE 1:

CONTEXTUALIZACAO

1. Estrutura e Organizacio da Cartilagem Articular

A cartilagem articular ¢ um tecido avascular e aneural de lento turnover e
remodelamento, e em condigdes normais ha um balanco entre anabolismo e catabolismo
para manter a homeostase do tecido (FELICE, 2002; AIGNER, SOEDER, HAAG,
2006). A cartilagem articular ¢ especializada em suportar cargas aplicadas a articulagao,
além de proporcionar a melhor a¢do biomecanica, assim, o anabolismo ¢ de vital
importancia para cartilagem manter sua integridade, ja que estd constantemente sujeita a
estresse mecanico e proteodlise catabolica (QUINN et al., 2005). Os condrdcitos sdo as
unicas células presentes na cartilagem articular e s3o os Unicos responsaveis pela
manutencdo dos componentes da matriz extra celular (MEC) por meio de citocinas

anabolicas e catabolicas (THOMAS et al., 2007).

A MEC ¢ composta predominantemente por uma densa rede de fibras de
macromoléculas de colageno (60%), principalmente do tipo II, entretanto, também estao
presentes os tipos V, VI, IX, X, XI, XII ¢ XV (VELOSA, TEODORO, YOSHINARI,
2003; ARCHER & FRANCIS-WEST, 2003). Esses coldgenos se encontram embebidos
em um firme gel hidratado de proteoglicanas. As proteoglicanas sdo formadas por um
nucleo protéico central e possui glicosaminoglicanas (GAGs) sulfatadas (formadas por
polissacarideos sulfatado de condroitina 4, 6 e querato sulfato) ligadas a esse nucleo e
podem ser encontradas como monomeros ou na forma agregada. O agregado de
proteoglicanas ¢ composto de uma cadeia de 4cido hialurénico central (GAG nao
sulfatadas) com multiplos mondmeros de proteoglicanas ligadas a ele (GOLDRING,
2000; ALFORD & COLE, 2005). Por ser uma molécula hidrofilica, as proteoglicanas
conferem resisténcia a compressao tecidual através de interacdes de tumefagao
osmotica, resistindo a perda de fluidos (SZAFRANKI, GRODZINSKY, BRUGER,
2004).

As mudancas morfologicas na cartilagem articular sdo influenciadas pelas
demandas funcionais do tecido relacionadas a absor¢do e redistribui¢do de cargas

compressivas, assim, a estrutura da cartilagem articular muda conforme a profundidade



20

a partir da superficie até o osso subcondral (ANGEL et al., 2003). Alguns autores
dividem a cartilagem articular em camadas paralelas a superficie (camada superficial,
camada média, camada profunda e cada calcificada), em que cada camada apresenta
funcdes especificas relacionadas com suas estruturas (LYONS et al, 2006;
VANWANSELE, LUCCHINETTI, STUSSI, 2002). Dessa maneira, ¢ evidente que
quando o tecido ¢ submetido a cargas anormais além da sua capacidade de
remodelamento, ocorre um favorecimento das atividades cataliticas, em que o
condrécito altera seu estado metabdlico e passa a sintetizar enzimas proteoliticas
caracterizando o inicio de um processo degenerativo como a osteartrite (OA) (FELICE

etal., 2002, LEROUX et al., 2001).

2. Osteoartrite

A OA ¢ a forma mais comum de artrite e constitui-se na principal causa de
incapacidade ¢ morbidade entre os idosos, além de estar associada a um elevado custo
social (BROOKS, 2002; BREEDVELD, 2004). A organizacao mundial da satide estima
que no mundo 25% dos adultos acima de 65 anos sofrem de dor e apresentam
incapacidade associada a doenca (BREEDVELD, 2004). Segundo BOSOMWORTH
(2009), a OA de joelho pode ser observada radiograficamente em 33% da populagdo
com mais de 60 anos de idade, sendo responsavel por um aumento na incidéncia de

incapacidade entre as pessoas que sdo acometidas por alguma doenga crdnica.

Autores afirmam que OA ¢ uma lesdo mecanica desencadeada frente a estimulos
lesivos que alteram o estado metabdlico dos condrocitos, estes passam a sintetizar
citocinas pro-inflamatorias, incluindo a interleucina-1p (IL-1B) e o fator de necrose
tumoral o (TNF-a), que estimulam a producdo de uma variedade de enzimas
proteoliticas, como as metaloproteinases (MMPs) (CARTER et al., 2004;
SZAFRANKI, GRODZINSKY, BRUGER, 2004; YASUDA, 2006). A cascata
proteolitica que ocorre na OA e gera degradacdo dos colagenos e proteoglicanas,
envolve colagenases, como a MMP-1 (colagenase intersticial), MMP-8 (colagenase
neutrofila) e MMP-13 (colagenase-3), gelatinases (MMP-9 e MMP-2), e estromelisinas,
em particular MMP-3 (estromelisina-3) (AIGNER et al., 2006).
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Diante de um processo lesivo desencadeado, a diminui¢cdo de proteoglicanas ¢
uma das primeiras anormalidades detectaveis e aparece antes mesmo de sinais
macroscopicos de deteriorizacdo da superficie articular (NARMONEVA et al., 2003).
Com a perda de proteoglicanas, o tecido perde sua funcdo biomecanica uma vez que
tem sua capacidade elastica diminuida, o que proporciona a evolugdo do processo da
OA com perda dos componentes da MEC e deteriorizagdo do tecido (GOTTLIEB et al.,
2006; PRITZKER et al., 2006). Como os condrocitos aumentam sua taxa metabolica na
tentativa de recuperar o tecido lesado, € possivel observar um aumento no niimero de
células, desorganizagdo celular, presenca de clones de condrocitos, hipertrofia de
condrécitos e o processo culmina na morte celular por apoptose (PRITZKER et al.,

2006; THOMAS et al., 2007).

Outra alteracdo que ocorre com a cartilagem articular sob processos lesivos mais
avancados, ¢ a diminuicdo de coldgeno tipo II, ou até sua substituicdo por colageno tipo
I. Com o decorrer da lesdo, ¢ possivel observar fibrilagdes no tecido, diminuicdo na
espessura da matriz, fissuras no tecido que podem evoluir até as camadas mais
profundas, presenca de osteofitos marginais e por fim remodelamento do osso
subcondral com total deformagao do tecido articular (RENNER et al., 2006; DIAS et
al., 2011; PRITZKER et al., 2006).

Vale ressaltar, que as articulagdes acometidas pela OA ndo conseguem manter a
sua estrutura e fungdo, o que provoca dores, rigidez, inflamacdo local e perda de
mobilidade, levando a uma reducao significativa na qualidade de vida dos pacientes que
sofrem da doenca. Neste contexto, diversos modelos experimentais de OA em diferentes
espécies de animais tém sido amplamente utilizados nos estudos para compreensdo dos
aspectos fisiopatoldgicos inerentes a degeneracao da cartilagem articular, como também
para averiguar o potencial terapéutico de condutas em relacdo a modulagdo da doenga

(BENDELE, 2001; AMEYE & YOUNG, 2006).
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3. Modelo Experimental de Osteoartrite por Transec¢cdo do Ligamento Cruzado

Anterior

Os modelos experimentais de OA podem ser classificados em espontaneos,
geneticamente induzidos, induzidos cirurgicamente ou por inje¢do intra-articular de
substancias quimicas. Nao existe um modelo ideal que englobe de forma precisa todos
os aspectos da OA humana e cada um apresenta vantagens e desvantagens (APPLETON
et al., 2007; GALOIS, et al., 2004). O modelo que consiste na transec¢ao do ligamento
cruzado anterior (TLCA) de joelhos de ratos apresenta muitos aspectos patogénicos
semelhantes 2 OA traumética que ocorre em humanos (KAAB et al., 2000, APPLETON
etal., 2007 ).

