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RESUMO 

Objetivo: Avaliar os efeitos da terapia laser de baixa intensidade (LLLT) no 
comprimento de onda 685 nm nas fluências 10 J/cm2 e 50 J/cm2 aplicados na cartilagem 
articular de joelhos de ratos submetidos a um modelo experimental de osteoartrite (OA) 
induzida por transecção do ligamento cruzado anterior (TLCA). Materiais e Métodos: 
Foram utilizados 80 ratos machos (Wistar), que foram aleatoriamente distribuídos em 4 
grupos: Grupo Intacto (I);  Controle Lesão (C); Lesão tratado com laser na fluência de 
10 J/cm2 (L10) e Lesão tratado com laser na fluência de 50 J/cm2 (L50). Os grupos 
foram subdivididos em 2 subgrupos (n=10), com diferentes datas de sacrifício. O 
primeiro subgrupo foi sacrificado 5 semanas pós TLCA e foram realizadas 15 sessões 
de tratamento em 3 semanas. O segundo subgrupo foi sacrificado 8 semanas pós TLCA 
e foram  realizadas 30 sessões de tratamento em 6 semanas. Os tratamentos se iniciaram 
2 semanas pós TLCA. Resultados: Na análise semi-quantitativa de celularidade no 
período de 8 semanas, o grupo C apresentou maior graduação que o grupo I. Em relação 
ao conteúdo de proteoglicanas, no período de 5 semanas os grupos C, L10 e L50 
apresentaram menor quantidade de proteoglicanas que o grupo I, ainda, após 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. Já a análise 
morfométrica de celularidade, revelou que após 8 semanas o grupo C apresentou maior 
número de condrócitos que os grupos  I, L10 e L50. A análise morfomérica de espessura 
mostrou que em 5 semanas os grupos C e L50 apresentaram maior espessura que o 
grupo I, além disso, no período de 8 semanas os grupos C, L10 e L50 apresentaram 
maior espessura que o grupo I. Não foram encontradas diferenças entre os grupos nas 
quantidades de fibras totais de colágeno. Em relação às análises semi-quantitativas de 
imunohistoquímica, no período de 8 semanas os grupos C, L10 e L50 apresentaram 
maior quantidade de condrócitos imunomarcados para TNF-α, IL1β e MMP-13 em 
relação ao grupo I. Além disso, os grupos tratados (L10 e L50) apresentaram menor 
quantidade de condrócitos imunomarcados para MMP-13 que o grupo C. Conclusão: A 
LLLT no comprimento de onda 685 nm nas fluências de 10 J/cm2 e 50 J/cm2 foi 
benéfico à cartilagem articular do joelho de ratos submetidos ao modelo experimental 
de OA por TLCA. Contudo, o laser na fluência de 10 J/cm2 foi mais eficaz, pois 
promoveu a síntese de proteoglicanas nos animais tratados no período 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/cm2 and injury laser treated, 
at 10 J/cm2. 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/cm2, 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- α, 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/cm2 prevented features related to the articular 
degenerative process in the knees of rats. 

 

Keywords: articular cartilage, osteoarthritis and laser therapy 
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APRESENTAÇÃO DA DISSERTAÇÃO 

 Essa dissertação foi estruturada na forma de artigo, sendo dividida em três partes 

e redigida de acordo com as normas metodológicas da Associação Brasileira de Normas 

Técnicas (ABNT). 

 A primeira parte é constituída de uma contextualização e o objetivo. A segunda 

parte compreende o artigo intitulado: Os efeitos do laser terapêutico na cartilagem 

articular em modelo experimental de osteoartrite induzida por transecção do ligamento 

cruzado anterior. 