Além do mais, a grande vantagem do modelo experimental de TLCA em ratos
estd no fato de o dano articular se desenvolver de forma progressiva, o que torna
possivel estabelecer o estagio da lesdo em que se deseja desenvolver os estudos
(BENDELE, 2001; GALOIS, et al., 2004; GERWIN et al., 2010). Alguns autores
afirmam que os achados apds 2 semanas da cirurgia de TLCA em ratos, correspondem
aos estagios inicias da OA com a presen¢a de alteracdes histoldgicas no tecido e por
volta de 12 semanas as alteragdes encontradas correspondem aos estagios mais
avangados da doenca com a observagao de alteragdes estruturais do tecido. (BENDELE,

2001; APPLETON et al., 2007).

Como atualmente as opg¢des de tratamento da OA incluem além de mudangas no
estilo de vida para reduzir os fatores agravantes (como em relacdo a obesidade) e a
prescricao de exercicios fisicos adequados, também o uso de recursos farmacologicos
(analgésicos e anti-inflamatorios) (CAMPBELL et al., 1994), contudo, a alta incidéncia
de efeitos colaterais gastrointestinais, podem limitar a utilizacdo dos farmacos (ZHANG
et al., 2004). Consequentemente, novas terapias tém sido investigadas a fim de reduzir
ou evitar os efeitos colaterais causados pelos anti-inflamatorios, 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).
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4. Terapia Laser de Baixa Intensidade

Vale ressaltar que a palavra /aser € um acronimo para Light Amplification by the
Stimulated Emission of Radiation (Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada de
Radiagao). Assim, a LLLT ¢ atualmente um recurso complementar € ndo invasivo que
vem sendo utilizado com fins terapéuticos desde 1960 e constitui-se em um tratamento
seguro e efetivo para uma série de condi¢des patoldgicas nos mais diversos tecidos
(KARU, 1998; ENWEMEKA et al., 2004). A acdo do laser nos tecidos bioldgicos pode
ser explicada pela teoria fotoquimica (KARU, 1987). De acordo com essa teoria, a
irradiacdo laser ¢ capaz de sensibilizar fotoreceptores (cromoéforos) celulares, que
quando estimulados realizam a conversdo de energia eletromagnética em energia
fotoquimica, o que altera a atividade bioquimica celular em relag@o a cadeia respiratdria
mitocondrial, resultando em mudanga no estado redox, aumento na produgdo de

superoxido e geragdo de singleto (KARU 1998; VLADIMIROV et al., 2004)

Vérios autores evidenciaram que o LLLT aumenta o metabolismo celular
caracterizado pelos aumentos das sinteses de DNA e RNA, e da sintese protéica, o que
possibilita aceleracdo da regeneracdo tecidual pods-lesdo, modulagio do processo
inflamatorio e promog¢dao do controle da dor musculoesquelética. (KITCHEN &
PARTRIDGE, 1991; VLADIMIROV et al., 2004; PINHEIRO & GERBI, 2006).

Baseado nesses efeitos, o /aser vem ganhando espaco no tratamento da OA.

Neste contexto, estudos tém demonstrado efeitos importantes da LLLT na OA,
como a proliferacdo de condrocitos e aumento das sinteses de proteoglicanas, colagenos
e proteinas ndo coldgenas (HERMAN & KHOSLA, 1988; KAMRAVA et al., 2009).
LIN et al. (2004), observaram em joelho de coelhos que receberam inje¢do intra-
articular de solug¢do de papaina, que a LLLT no comprimento de onda 632 nm e
densidade de poténcia 3,1 mW/cm® aplicada 3 vezes por semana durante 8 semanas,
promoveu na cartilagem articular o aumento da presenga de proteinas que previnem a
morte celular de condrocitos. GOTTLIEB et al. (2006) que aplicaram o /aser com
comprimento de onda 692,6 nm nas fluéncias de 1 J/em® e 4 J/em® na cartilagem
articular de joelhos de coelhos submetidos a TLCA, observaram aumento da sintese de
proteoglicanas nos animais irradiados com a maior densidade de energia. BROSSEAU

et al. (2005) verificaram diminui¢ao do processo inflamatério, diminuicdo da dor e
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ganho de ADM em pacientes com OA em articulagdes da mao e tratados com laser 860

nm na fluéncia 3 J/cm>.

Os beneficios do laser terap€utico também sao descritos através da constatagao
de uma melhor organizacdo estrutural do tecido cartilaginoso que recebeu a irradiacao.
CALATRAVA et al. (1997) observaram em lesdo osteocondral de joelhos de coelhos,
que apos aplicagio dos lasers 632 nm e 904 nm, ambos na fluéncia de 8 J/em?, houve
melhora da organizacdo tecidual, com presenca de condrécitos com aspecto
morfologico arredondado e organizados em colunas. BAYAT et al. (2007) que
aplicaram Jaser He-Ne (632 nm) na fluéncia de 13 J/cm® na cartilagem articular de
joelhos de coelhos pds imobilizagdo, relataram apos analise em microscopia eletronica,
a presenca de uma superficie articular com aspecto mais regular nos animais tratados
em relacao aos animais somente imobilizados. KAMALI et al. (2007) estudaram joelhos
de coelhos submetidos a um defeito osteocondral e posteriormente tratados com LLLT
comprimento de onda 890 nm na fluéncia de 4,8 J/em® , encontraram propriedades
mecanicas superiores nas articulagdes irradiadas, o que foi atribuido a uma melhor

organizacao estrutural do tecido.

Embora existam comprovagdes dos efeitos positivos da LLLT na recuperagdo
tecidual da cartilagem articular, os mecanismos envolvidos neste processo ainda sdo
pouco conhecidos. Além disso, a utilizacdo de uma ampla gama de doses por diferentes
autores, somado a falta de padronizacdo das condigdes experimentais, tornam dificil a
comparacdo dos resultados publicados. Portanto, com o intuito de entender melhor o
mecanismo de a¢do da LLLT na cartilagem articular com um processo degenerativo em
curso, sdo necessarios novos estudos. Neste contexto, a hipotese do estudo ¢ que o laser
terapéutico no comprimento de onda 685 nm seja capaz de promover uma melhora na
organizagdo estrutural da cartilagem articular de ratos com um processo degenerativo

€m Curso.
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OBJETIVO

O presente estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos da terapia /aser de baixa
intensidade no comprimento de onda 685 nm nas fluéncias de 10 J/em® e 50 J/cm®
aplicados em dois periodos experimentais na cartilagem articular de joelhos de ratos