 A terceira parte é composta dos anexos com o parecer do comitê de ética 

(ANEXO A), primeira página do artigo submetido para publicação na revista 

Osteoarthritis and Cartilage (ANEXO B) e do email de comprovação da submissão do 

artigo intitulado “Effects of low-level laser therapy on cartilage repair in an 

experimental model of osteoarthritis” no periódico Osteoarthritis and Cartilage 

(ANEXO C). 
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PARTE 1 : 

CONTEXTUALIZAÇÃO 

1. Estrutura e Organização da Cartilagem Articular 

A cartilagem articular é um tecido avascular e aneural de lento turnover e 

remodelamento, e em condições normais há um balanço entre anabolismo e catabolismo 

para manter a homeostase do tecido (FELICE, 2002; AIGNER, SOEDER, HAAG, 

2006). A cartilagem articular é especializada em suportar cargas aplicadas à articulação, 

além de proporcionar a melhor ação biomecânica, assim, o anabolismo é de vital 

importância para cartilagem manter sua integridade, já que está constantemente sujeita a 

estresse mecânico e proteólise catabólica (QUINN et al., 2005). Os condrócitos são as 

únicas células presentes na cartilagem articular e são os únicos responsáveis pela 

manutenção dos componentes da matriz extra celular (MEC) por meio de citocinas 

anabólicas e catabólicas (THOMAS et al., 2007).  

 A MEC é composta predominantemente por uma densa rede de fibras de 

macromoléculas de colágeno (60%), principalmente do tipo II, entretanto, também estão 

presentes os tipos V, VI, IX, X, XI, XII e XV (VELOSA, TEODORO, YOSHINARI, 

2003; ARCHER & FRANCIS-WEST, 2003). Esses colágenos se encontram embebidos 

em um firme gel hidratado de proteoglicanas. As proteoglicanas são formadas por um 

núcleo protéico central e possui glicosaminoglicanas (GAGs) sulfatadas (formadas por 

polissacarídeos sulfatado de condroitina 4, 6 e querato sulfato) ligadas a esse núcleo e 

podem ser encontradas como monômeros ou na forma agregada. O agregado de 

proteoglicanas é composto de uma cadeia de ácido hialurônico central (GAG não 

sulfatadas) com múltiplos monômeros de proteoglicanas ligadas a ele (GOLDRING, 

2000; ALFORD & COLE, 2005). Por ser uma molécula hidrofílica, as proteoglicanas 

conferem resistência à compressão tecidual através de interações de tumefação 

osmótica, resistindo à perda de fluídos (SZAFRANKI, GRODZINSKY, BRUGER, 

2004). 

 As mudanças morfológicas na cartilagem articular são influenciadas pelas 

demandas funcionais do tecido relacionadas à absorção e redistribuição de cargas 

compressivas, assim, a estrutura da cartilagem articular muda conforme a profundidade 
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a partir da superfície até o osso subcondral (ANGEL et al., 2003). Alguns autores 

dividem a cartilagem articular em camadas paralelas a superfície (camada superficial, 

camada média, camada profunda e cada calcificada), em que cada camada apresenta 

funções específicas relacionadas com suas estruturas (LYONS et al., 2006;  

VANWANSELE, LUCCHINETTI, STUSSI, 2002). Dessa maneira, é evidente que 

quando o tecido é submetido a cargas anormais além da sua capacidade de 

remodelamento, ocorre um favorecimento das atividades catalíticas, em que o 

condrócito altera seu estado metabólico e passa a sintetizar enzimas proteolíticas 

caracterizando o início de um processo degenerativo como a osteartrite (OA) (FELICE 

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

 

2. Osteoartrite  

A OA é a forma mais comum de artrite e constitui-se na principal causa de 

incapacidade e morbidade entre os idosos, além de estar associada a um elevado custo 

social (BROOKS, 2002; BREEDVELD, 2004). A organização mundial da saúde estima 

que no mundo 25% dos adultos acima de 65 anos sofrem de dor e apresentam 

incapacidade associada à doença (BREEDVELD, 2004). Segundo BOSOMWORTH 

(2009), a OA de joelho pode ser observada radiograficamente em 33% da população 

com mais de 60 anos de idade, sendo responsável por um aumento na incidência de 

incapacidade entre as pessoas que são acometidas por alguma doença crônica.  

Autores afirmam que OA é uma lesão mecânica desencadeada frente a estímulos 

lesivos que alteram o estado metabólico dos condrócitos, estes passam a sintetizar 

citocinas pró-inflamatórias, incluindo a interleucina-1β (IL-1β) e o fator de necrose 

tumoral α (TNF-α), que estimulam a produção de uma variedade de enzimas 

proteolíticas, como as metaloproteinases (MMPs) (CARTER et al., 2004; 

SZAFRANKI, GRODZINSKY, BRUGER, 2004; YASUDA, 2006). A cascata 

proteolítica que ocorre na OA e gera degradação dos colágenos 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 diminuição de proteoglicanas é 

uma das primeiras anormalidades detectáveis e aparece antes mesmo de sinais 

macroscópicos de deteriorização da superfície articular (NARMONEVA et al., 2003). 

Com a perda de proteoglicanas, o tecido perde sua função biomecânica uma vez que 

tem sua capacidade elástica diminuída, o que proporciona a evolução do processo da 

OA com perda dos componentes da MEC e deteriorização do tecido (GOTTLIEB et al., 

2006; PRITZKER et al., 2006). Como os condrócitos aumentam sua taxa metabólica na 

tentativa de recuperar o tecido lesado, é possível observar um aumento no número de 

células, desorganização celular, presença de clones de condrócitos, hipertrofia de 

condrócitos e o processo culmina na morte celular por apoptose (PRITZKER et al., 

2006; THOMAS et al., 2007). 

Outra alteração que ocorre com a cartilagem articular sob processos lesivos mais 

avançados, é a diminuição de colágeno tipo II, ou até sua substituição por colágeno tipo 

I. Com o decorrer da lesão, é possível observar fibrilações no tecido, diminuição na 

espessura da matriz, fissuras no tecido que podem evoluir até as camadas mais 

profundas, presença de osteófitos marginais e por fim remodelamento do osso 

subcondral com total deformação do tecido articular (RENNER et al., 2006; DIAS et 

al., 2011; PRITZKER et al., 2006). 

Vale ressaltar, que as articulações acometidas pela OA não conseguem manter a 

sua estrutura e função, o que provoca dores, rigidez, inflamação local e perda de 

mobilidade, levando a uma redução significativa na qualidade de vida dos pacientes que 

sofrem da doença. Neste contexto, diversos modelos experimentais de OA em diferentes 

espécies de animais têm sido amplamente utilizados nos estudos para compreensão dos 

aspectos fisiopatológicos inerentes a degeneração da cartilagem articular, como também 

para averiguar o potencial terapêutico de condutas em relação à modulação da doença 

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

Anterior 

Os modelos experimentais de OA podem ser classificados em espontâneos, 

geneticamente induzidos, induzidos cirurgicamente ou por injeção intra-articular de 

substâncias químicas. Não 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 transecção do ligamento 

cruzado anterior (TLCA) de joelhos de ratos apresenta muitos aspectos patogênicos 

semelhantes à OA traumática que ocorre em humanos (KÄÄB et al., 2000, APPLETON 

et al., 2007 ). 

 Além do mais, a grande vantagem do modelo experimental de TLCA em ratos 

está no fato de o dano articular se desenvolver de forma progressiva, o que torna 

possível estabelecer o estágio da lesão em que se deseja desenvolver os estudos 

(BENDELE, 2001; GALOIS, et al., 2004; GERWIN et al., 2010). Alguns autores 

afirmam que os achados após 2 semanas da cirurgia de TLCA em ratos, correspondem 

aos estágios inicias da OA com a presença de alterações histológicas no tecido e por 

volta de 12 semanas as alterações encontradas correspondem aos estágios mais 

avançados da doença com a observação de alterações estruturais do tecido. (BENDELE, 

2001; APPLETON et al., 2007). 

Como atualmente as opções de tratamento da OA incluem além de mudanças no 

estilo de vida para reduzir os fatores agravantes (como em relação à obesidade) e a 

prescrição de exercícios físicos adequados, também o uso de recursos farmacológicos 

(analgésicos e anti-inflamatórios) (CAMPBELL et al., 1994), contudo, a  alta incidência 

de efeitos colaterais gastrointestinais, podem limitar a utilização dos farmacos (ZHANG 

et al., 2004). Consequentemente, novas terapias têm sido investigadas a fim de reduzir 

ou evitar os efeitos colaterais causados pelos anti-inflamatórios, assim, um método de 

tratamento promissor é o uso da terapia laser de baixa intensidade (Low level laser 

therapy – LLLT) (TIMOFEYEV et al., 2001; CHO et al., 2004). 
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4. Terapia Laser de Baixa Intensidade 