submetidos a um modelo experimental de OA induzida por TLCA.
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1. RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos da terapia laser de baixa intensidade (LLLT) no
comprimento de onda 685 nm nas fluéncias 10 J/cm? e 50 J/cm® aplicados na cartilagem
articular de joelhos de ratos submetidos a um modelo experimental de osteoartrite (OA)
induzida por transecc¢do do ligamento cruzado anterior (TLCA). Materiais e Métodos:
Foram utilizados 80 ratos machos (Wistar), que foram aleatoriamente distribuidos em 4
grupos: Grupo Intacto (I); Controle Lesao (C); Lesao tratado com laser na fluéncia de
10 J/em® (L10) e Lesdo tratado com laser na fluéncia de 50 J/em® (L50). Os grupos
foram subdivididos em 2 subgrupos (n=10), com diferentes datas de sacrificio. O
primeiro subgrupo foi sacrificado 5 semanas poés TLCA e foram realizadas 15 sessoes
de tratamento em 3 semanas. O segundo subgrupo foi sacrificado 8 semanas p6és TLCA
e foram realizadas 30 sessdes de tratamento em 6 semanas. Os tratamentos se iniciaram
2 semanas pos TLCA. Para avaliar os efeitos da LLLT, foram realizadas analises semi-
quantitativas de celularidade e conteido de proteoglicanas, andlises morfométricas de
celularidade e espessura, quantificagdo das fibras totais de colageno e andlises semi-
quantitativas de imunohistoquimica para TNF-a, IL 13 e MMP-13. Para andlise
estatistica foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro Wilks, em que nos dados
considerados paramétricos foi aplicado o teste ANOVA com Post Hoc Tukey (p < 0,05)
e nos dados considerados nao paramétricos foi aplicado o teste Kruskal-Wallis (p <
0,05). Resultados: Na andlise semi-quantitativa de celularidade no periodo de 8
semanas, o grupo C apresentou maior graduagdo que o grupo I. Em relagdo ao contetido
de proteoglicanas, no periodo de 5 semanas os grupos C, L10 e L50 apresentaram
menor quantidade de proteoglicanas que o grupo I, ainda, apds 8 semanas, o grupo C
apresentou menor quantidade de proteoglicanas que os grupos I e L10, e o grupo L50
apresentou menor quantidade de proteoglicanas que grupo 1. Ja a anélise morfométrica
de celularidade, revelou que ap6s 8 semanas o grupo C apresentou maior nimero de
condroécitos que os grupos I, L10 e L50. A andlise morfomérica de espessura mostrou
que em 5 semanas os grupos C e L50 apresentaram maior espessura que o grupo I, além
disso, no periodo de 8 semanas os grupos C, L10 e L50 apresentaram maior espessura
que o grupo I. Nao foram encontradas diferengas entre os grupos nas quantidades de
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fibras totais de coldgeno. Em relacdo as andlises semi-quantitativas de
imunohistoquimica, no periodo de 8 semanas os grupos C, L10 e L50 apresentaram
maior quantidade de condrocitos imunomarcados para TNF-a, IL1 e MMP-13 em
relacdo ao grupo I. Além disso, os grupos tratados (L10 e L50) apresentaram menor
quantidade de condrécitos imunomarcados para MMP-13 que o grupo C. Conclusao: A
LLLT no comprimento de onda 685 nm nas fluéncias de 10 Jem® e 50 J/em® foi
benéfico a cartilagem articular do joelho de ratos submetidos ao modelo experimental
de OA por TLCA. Contudo, o laser na fluéncia de 10 J/em® foi mais eficaz, pois
promoveu a sintese de proteoglicanas nos animais tratados no periodo de 8 semanas.

PALAVRAS-CHAVES: cartilagem articular, osteoartrite e terapia laser de baixa
intensidade.
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2. ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the effects of laser therapy on the
degeneratives modifications in articular cartilage after anterior cruciate ligament
transection (ACLT). Methods: We used eighty-male rats (Wistar), distributed into four
groups: intact, injury control, injury laser treated, at 50 J/cm® and injury laser treated,
at 10 J/em’. Animals were distributed into 2 subgroups, with different periods of
sacrifice 5 and 8 weeks post-surgery. The animals were submitted to the surgery to
induce OA by anterior cruciate ligament transection. Laser treatment started 2 weeks
after the surgery and it was performed for 15 and 30 sessions. A laser 685 nm, at 10
and 50 Jlem®, 30mW was used. Semi-quantitaive, morphometric, collagen fibers and
immunohistochemistry analysis was perfomed. Results: Initial signs of tissue
degradation could be observed 5 weeks post- ACLT, with the decrease of proteoglycans
concentration and increase of thickness in the CG. After 8 weeks post-surgery, analysis
showed a progression in the degenerative process in the CG, revealed by the increase of
cellullarity and higher TNF- a, IL1 and MMP-13 immunoexpression. Laser therapy
was able of modulating some of the aspects related to the degradative process, such as
biomodulation of the number of condrocyte proliferation, prevention of proteogycans
loss and decrease of MMP-13 immunoexpression. Conclusion: This study showed that
685nm laser, especially at 10 J/icm® prevented features related to the articular
degenerative process in the knees of rats.

Keywords: articular cartilage, osteoarthritis and laser therapy
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3. INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) ¢ uma das doengas mais comuns entre os idosos, sendo
caracterizada pela progressiva degradagdao da cartilagem articular (BROOKS, 2002;
BREEDVELD, 2004; GUPTA et al., 2005). A doenga provoca deformidade no tecido
articular com inflamacdo secundéria dos tecidos periarticulares, alteracdo do osso
subcondral e remodelamento da superficie articular (STEVEN & ABRAMSON, 2009).
O processo degenerativo ocorre em fungcdo de eventos mecanicos e biologicos que
provocam alteragdo da taxa metabdlica dos condrocitos presentes nas articulagdes
(MOBASHERI et al., 2002; CLARK et al., 2003; CARTER et al., 2004). ISHIGURO,
KOJIMA & POOLE (2002), afirmam existir um desbalango entre o anabolismo e
catabolismo dos componentes da matriz extra celular (MEC) na cartilagem articular em
processo artrotico.

A Organiza¢do Mundial da Saude estima que no mundo, 25% dos adultos acima
de 65 anos sofrem de dor e apresentam incapacidades associadas a OA
(BREEDEVELD, 2004). Aproximadamente 40% dos adultos acima de 70 anos sofrem
de OA de joelho, destes, 80% apresentam limitagdes de movimentos e 25% ndo
conseguem realizar as atividades de vida diaria (BROOKS, 2002). Assim, a OA esta
relacionada a elevados custos sécio-econdmicos, em que o impacto econdmico estd
relacionado a gastos diretos com internacdes e medicagdes, além de gastos indiretos
relacionados ao aumento da morbidade e de sintomas ligados a depressdo entre os
acometidos (BREEDEVELD, 2004). Segundo PELOSO & SCHEIMAN (2001), o
sistema de saude canadense no ano de 1994 teve um gasto de $113.600.000,00

relacionado a doencas reumaticas com prevaléncia da OA.

Diante da necessidade de desenvolvimento de tratamentos que possam amenizar
os impactos inerentes a OA, tanto em relacdo a melhora da qualidade de vida dos
pacientes, como em relacdo aos gastos publicos, um método de tratamento promissor
ndo invasivo para o tratamento da OA ¢ o uso da terapia /aser de baixa intensidade -
Low Level Laser Therapy (LLLT). Nas ultimas décadas, o /aser tem sido utilizado para
diversos fins terapéuticos e os beneficios na recuperacao tecidual estdo demonstrados
em inumeros estudos in vivo (KARU et al, 1998; BROSSEAU et al., 2000;
ENWEMEKA et al, 2004). O mecanismo de acao da luz /aser se baseia na absor¢ao da
luz pelos cromoéforos presentes nas células, a partir do qual altera as reagdes quimicas

celulares, o que estimula a cadeia respiratoria mitocondrial e aumenta a sintese de ATP
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(KARU & LUBART, 2000). Estudos também demostraram que a LLLT possui
capacidade de modular o processo inflamatério e promover analgesia,

consequentemente, proporciona melhora da fungdo articular relacionado a ganho de

amplitude de movimento (GUR et al., 2004; SORIANO et al., 2006).

Pesquisas com modelo experimental de OA demonstraram que a LLLT
promoveu redu¢do do dano articular (CASTANO et al., 2007; GUERINO et al., 2000).
CHO et al. (2004) observaram a completa restituicdo da superficie articular em condilos
do fémur de coelhos que sofreram lesdo artrética quimicamente induzida e tratados com
laser através de um equipamento que emitia uma combinacdo de irradiagdes da luz
laser na faixa do vermelho (He-Ne) e na faixa do infra-vermelho (Ga-As). Ainda,
recentemente PECCIN et al. (2008) demonstraram que o laser He-Ne (632,8 nm) na
fluéncia de 6 J/cm® induziu neoformacéo do tecido cartilaginosos em lesdo osteocondral
no joelho de coelhos. LIN et al. (2010) afirmaram que o /aser terapéutico 810 nm na
fluéncia de 3 J/cm® preveniu a degradacio do tecido cartilaginoso evidenciado através
da diminui¢do da expressao da caspase-3 no joelho de ratos submetidos a transec¢do do

ligamento cruzado anterior (TLCA).

Embora existam comprovagdes dos efeitos positivos da LLLT na recuperagdo
tecidual da cartilagem articular, os mecanismos envolvidos neste processo ainda sdo
pouco conhecidos. Além disso, a utilizacdo de uma ampla gama de doses por diferentes
autores, somado a falta de padronizacdo das condigdes experimentais, tornam dificil a
comparacdo dos resultados publicados. Portanto, com o intuito de entender melhor o
mecanismo de a¢do da LLLT na cartilagem articular com um processo degenerativo em
curso, sdo necessarios novos estudos. Neste contexto, a hipotese do estudo ¢ que o laser
terapéutico no comprimento de onda 685 nm seja capaz de promover uma melhora na
organizagdo estrutural da cartilagem articular com um processo degenerativo em curso.
Assim, o presente estudo tem o objetivo de avaliar os efeitos do laser terap€utico (685
nm), nas fluéncias 10 J/cm® e 50 J/cm® aplicados na cartilagem articular de joelhos de

ratos submetidos a um modelo experimental de OA induzida por TLCA.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais de experimentacio

Para a realizagdo deste estudo, foram utilizados 80 ratos machos (Rattus
norvegicus albinus), da raca Wistar, com 3 meses de idade, massa corporal média de
250 kg, obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos e mantidos
no biotério do Departamento de Fisioterapia da Universidade Federal de Sao Carlos,
onde permaneceram alocados individualmente em gaiolas de polipropileno padrao,
alimentados com rag¢dao comercial (Primor ragdes) e agua a vontade e mantidos em
condi¢gdes ambientais controladas (ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura de
22°C + 2°C e ambiente higienizado). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sao Carlos - CEEA/UFSCar,
protocolo CEEA n° 023/2010 (ANEXO A).

4.2. Grupos Experimentais

Os animais foram pesados e distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos

(n=20):

e Grupo intacto: os animais permaneceram em livre deambulagdo — (I);

e Grupo controle lesdo: os animais foram submetidos a TLCA, mas ndo foram
submetidos a nenhum tipo de tratamento — (C);

e Grupo lesdo, tratados com o Jaser 685 nm, na fluéncia de 10 J/em® — (L10);

e Grupo lesdo, tratados com o laser 685 nm, na fluéncia de 50 J/cm? — (L50).

Todos os grupos foram divididos em dois subgrupos, compostos por 10 animais
cada, para a realizagdo das andlises em dois periodos experimentais. O primeiro
subgrupo foi sacrificado 5 semanas pos-cirurgia e o segundo subgrupo foi sacrificado 8

semanas pos-cirurgia.
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4.3. Modelo Experimental de Osteoartrite

Para a realizagdo do procedimento cirurgico de TLCA no joelho esquerdo, os
animais foram anestesiados com injecao de Ketamina (95mg/Kg) e Xilasina (12mg/Kg)
e tricotomizados na regido do joelho. Foi feito uma incisdo longitudinal na regiao
parapatelar. O tenddo patelar foi localizado e rebatido medialmente, o que permitiu o
acesso a regido articular e localizagdo do ligamento cruzado anterior. Uma vez
visualizado o ligamento, o mesmo foi cuidadosamente, seccionado com uma tesoura
cirurgica. O sucesso da cirurgia foi testado através do teste de gaveta anterior, ou seja,
constata¢do do livre movimento posterior do fémur sobre a tibia. Em seguida o tenddo
patelar foi reposicionado e suturado com fio reabsorvivel, por fim, foi feito a sutura da
incisdo (WILLIAM et al., 1982; APPLETON et al., 2007) (Figura 1). Os animais foram
mantidos em caixas individuais com livre acesso a agua e racdo at¢ o momento da

eutanasia.
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Figura 1: Procedimento cirurgico para TLCA. (A) Tricotomia da regido do joelho
esquerdo; (B) Incisdo longitudinal na regido parapatelar; (C) O tenddo patelar foi
localizado e rebatido medialmente; (D) Acesso a regido articular e localizacdo do
ligamento cruzado anterior; (E) Transec¢ao do ligamento cruzado anterior através de
uma tesoura cirtrgica; (F) Teste de gaveta anterior; (G) Tenddo patelar foi
reposicionado e suturado, por fim, foi feito a sutura da incisao.

4.4. Protocolo de Tratamento

Os protocolos de tratamento com terapia /aser de baixa intensidade foram
iniciados 2 semanas ap0ds a cirurgia. No primeiro subgrupo foram realizadas 15 sessoes
no periodo de 3 semanas e no segundo subgrupo foram realizadas 30 sessoes no periodo
de 6 semanas. As sessOes foram realizadas 5 vezes por semana. As irradiagdes foram
feitas em 2 pontos, um na regido medial e outro na regido lateral do joelho esquerdo.
Nas aplicagdes, foi utilizada a técnica pontual em contato, sendo a caneta do

equipamento posicionada perpendicularmente ao tecido.
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O equipamento emissor da radiacao laser utilizado foi um modelo portatil Thera
lase® (DMC, Sao Carlos, SP, Brasil), classe 3B, poténcia de saida de 30 mW,
densidade de poténcia de 1,07 W/cmz, area do feixe de 0,028 cmz, divergéncia de 1,5°.
Assim, para os grupos tratados foi utilizado o laser com as seguintes especificagdes:
Comprimento de onda 685 nm na fluéncia de 10 J/em® com tempo de cada irradiagio de
10 segundos e fornecendo ao tecido uma quantidade de energia igual a 0,3 J ¢ na
fluéncia de 50 J/cm® com tempo de cada irradiagio de 47 segundos e fornecendo ao

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

4.5. Eutanasia e Processamento Histologico das Articulacoes

Ao término dos respectivos periodos experimentais, os animais foram
eutanasiados através de uma dose letal de anestésico (injetado intraperitonealmente) e
imediatamente apos foi realizada a resseccdo cirurgica das articulacdes dos joelhos
esquerdo para confecgdo das laminas histologicas. Os tecidos foram fixados em solugdo
de formalina tamponada a 4% por 24 horas e posteriormente foram submetidos ao
processo de descalcificagdo em solucao de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a
40% por aproximadamente 30 dias. Posteriormente, o material foi processado em
parafina e emblocado. De cada bloco foram realizados 13 cortes seriados com 6 pm de
espessura através de um micrétomo (Leica RM — 2145, Germany). Os cortes foram
realizados no plano sagital e perpendiculares a superficie articular na regido do condilo
medial do fémur. Dos cortes obtidos, foram confeccionadas 3 laminas com trés cortes
cada e 2 laminas com dois cortes cada. As laminas com trés cortes foram coradas com
Hematoxilina-Heosina (HE) para realizacdes das analises semi-quantitiativa de
celularidade e morfométricas (celularidade e espessura), Safranina-O fast Green para
realizacdo da analise semi-quantitativa do conteido de proteoglicanas e Picro Sirius
Red para realizagdo da quantificagdo das fibras totais de colageno. J4, as laminas com
dois cortes cada, foram utilizadas para a analise de imunohistoquimica em relacdo a
presenga de condrocitos imunocorados para fator de necrose tumoral (TNF—a),

interleucina 1 (IL1B) e metaloproteina (MMP-13).
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4.6. Analises dos cortes
4.6.1. Analise Semi-quantitativa de Celularidade

Para esta andlise foram utilizadas as ldminas coradas com HE, em que os trés
cortes presentes nas laminas foram analisadas por meio de microscopia de luz (Axiolab
Zeiss) por 2 avaliadores treinados. Os cortes histologicos foram avaliados ao longo de
toda sua extensdo com um aumento de (100x). O sistema de graduacdo semi-
quantitativo para celularidade utilizado no estudo foi o Sistema de graduagdo
Histopatoldgico para cartilagem articular proposto por Mankin et al. (1971) e
modificado segundo Renner et al. (2006) (Tabela 1). Vale ressaltar, que quanto maior a
graduacdo atribuida, maior o grau de degeneracdo em relagdo a celularidade (MAKIN et

al., 1971).