 Vale ressaltar que a palavra laser é um acrônimo para Light Amplification by the 

Stimulated Emission of Radiation (Amplificação da Luz por Emissão Estimulada de 

Radiação). Assim, a LLLT é atualmente um recurso complementar e não invasivo que 

vem sendo utilizado com fins terapêuticos desde 1960 e constitui-se em um tratamento 

seguro e efetivo para uma série de condições patológicas nos mais diversos tecidos 

(KARU, 1998; ENWEMEKA et al., 2004). A ação do laser nos tecidos biológicos pode 

ser explicada pela teoria fotoquímica (KARU, 1987). De acordo com essa teoria, a 

irradiação laser é capaz de sensibilizar fotoreceptores (cromóforos) celulares, que 

quando estimulados realizam a conversão de energia eletromagnética em energia 

fotoquímica, o que altera a atividade bioquímica celular em relação à cadeia respiratória 

mitocondrial, resultando em mudança no estado redox, aumento na produção de 

superóxido e geração de singleto (KARU 1998; VLADIMIROV et al., 2004) 

Vários autores evidenciaram que o LLLT aumenta o metabolismo celular 

caracterizado pelos aumentos das sínteses de DNA e RNA, e da síntese protéica, o que 

possibilita aceleração da regeneração tecidual pós-lesão, modulação do processo 

inflamatório e promoção do controle da dor musculoesquelética. (KITCHEN & 

PARTRIDGE, 1991; VLADIMIROV et al., 2004; PINHEIRO & GERBI, 2006). 

Baseado nesses efeitos, o laser vem ganhando espaço no tratamento da OA. 

Neste contexto, estudos têm demonstrado efeitos importantes da LLLT na OA, 

como a proliferação de condrócitos e aumento das sínteses de proteoglicanas, colágenos 

e proteínas não colágenas (HERMAN & KHOSLA, 1988; KAMRAVA et al., 2009). 

LIN et al. (2004), observaram em joelho de coelhos que receberam injeção intra-

articular de solução de papaína, que a LLLT no comprimento de onda 632 nm e 

densidade de potência 3,1 mW/cm2 aplicada 3 vezes por semana durante 8 semanas,     

promoveu na cartilagem articular o aumento da presença de proteínas que previnem a 

morte celular de condrócitos. GOTTLIEB et al. (2006) que aplicaram o laser com 

comprimento de onda 692,6 nm nas fluências de 1 J/cm2 e 4 J/cm2 na cartilagem 

articular de joelhos de coelhos submetidos a TLCA, observaram aumento da síntese de 

proteoglicanas nos animais irradiados com a maior densidade de energia. BROSSEAU 

et al. (2005) verificaram diminuição do processo inflamatório, diminuição da dor e 
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ganho de ADM em pacientes com OA em articulações da mão e tratados com laser 860 

nm na fluência 3 J/cm2. 

Os benefícios do laser terapêutico também são descritos através da constatação 

de uma melhor organização estrutural do tecido cartilaginoso que recebeu a irradiação. 

CALATRAVA et al. (1997) observaram em lesão osteocondral de joelhos de coelhos, 

que após aplicação dos lasers 632 nm e 904 nm, ambos na fluência de 8 J/cm2, houve 

melhora da organização tecidual, com presença de condrócitos com aspecto 

morfológico arredondado e organizados em colunas. BAYAT et al. (2007) que 

aplicaram laser He-Ne (632 nm) na fluência de 13 J/cm2 na cartilagem articular de 

joelhos de coelhos pós imobilização, relataram após análise em microscopia eletrônica, 

a presença de uma superfície articular com aspecto mais regular nos animais tratados 

em relação 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 fluência de 4,8 J/cm2 , encontraram propriedades 

mecânicas superiores nas articulações irradiadas, o que foi atribuído a uma melhor 

organização estrutural do tecido.  