4.6.2. Analise Semi-quantitativa do Conteudo de Proteoglicanas

Para esta andlise foram utilizadas as ldminas coradas com Safranina-O fast
green, em que os trés cortes presentes nas laminas foram analisados por meio de
microscopia de luz (Axiolab Zeiss) por 2 avaliadores treinados. Os cortes foram
avaliados ao longo de toda sua extensdo com um aumento de (100x). O sistema de
graduagdo semi-quantitativo para do contetido de proteoglicanas utilizado no estudo foi
o Sistema de graduagdo Histopatologico para cartilagem articular proposto por Mankin
et al. (1971) e modificado segundo Renner et al. (2006) (Tabela 1). Vale ressaltar, que a
perda de coloragdao encontra-se relacionada a perda de proteoglicanas e recebe maior

graduacdo (MAKIN et al., 1971).
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Tabela 1: Sistema de graduacao Histopatoldgico para cartilagem articular.

Celularidade

Normal 0
Hipercelularidade 1
Hipercelularidade Difusa 2
Hipocelularidade 3
Coloragao por Safranina

Normal 0
Reducgao Leve em até metade da area total 1

Redugdo leve na area total ou superficie

Redugdo intensa em até metade da area total

W

Reducao intensa na area total ou superficie

4.6.3. Analise Morfométrica de Celularidade

A andlise morfométrica de celularidade foi definida a partir da modificacdao da
analise morfométrica de celularidade proposta por RENNER et al. (2006) e foram
utilizadas as laminas coradas com HE. Apds a escolha aleatoria de um corte por lamina,
este 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, Japao) em um aumento de (100x). Para garantir que
as regides fotografadas de cada laminas eram distintas, tomou-se como referéncia os
cornos anterior e posterior do menisco medial do joelho. Assim, um campo foi
fotografado na éarea da cartilagem proxima ao corno anterior, um segundo campo foi
fotografado na é4rea da cartilagem entre os cornos anterior e posterior ¢ por fim, um
ultimo campo foi fotografado na regido localizada na area da cartilagem proxima ao
corno posterior. Em cada campo foi demarcado uma area de 80.000 pm’, como
demonstrado na figura 2. As areas foram delimitadas a partir da camada superficial da
cartilagem articular at¢ a camada da Zona calcificada. Dentro de cada area, os

condrécitos foram marcados e contados a partir do programa Axionvision 3.1 Image
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Analaysis (Carl Zeiss)®. De posse do nimero de condrdcitos presentes em cada uma

das trés areas, calculou-se a média do nimero de condrocitos referentes a cada lamina.

Figura 2: Fotomicrografia de um campo do co6ndilo medial do fémur localizado entre
os 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) Condrécitos presentes na area delimitada; (*) Corno anterior do menisco
medial; (#) Corno posterior do menisco medial. (Barra 100 pm)

4.6.4. Analise Morfométrica de Espessura

A andlise morfométrica de espessura foi definida a partir da modificagdo da
analise morfométrica de espessura proposta por RENNER et al. (2006) e foram
utilizadas as laminas coradas com HE. A anélise, foi realizada através do programa
Axionvision 3.1 Image Analaysis (Carl Zeiss)®, em que, apos 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 regido foram feitas trés
medidas intercaladas com um intervalo de 300 pum, como demonstrado na figura 3.

Cada medicao foi feita perpendicular e a partir da camada superficial da cartilagem
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articular até o osso subcondral. Apds obter todas as medidas, calculou-se a media da

espessura da cartilagem articular referente a cada ldmina analisada.

Figura 3: Fotomicrografia de um campo do co6ndilo medial do fémur localizado entre
os 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 um)

4.6.5. Analise de Quantificacdo das Fibras Totais de Coligeno

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. Apos 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 (Versao 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 colageno presente em cada campo
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selecionado e posteriormente obter uma média para cada lamina analisada. A figura 4
mostra um campo de uma lamina corada com Picro Sirius Red e observada sob luz

polarizada.

Figura 4: Fotomicrografia de um campo do condilo medial do fémur localizado
proximo ao corno anterior do menisco medial - Lamina corada com Picro Sirius Red
para andlise de birrefringéncia do colageno pertencente o a um dos animais do grupo
tratado com laser 10 J/cm® no periodo experimental de 5 semanas — (Seta) Indica fibras
de colageno que emitem um brilho de birrefringéncia na coloragdo avermelhada;
(Cabeca de seta) Indica fibras de colageno que emitem um brilho de birrefringéncia na
coloracao esverdeada (*) Corno anterior do menisco medial. (Barra 100 pm)

4.6.6. Analises Semi-quantitativas de Imunohistoquimica

Para a andlise quantitativa de imunohistoquimica as laminas foram
imunocoradas para detectar a expressdo do fator de necrose tumoral (TNF-o)
(polyclonal rabitt anti-rat, ab6671, abcam, Cambrige, MA, UK), interleucina 1 (IL1p)
(polyclonal rabitt anti-rat, sc-7884, Sta Cruz biotechnology, California, USA) e
metaloproteina (MMP-13) (polyclonal rabitt anti-rat, ab75606, abcam, Cambrige, MA,
UK). Apos a desparafinizacdo e hidratagdo dos cortes foi realizado o bloqueio da
peroxidase endogena, em que os mesmos foram incubados em solu¢do a 30% de

perdxido de hidrogénio diluido em solugdo de salina tamponada (PBS) por 30 minutos.
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Em seguida, foram aplicados em quatro ldminas de cada grupo os anticorpos primarios
nas seguintes dilui¢des e tempos: TNF-a — 1:200 por 30 minutos, IL1p — 1:50 por 120
minutos ¢ MMP-13 — 1:100 por 30 minutos. Apo6s lavagem em PBS, foi aplicado o
anticorpo secundario (ABC kit, PK-6200, Vector laboratories, Burlingame, CA, USA)
na diluigdo 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, tempo necessario para o citoplasma dos condrodcitos
imunomarcados adquirir a coloragdo marrom. Por fim, foi realizado a coloracdo por
hematoxilina ¢ montagem das laminas. Para o controle negativo, durante o processo os

anticorpos primarios foram omitidos.

A andlise semi-quantitativa de imunohistoquimica utilizada neste estudo foi
desenvolvida a partir da modificagdo da analise semi-qualtitativa de imunohistoquimica
proposta por PAIOTTI et al. (2012). Para a realiza¢do da analise semi-quantitativa de
imunohistoquimica, foi escolhido um corte por cada lamina corada para TNF-a, IL1p e
MMP-13. Em seguida, por meio de microscopia de luz (Axiolab Zeiss) em um aumento
de 400x e o 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 condrdcitos imunocorados positivamente em cada corte analisado.

4.7. Analise Estatistica

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

7 € o software Exel 2010.
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5. Resultados

Durante o periodo experimental, os animais ndo apresentaram complicagdes pos-
cirurgia. Eles regressaram rapidamente a alimentagao normal e ndo apresentaram perda
de massa corporal. Deve-se ressaltar que nenhum animal morreu durante o experimento

e ndo foi observado presenca de infeccdo na 4rea da incisdo.

5.1. Analise Semi-quantitativa de Celularidade

A figura 5 mostra que ndo foram encontradas diferengas estatisticas entre os
animais dos grupos 5 semanas em relacdo a celularidade semi-quantitativa. Na
comparagdo entre os grupos 8 semanas, os animais do grupo C apresentaram graduacdes
estatisticamente maiores em comparagao aos do grupo I. Os grupos tratados (L10 e L50)
ndo apresentaram diferencas estatisticas tanto na comparacdo com o grupo I como na

comparagao com o grupo C.

Celularidade Semi-quantitativa

*

1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2 -

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Graduagao

5 Semanas 8 Semanas

O HC EL10 EL50

Figura 5: Média e desvio padrao da andlise semi-quantitativa celularidade. I: Grupo
intacto; C: Grupo controle lesdo, L10: grupo tratado com laser na fluéncia 10 J/em®;
L50: Grupo tratado com laser na fluéncia de 50 J/em?. * p< 0,05.
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5.2. Analise Semi-quantitativa do Conteudo de Proteoglicanas

Pode-se observar na figura 6, que na comparag@o entre os grupos 5 semanas, 0s
animais dos grupos C, L10 e L50 apresentaram uma quantidade de proteoglicanas
significativamente menor que o grupo I. Apds 8 semanas, o grupo C apresentou uma
quantidade de proteoglicanas significativamente menor em comparagdo aos grupos I e
L10, além disso, o grupo L50 apresentou uma quantidade de proteoglicanas

significativamente menor que o grupo I.

Conteudo de Proteoglicanas

3,5 1

2,5 A

1,5 -

Graduagao

0,5 A

5 Semanas 8 Semanas

Ol C HEL10 EL50

Figura 6: Média e desvio padrdo da andlise semi-quantitativa do conteudo de
proteoglicanas. I: Grupo intacto; C: Grupo controle lesdo, L10: grupo tratado com laser
na fluéncia 10 J/em?*; L50: Grupo tratado com laser na fluéncia de 50 J/em?. * p< 0,05.
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5.3. Analise Morfométrica de Celularidade

Através da figura 7, observa-se que no periodo experimental de 5 semanas nao
ocorreram diferencas estatisticas entre os grupos. No periodo de 8 semanas, os animais
do grupo C apresentaram uma quantidade de condrdcitos estatisticamente maior que os

animais dos grupos I, L10 e L50.

Morfometria - Celularidade

%
k I

w 250 - | *
o I
b=
(%) 4
S 200
S
2
S 150 -
o
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o
5]

50 -
S
S
Z 0

5 Semanas 8 Semanas

O HC HL10 HEL50

Figura 7: Média e desvio padrao da analise morfométrica de celularidade. I: Grupo
intacto; C: Grupo controle lesdo, L10: grupo tratado com laser na fluéncia 10 J/em?;
L50: Grupo tratado com laser na fluéncia de 50 J/em®. * p< 0,05.
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5.4. Analise Morfométrica de Espessura

A figura 8 mostra que na comparagdo dos grupos no periodo de 5 semanas, os
grupos C e L50 apresentaram espessura significativamente maior que o grupo I. No
periodo de 8 semanas os grupos C, L10 e L50 apresentaram espessura

significativamente maior que o grupo L.

Morfometria Espessura

* L

- %
250 —

200 -

150 -

100 -

Espessura (um)

50 -

5 Semanas 8 Semanas

O WC EL10 HL50

Figura 8: M¢édia e desvio padrido da analise morfométrica de espessura. I: Grupo
intacto; C: Grupo controle lesdo, L10: grupo tratado com laser na fluéncia 10 J/em®;
L50: Grupo tratado com laser na fluéncia de 50 J/em?®. * p< 0,05.
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5.5. Analise das Fibras Totais de Colageno

Pode-se observar através da figura 9, que em ambos os periodos experimentais
nao foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos em relacdo quantidade das

fibras totais de colageno.
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Figura 9: Média e desvio padrao das fibras totais de colageno. I: Grupo intacto; C:
Grupo controle lesdo, L10: grupo tratado com laser na fluéncia 10 J/em?; L50: Grupo
tratado com laser na fluéncia de 50 J/cm®.
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5.6. Analise Semi-quantitativa de Imunohistoquimica — TNF-a

Através da figura 10, observa-se que ndo foram encontradas diferengas
estatisticas entre os animais dos grupos 5 semanas em relagdo a quantidade de
condrdcitos imunomarcados para TNF-a. Na comparacdo entre os grupos 8 semanas, os
animais dos grupos C, L10 e L50 apresentaram quantidades de condrdcitos

imunomarcados para TNF-a estatisticamente maiores em comparagdo aos do grupo I.
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Figura 10: Média e desvio padrao da analise semi-quantitativa de imunohistoquimica
para TNF-a. I: Grupo intacto; C: Grupo controle lesdo, L10: grupo tratado com laser na
fluéncia 10 J/ecm?; L50: Grupo tratado com laser na fluéncia de 50 J/em®. * p< 0,05.
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5.7. Analise Semi-quantitativa de Imunohistoquimica — IL1p

A figura 11 mostra que ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os
animais dos grupos 5 semanas quanto a quantidade de condrocitos imunomarcados para
IL1B. Em relagdo aos grupos 8 semanas, os animais do grupo C, L10 e LS50
apresentaram quantidades de condrocitos imunomarcados para IL1 significativamente

maiores em comparacao aos do grupo I.
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Figura 11: Média e desvio padrao da analise semi-quantitativa de imunohistoquimica
para IL1B. I: Grupo intacto; C: Grupo controle lesdo, L10: grupo tratado com laser na
fluéncia 10 J/cm?; L50: Grupo tratado com laser na fluéncia de 50 J/em®. * p< 0,05.
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5.8. Analise Semi-quantitativa de Imunohistoquimica - MMP-13

Pode-se observar na figura 12 que ndo foram encontradas diferencas estatisticas
entre os animais dos grupos 5 semanas quanto a quantidade de condrocitos
imunomarcados para MMP-13. Em relagdo aos animais dos grupos 8 semanas, os
animais do grupo C, L10 e L50 apresentaram quantidades de condrdcitos
imunomarcados para MMP-13 estatisticamente maiores em comparagao aos do grupo 1.
Ainda, os grupos tratados (L10 e L50) apresentaram quantidades de condrocitos

imunomarcados para MMP-13 estatisticamente menores que o grupo C.
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Figura 12: Média e desvio padrdo da andlise semi-quantitativa de imunohistoquimica
para MMP-13. I: Grupo intacto; C: Grupo controle lesdo, L10: grupo tratado com laser
na fluéncia 10 J/em*; L50: Grupo tratado com laser na fluéncia de 50 J/em?. * p< 0,05.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos da LLLT no comprimento de onda 685
nm, utilizado em 2 fluéncias (10 J/em® e 50 J/cm?), na articulagio de joelhos de ratos
submetidos ao modelo experimental de OA por TLCA. Para isso, foram realizadas
analises semi-quantitativas de celularidade e contetido de proteoglicanas, andlises
morfométricas de celularidade e espessura, quantificacdo das fibras totais de colageno,
além de andlises semi-quantitativas de imunohistoquimica para TNF-a, IL13 ¢ MMP-

13.

Os resultados deste estudo demonstraram que em relacdo ao periodo de 5
semanas, apenas as andlises semi-quantitativa de proteoglicanas e morfométrica de
espessura apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos. Na andlise semi-
quantitativa de proteoglicanas, os grupos irradiados e o grupo controle lesdo
apresentaram uma quantidade de proteoglicanas significativamente menor em relagao
ao grupo intacto. J4 na andlise morfométrica de espessura, o grupo controle lesdo e
irradiado com o Jaser 50 J/cm® apresentaram maior espessura que o grupo intacto.
Quanto as comparagdes apds 8 semanas da TLCA, o grupo controle lesdo apresentou
maior graduacdo na celularidade semi-quantitativa que o grupo intacto, sendo que os
grupos tratados ndo apresentaram diferencas tanto em comparagdo ao grupo intacto
como em comparacdo ao grupo controle lesdo. Na andlise semi-quantitativa de
proteoglicanas, o grupo controle lesdo apresentou menor quantidade de proteoglicanas
em relagdo aos grupos intacto e irradiado com o laser 10 J/em?, ainda, o grupo irradiado
com laser 50 J/cm® apresentou menor quantidade de proteoglicanas apenas em
comparagdo ao grupo intacto. A analise morfométrica de celularidade mostrou que o
grupo controle lesdo apresentou maior quantidade de condrdcitos em relagdo aos grupos
intactos e irradiados com o laser nas duas fluéncias. J& na analise morfométrica de
espessura, os grupos CB, L10B e L50B apresentaram maior espessura que o grupo
intacto. Nao foram encontradas alteracdes quanto a presenca de fibras totais de
colagenos. As andlises semi-quantitativas de imunohistoquimica mostraram que os
grupos controle lesdo e tratados apresentaram maiores quantidades de condrocitos
imunomarcados para TNF-a, IL1 ¢ MMP-13 em relagdo ao grupo intacto, além disso,
os grupos tratados apresentaram menor quantidade de condrdcitos imunomarcados para