Embora existam comprovações dos efeitos positivos da LLLT na recuperação 

tecidual da cartilagem articular, os mecanismos envolvidos neste processo ainda são 

pouco conhecidos. Além disso, a utilização de uma ampla gama de doses por diferentes 

autores, somado à falta de padronização das condições experimentais, tornam difícil a 

comparação dos resultados publicados. Portanto, com o intuito de entender melhor o 

mecanismo de ação da LLLT na cartilagem articular com um processo degenerativo em 

curso, são necessários novos estudos. Neste contexto, a hipótese do estudo é que o laser 

terapêutico no comprimento de onda 685 nm seja capaz de promover uma melhora na 

organização estrutural da cartilagem articular de ratos com um processo degenerativo 

em curso.  
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OBJETIVO 

O presente estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos da terapia laser de baixa 

intensidade no comprimento de onda 685 nm nas fluências de 10 J/cm2 e 50 J/cm2 

aplicados em dois períodos experimentais na cartilagem articular de joelhos de ratos 

submetidos a um modelo experimental de OA induzida por TLCA.  
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PARTE 2: 

ESTUDO 

Os efeitos do laser terapêutico na cartilagem articular em modelo experimental de 

osteoartrite induzida por transecção do ligamento cruzado anterior. 
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1. RESUMO 

Objetivo: Avaliar os efeitos da terapia laser de baixa intensidade (LLLT) no 
comprimento de onda 685 nm nas fluências 10 J/cm2 e 50 J/cm2 aplicados na cartilagem 
articular de joelhos de ratos submetidos a um modelo experimental de osteoartrite (OA) 
induzida por transecção do ligamento cruzado anterior (TLCA). Materiais e Métodos: 
Foram utilizados 80 ratos machos (Wistar), que foram aleatoriamente distribuídos em 4 
grupos: Grupo Intacto (I);  Controle Lesão (C); Lesão tratado com laser na fluência de 
10 J/cm2 (L10) e Lesão tratado com laser na fluência de 50 J/cm2 (L50). Os grupos 
foram subdivididos em 2 subgrupos (n=10), com diferentes datas de sacrifício. O 
primeiro subgrupo foi sacrificado 5 semanas pós TLCA e foram realizadas 15 sessões 
de tratamento em 3 semanas. O segundo subgrupo foi sacrificado 8 semanas pós TLCA 
e foram  realizadas 30 sessões de tratamento em 6 semanas. Os tratamentos se iniciaram 
2 semanas pós TLCA. Para avaliar os efeitos da LLLT, foram realizadas análises semi-
quantitativas de celularidade e conteúdo de proteoglicanas, análises morfométricas de 
celularidade e espessura, quantificação das fibras totais de colágeno e análises semi-
quantitativas de imunohistoquímica para TNF-α, IL 1β e MMP-13. Para análise 
estatística 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 não paramétricos foi aplicado o teste Kruskal-Wallis (p ≤ 
0,05). Resultados: Na análise semi-quantitativa de celularidade no período de 8 
semanas, o grupo C apresentou maior graduação que o grupo I. Em relação ao conteúdo 
de proteoglicanas, no período de 5 semanas os grupos C, L10 e L50 apresentaram 
menor quantidade de proteoglicanas que o grupo I, ainda, após 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. Já a análise morfométrica 
de celularidade, revelou que após 8 semanas o grupo C apresentou maior número de 
condrócitos que os grupos  I, L10 e L50. A análise morfomérica de espessura mostrou 
que em 5 semanas os grupos C e L50 apresentaram maior espessura que o grupo I, além 
disso, no período de 8 semanas os grupos C, L10 e L50 apresentaram maior espessura 
que o grupo I. Não foram encontradas diferenças entre os grupos nas quantidades de 
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fibras totais de colágeno. Em relação às análises semi-quantitativas de 
imunohistoquímica, no período de 8 semanas os grupos C, L10 e L50 apresentaram 
maior quantidade de condrócitos imunomarcados para TNF-α, IL1β e MMP-13 em 
relação ao grupo I. Além disso, os grupos tratados (L10 e L50) apresentaram menor 
quantidade de condrócitos imunomarcados para MMP-13 que o grupo C. Conclusão: A 
LLLT no comprimento de onda 685 nm nas fluências de 10 J/cm2 e 50 J/cm2 foi 
benéfico à cartilagem articular do joelho de ratos submetidos ao modelo experimental 
de OA por TLCA. Contudo, o laser na fluência de 10 J/cm2 foi mais eficaz, pois 
promoveu a síntese de proteoglicanas nos animais tratados no período 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/cm2 and injury laser treated, 
at 10 J/cm2. 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/cm2, 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- α, 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/cm2 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.  INTRODUÇÃO 

A osteoartrite (OA) é uma das doenças mais comuns entre os idosos, sendo 

caracterizada pela progressiva degradação da cartilagem articular (BROOKS, 2002; 

BREEDVELD, 2004; GUPTA et al., 2005). A doença provoca deformidade no tecido 

articular com inflamação secundária dos tecidos periarticulares, alteração do osso 

subcondral e remodelamento da superfície articular (STEVEN & ABRAMSON, 2009). 