MMP-13 que o grupo controle lesdo.
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Vérios autores afirmam que na cartilagem articular em processo artrético, os
condrécitos aumentam sua taxa metabolica na tentativa de recuperar o tecido lesado, o
que resulta em aumento no nimero de células, desorganizacdo celular, presenga de
condroécitos hipertrofiados, culminando na morte celular por apoptose (FUJITA et al.,
1997; KUHNT, LIMA, HASHIMOTO, 2004; PRITZKER et al., 2006; THOMAS et al.,
2007). Como no periodo de 5 semanas neste estudo ndo foram encontradas diferencas
estatisticas entre os grupos na analise semi-quantitativa de celularidade, possivelmente o
tempo po6s TLCA ndo tenha sido suficiente para se observar alteragdes teciduais
referentes ao nimero de condrocitos através das graduagdes empregadas. Contudo, 8
semanas pos-cirurgia, o grupo controle lesdo apresentou sinais de degradagao articular,

comprovado pela maior graduagdo para celularidade semi-quantitativa.

Ainda em relagdo ao maior periodo experimental, os animais dos grupos
irradiados, em ambas as fluéncias ndo apresentaram diferencas estatisticas em relagdo
aos do grupo intacto, o que indica que a fotoestimulacdo foi efetiva para impedir o
aumento da taxa metabolica dos condrécitos, que resulta na hipercelularidade inicial
frente ao estimulo lesivo. Dessa forma, ¢ provavel que o /aser tenha mantido a
homeostase no tecido e, evitado assim, a evolugcdo do processo degenerativo, que
culmina na morte celular por apoptose. Esses resultados corroboram com os
encontrados por LIN et al (2010) que afirmaram que a LLLT com comprimento de onda
810 nm na fluéncia de 3 J/em®, preveniu a degradacio do tecido cartilaginoso
evidenciado através da diminuicdo da expressdo da caspase-3 relacionada a morte
celular por apoptose no joelho de ratos submetidos a TLCA, em que os animais tratados
apresentaram na cartilagem articular uma organizacao dos condrocitos semelhantes as
dos animais intactos. BAYAT et al (2007) também relataram uma melhor organizagao
dos condrécitos em modelo experimental de OA induzida por imobilizagdo do joelho de

coelhos e tratados com Jaser 632 nm na fluéncia 13 J/cm” tratados 3 vezes por semanas.

Segundo NARMONEVA et al (2002), a diminui¢@o de proteoglicanas ¢ uma das
primeiras anormalidades detectdveis em um processo degenerativo na cartilagem
articular e aparece muito antes de sinais macroscépicos de deteriorizacdo da superficie
articular, o que esta de acordo com os achados deste estudo, em que no periodo de 5
semanas os animais que sofreram a TLCA (grupo controle lesdo e grupos tratados)
apresentaram menor quantidade de proteoglicanas em comparag@o aos animais do grupo

intacto, indicando o inicio do processo degenerativo. Como no segundo periodo
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experimental, apenas os animais irradiados com o laser 10 J/cm® apresentaram maior
quantidade de proteoglicanas que o grupo controle lesdo e valores semelhantes ao grupo
intacto, provavelmente o laser na fluéncia 10J/cm’ tenha estimulado positivamente os
condrocitos a produzirem a glicoproteina no tecido com processo degenerativo em
curso. Esses resultados corroboram com LIN et al. (2006), que utilizaram o laser 632,6
nm, na densidade de poténcia de 3,1 mW/cm?, em joelhos de ratas que receberam
injecdo intra-articular de solucdo de papaina e constataram um aumento de
mucopolissacarideo (sulfato de condroitina) nos joelhos irradiados. GOTTLIEB et al
(2006) também observaram um aumento da quantidade de proteoglicanas na cartilagem
articular de joelhos de coelhos submetidos a TLCA apo6s a irradiagdo com laser 692,6
nm nas fluéncias de 1 ¢ 4 J/cmz, contudo a maior fluéncia foi mais efetiva. Estudos
prévios sugerem que a fotoestimulacdo através da excitacdo de elétrons nos
fotoreceptores promove o aumento das sinteses de ATP, DNA e proteinas, o que pode
estar relacionado com o aumento da sintese de proteoglicanas nos animais tratados pela
LLLT (10 J/cm®) do presente estudo. Dentro deste contexto, a estimulacio da sintese de
proteoglicanas pode contribuir para impedir a progressdo do processo degenerativo na
cartilagem articular artritica, preservando as propriedades biomecanicas do tecido (LIN

et al., 2006).

A andlise morfométrica de celularidade do presente estudo, também nao
apresentou diferencas entre os grupos no periodo de 5 semanas, o que pode estar
relacionado ao fato do tempo de lesdo ndo ter sido suficiente para gerar alteragcdes
relacionadas a proliferacdo celular, haja visto, que no periodo de 8 semanas o grupo
controle lesdo demonstrou uma maior presenca de condrdcitos que o grupo intacto.
Ainda, no periodo experimental de 8 semanas, os grupos tratados apresentaram
celularidade semelhante ao grupo intacto. Esse fato pode evidenciar novamente que o
laser tenha impedido o aumento do metabolismo dos condrécitos que resulta na
proliferacdo celular relacionado a fase inicial do processo degenerativo da cartilagem
articular. LIN et al. (2004) demonstraram que o /aser He-Ne (632 nm) com densidade
de poténcia 3,1 mW/cm?, evitou alteragdes na quantidade de condrécitos e aumentou a
concentragdo da proteina SP72 na cartilagem de coelhos que receberam uma inje¢do
intra-articular de solu¢do de papaina. Esta proteina pertence a um grupo de proteinas
(stress protein) que impedem a alteracdo da taxa metabodlica de células sob condi¢des

adversas e assim aumentam suas sobrevivéncias. ALVES et al. (2012), aplicaram a
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LLLT (=880 nm e fluéncia 7,7 J/cm®) em joelhos de ratos submetidos ao modelo
experimental de OA induzida por injecdo intraarticular de solucao de acido acético e
também encontraram nos joelhos irradiados uma organiza¢ao de condrécitos semelhante
ao tecido sadio, e atribuiram estes achados ao fato do laser ter diminuido a presenca de

células inflamatdrias na cartilagem articular com processo artrético.

Na fase inicial da OA, também observa-se um aumento na espessura da
cartilagem articular, em que os condrocitos aumentam suas atividades anabdlicas e
catabolicas e passam a produzir tanto componentes da MEC como enzimas
proteoliticas, na tentativa de impedir a degradagdo do tecido (SETTON et al, 1997; O’
CONNOR et al 1997; LEROUX et al, 2001). No presente estudo, ocorreu um aumento
na espessura do tecido tanto no periodo de 5 semanas (grupos controle lesdo e tratados
com laser na fluéncia de 50 J/cm?) e no periodo de 8 semanas (grupos controle lesio e
tratados). No periodo experimental mais curto, o /aser na fluéncia de 10 J/cm® retardou
o espessamento do tecido, uma vez que a espessura da cartilagem articular dos animais
tratados foi semelhante aos animais do grupo intacto. Contudo, apesar do laser ter
modulado positivamente a atividade metabolica dos condrdcitos em relagdo a
celularidade e sintese de proteoglicanas no periodo de 8 semanas, o mesmo ndo foi
capaz de impedir a sintese de outros componentes da MEC que caracteriza o aumento

da espessura do tecido na fase inicial da lesao.

Autores afirmam que na evolu¢do do processo degenerativo, a cartilagem
articular sofre diminuicao de coldgeno II ou até sua substituicdo por colageno tipo I
(JUNQUEIRA, MONTES, SANCHEZ, 1982; VELOSA, TEODORO, YOSHINARI,
2003; VASILCEAC et al, 2010; DIAS et al, 2011). Por outro lado, FELICE et al.
(2002) e POOLE et al. (2003) afirmam que a ruptura das fibras de coldgeno ocorre
posteriormente a perda do conteudo de proteoglicanas, pois a perda da glicoproteina
compromete as propriedades biomecanicas do tecido proporcionando maior atividade
das colagenases. Como neste trabalho ndo foram encontradas alteragdes entre as
quantidades de fibras totais de coldgenos entre os grupos, ¢ possivel que nos periodos
experimentais estudados a lesdo ndo tenha evoluido até o estagio de ocorrer perdas de
fibras de colageno. Por outro lado, vale ressaltar que a metodologia empregada ndo ¢
sensivel para detectar a ocorréncia de alteracdes no tipo de coldgeno constituinte da

MEC, neste sentido AROKOSKI et al. (2002) afirmam que na fase inicial do processo
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degenerativo da cartilagem articular ndo ocorrem alteragdes no contetido de colageno,

apenas substituicao do colageno II.

E consenso entre os autores que a sintese de TNF-a e IL1p pelos condrécitos é
um indicativo de maior atividade catabolica no tecido, o que possibilita a progressdo do
processo degenerativo, pois tais citocinas s3o responsaveis em gerar uma resposta
autocrina em que os condrdcitos passam a sintetizar enzimas que degradam os
componentes da MEC como as proteoglicanas (agrecanases) e coldgenos (colagenases)
(ABRAMSON & ATTUR, 2009; TETLOW et al., 2001; XIA et al., 2011). TETLOW et
al. (2001), observaram em um estudo in vitro, que condrécitos retirados de uma tecido
sadio quando na presenca de TNF-a e IL 1P , passam a sintetizar MMP-13, que ¢ uma
das principais enzimas responsaveis em degradar o colageno II. Embora no periodo
experimental de 5 semanas deste estudo ndo ter ocorrido diferengas entre os grupos
quanto a presenga de TNF-a, IL1 e MMP-13, a afirmag@o dos autores estdo de acordo
com os dados apresentados no periodo de 8 semanas, em que os grupos que sofreram a
TLCA (controle lesdo e tratados) apresentaram maior quantidade de condrocitos

imunomarcados para TNF-a, IL1 e MMP-13 em rela¢do ao grupo intacto.

Assim, ¢ evidente que a LLLT aplicada neste estudo ndo foi eficaz em evitar as
sinteses das citocinas inflamatorias TNF-a e IL 1B, uma vez que os grupos tratados no
maior periodo experimental apresentaram valores semelhantes ao grupo controle lesao
quanto a presenca de condrocitos imunomarcados para TNF-a e IL1B. Estes achados
ndo corroboram com SORIANO et al. (2006), que encontraram diminuic¢ao da presenca
de TNF-a nos niveis plasmaticos de ratos submetidos ao modelo experimental de OA
por injecdo intraarticular de hidroxido-apatita no joelho e posteriormente tratados com
laser He-Ne (632,8 nm) na fluéncia de 8 J/cm®. Contudo, os grupos tratados no periodo
de 8 semanas apresentaram menores quantidades de condrécitos imunomarcados para
MMP-13 em comparagdo ao grupo controle-lesdo, o que indica uma tendéncia do laser
em dimunir a sintese da colagenase. Portanto, o efeito benéfico da LLLT em diminuir a
sintese de MMP-13 pelos condrocitos deve estar relacionado a uma agdo no proprio
condrécito no sentido de diminuir a expressdo da colagenase e ndo na via autocrina

TNF-0./ IL1B.

Em relacdo ao modelo experimental de OA induzida por TLCA, cuja principal

caracteristica ¢ o dano articular se desenvolver de forma progressiva (BENDELE, 2001;
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GALOIS et al, 2004; GERWIN et al, 2011), vale ressaltar que consiste em um modelo
muito utilizado e que apresenta aspectos patogénicos semelhantes a OA traumatica que
ocorre em humanos (KAAB, CLARK; NOTZLI, 2000, APPLETON et al., 2007 ).
Autores afirmam que ap6s 2 semanas da cirurgia os achados histologicos correspondem
a fase inicial da OA (APPLETON et al., 2007; BENDELE, 2011), o que esta de acordo
com os dados do presente estudo, em que o grupo controle lesdo no periodo de 5
semanas apresentou aumento na espessura do tecido e perdas de proteoglicanas. No
periodo de 8 semanas ¢ possivel constatar no grupo controle lesdo a progressdo da
degeneragdo por meio das presengas de uma hipercelularidade, citocinas inflamatorias
(TNF-a, IL1B) e da colagenase MMP-13.

Como os resultados do presente estudo no periodo de 8 semanas apresentou
respostas diferentes nas andlises em relagdo as duas fluéncias propostas, ¢ evidente que
a resposta dos condrécitos frente a LLLT ¢ dose dependente. Diante da existéncia de
uma ampla janela terapéutica em que os cromoforos sdo especificos em absorver a
energia fornecida ao tecido, ¢ provavel que o laser na fluéncia de 10 J/em?® foi mais
eficaz em fornecer uma energia capaz de estimular os condrdcitos a sintetizarem
proteoglicanas. Nesse sentido, KARU (1987) e CASTANO et al (2007) afirmam que
doses elevadas podem inibir a agdo dos fotoreceptores e assim proporcionar resultados
insatisfatorios da LLLT, inclusive promover morte celular. Segundo KARU &
KOLYAKOV (2005), o comprimento de onda, a duragdo do tratamento, tempo de
irradiacdo e a densidade de energia sdo fatores que influenciam no sucesso do
tratamento, sendo assim, existe uma especificidade de absor¢do da irradiagdo laser
pelos diferentes tecidos bioldgicos, o que determina a existéncia de uma janela

terapé€utica para fotoestimulagdo efetiva em cada tipo de tecido.

Dessa maneira, ¢ limitacdo neste estudo a auséncia de analises para determinar o
estado metabdlico do condrocito frente a LLLT em relagdao a indicadores de morte
celular, como também andlises para determinar a presenca de colagenases que degradam
o coladgeno II. Como perspectivas futuras do grupo de pesquisa, esta a realizacdo de
analises da presenca de citocinas inflamatorias no plasma sanguineo de ratos
submetidos ao modelo experimental de OA induzida por TLCA através da técnica
ELISA e posteriormente tratados com LLLT, uma vez que tanto a doenga como o laser
podem atuar de forma sistémica, e assim, possibilitar concluir com maiores evidéncias

os beneficios do laser como alternativa no tratamento da OA. Também estd previsto o
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inicio de uma nova linha de pesquisa para avaliar os efeitos da LLLT em pacientes
acometidos por OA e assim constatar quais os beneficios clinicos proporcionados pela

técnica aos pacientes.

7. Conclusao

Através dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que a LLLT
no comprimento de onda 685 nm nas fluéncias de 10 J/em® e 50 J/em?® foi benéfico a
cartilagem articular do joelho de ratos submetidos ao modelo experimental de OA por
TLCA principalmente no periodo experimental de 8 semanas, pois impediu a
hipercelularidade caracteristico das fases iniciais da OA, além de diminuir a expressao
da colagenase MMP-13. Contudo, o laser na fluéncia de 10 J/cm® mostrou-se mais
eficaz, pois também promoveu a sintese de proteoglicanas nos animais tratados do

periodo de 8 semanas.
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