O processo degenerativo ocorre em função de eventos mecânicos e biológicos que 

provocam alteração da taxa metabólica dos condrócitos presentes nas articulações 

(MOBASHERI et al., 2002; CLARK et al., 2003; CARTER et al., 2004). ISHIGURO, 

KOJIMA & POOLE (2002), afirmam existir um desbalanço entre o anabolismo e 

catabolismo dos componentes da matriz extra celular (MEC) na cartilagem articular em 

processo artrótico.  

A Organização Mundial da Saúde estima que no mundo, 25% dos adultos acima 

de 65 anos sofrem de dor e apresentam incapacidades associadas à OA 

(BREEDEVELD, 2004).   Aproximadamente 40% dos adultos acima de 70 anos sofrem 

de OA de joelho, destes, 80% apresentam limitações de movimentos e 25% não 

conseguem realizar as atividades de vida diária (BROOKS, 2002). Assim, a OA está 

relacionada a elevados custos sócio-econômicos, em que o impacto econômico está 

relacionado a gastos diretos com internações e medicações, além de gastos indiretos 

relacionados ao aumento da morbidade e de sintomas ligados a depressão entre os 

acometidos (BREEDEVELD, 2004). Segundo PELOSO & SCHEIMAN (2001), o 

sistema de saúde canadense no ano de 1994 teve um gasto de $113.600.000,00 

relacionado a doenças reumáticas com prevalência da OA. 

Diante da necessidade de desenvolvimento de tratamentos que possam amenizar 

os impactos inerentes a OA, tanto em relação à melhora da qualidade de vida dos 

pacientes, como em relação aos gastos públicos, um método de tratamento promissor 

não invasivo para o tratamento da OA é o uso da terapia laser de baixa intensidade - 

Low Level Laser Therapy (LLLT). Nas últimas décadas, o laser tem sido utilizado para 

diversos fins terapêuticos e os benefícios na recuperação tecidual estão demonstrados 

em inúmeros estudos in vivo (KARU et al., 1998; BROSSEAU et al., 2000; 

ENWEMEKA et al, 2004). O mecanismo de ação da luz laser se baseia na absorção da 

luz pelos cromóforos presentes nas células, a partir do qual altera as reações químicas 

celulares, o que estimula a cadeia respiratória mitocondrial e aumenta a síntese de ATP 
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(KARU & LUBART, 2000). Estudos também demostraram que a LLLT possui 

capacidade de modular o processo inflamatório e promover analgesia, 

consequentemente, proporciona melhora da função 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 redução do dano articular (CASTANO et al., 2007; GUERINO et al., 2000). 

CHO et al. (2004) observaram a completa restituição da superfície articular em côndilos 

do fêmur de coelhos que sofreram lesão artrótica quimicamente induzida e tratados com 

laser através de um equipamento que emitia uma combinação de irradiações 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 

fluência de 6 J/cm2 induziu neoformação do tecido cartilaginosos em lesão osteocondral 

no joelho de coelhos. LIN et al. (2010) afirmaram que o laser terapêutico 810 nm na 

fluência de 3 J/cm2 preveniu a degradação do tecido cartilaginoso evidenciado através 

da diminuição da expressão da caspase-3 no joelho de ratos submetidos à transecção do 

ligamento cruzado anterior (TLCA).  

Embora existam comprovações dos efeitos positivos da LLLT na recuperação 

tecidual da cartilagem articular, os mecanismos envolvidos neste processo ainda são 

pouco conhecidos. Além disso, a utilização de uma ampla gama de doses por diferentes 

autores, somado à falta de padronização das condições experimentais, tornam difícil a 

comparação dos resultados publicados. Portanto, com o intuito de entender melhor o 

mecanismo de ação da LLLT na cartilagem articular com um processo degenerativo em 

curso, são necessários novos estudos. Neste contexto, a hipótese do estudo é que o laser 

terapêutico no comprimento de onda 685 nm seja capaz de promover uma melhora na 

organização estrutural da cartilagem articular com um processo degenerativo em curso. 

Assim, o presente estudo tem o objetivo de avaliar os efeitos do laser terapêutico (685 

nm), nas fluências 10 J/cm2 e 50 J/cm2 aplicados na cartilagem articular de joelhos de 

ratos submetidos a um modelo experimental de OA induzida por TLCA.  

 

 

.  



35 
 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1.  Animais de experimentação 

Para a realização deste estudo, foram utilizados 80 ratos machos (Rattus 

norvegicus albinus), da raça Wistar, com 3 meses de idade, massa corporal média de 

250 kg, obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de São Carlos e mantidos 

no biotério do Departamento de Fisioterapia da Universidade Federal de São Carlos, 

onde permaneceram alocados individualmente em gaiolas de polipropileno padrão, 

alimentados com ração comercial (Primor rações) e água à vontade e mantidos em 

condições ambientais controladas (ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura de 

22°C ± 2°C e ambiente higienizado). Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de São Carlos - CEEA/UFSCar, 

protocolo CEEA no 023/2010 (ANEXO A).  

 

4.2. Grupos Experimentais 

Os animais foram pesados e distribuídos aleatoriamente nos seguintes grupos 

(n=20):   

 Grupo intacto: os animais permaneceram em livre deambulação – (I); 

 Grupo controle lesão: os animais foram submetidos à TLCA, mas não foram 

submetidos a nenhum tipo de tratamento – (C); 

 Grupo lesão, tratados com o laser 685 nm, na fluência de 10 J/cm2 – (L10);  

 Grupo lesão, tratados com o laser 685 nm, na fluência de 50 J/cm2 – (L50). 

Todos os grupos foram divididos em dois subgrupos, compostos por 10 animais 

cada, para a realização das análises em dois períodos experimentais. O primeiro 

subgrupo foi sacrificado 5 semanas pós-cirurgia e o segundo subgrupo  foi sacrificado 8 

semanas pós-cirurgia.  
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4.3.  Modelo Experimental de Osteoartrite 

Para a realização do procedimento cirúrgico de TLCA no joelho esquerdo, os 

animais foram anestesiados com injeção de Ketamina (95mg/Kg) e Xilasina (12mg/Kg) 

e tricotomizados na região do joelho. Foi feito uma incisão longitudinal na região 

parapatelar. O tendão patelar foi localizado e rebatido medialmente, o que permitiu o 

acesso à região articular e localização 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, 

constatação do livre movimento posterior do fêmur sobre a tíbia.  Em seguida o tendão 

patelar foi reposicionado e suturado com fio reabsorvível, por fim, foi feito a sutura da 

incisão (WILLIAM et al., 1982; APPLETON et al., 2007) (Figura 1). Os animais foram 

mantidos em caixas individuais com livre acesso à água e ração até o momento da 

eutanásia.  
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O equipamento emissor da radiação laser utilizado foi um modelo portátil Thera 

lase® (DMC, São Carlos, SP, Brasil), classe 3B, potência de saída de 30 mW, 

densidade de potência de 1,07 W/cm2, área do feixe de 0,028 cm2, divergência de 1,5°. 

Assim, para os grupos tratados foi utilizado o laser com as seguintes especificações: 

Comprimento de onda 685 nm na fluência de 10 J/cm2 com tempo de cada irradiação de 

10 segundos e fornecendo ao tecido uma quantidade de energia igual a 0,3 J e  na 

fluência de 50 J/cm2 com tempo de cada irradiação de 47 segundos e fornecendo ao 

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

 

4.5. Eutanasia e Processamento Histológico das Articulações 

Ao término dos respectivos períodos experimentais, os animais foram 

eutanasiados através de uma dose letal de anestésico (injetado intraperitonealmente) e 

imediatamente após foi realizada a ressecção cirúrgica das articulações dos joelhos 

esquerdo para confecção das lâminas histológicas. Os tecidos foram fixados em solução 

de formalina tamponada a 4% por 24 horas e posteriormente foram submetidos ao 

processo de descalcificação em solução de ácido 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 µm de 

espessura através de um micrótomo (Leica RM – 2145, Germany). Os cortes foram 

realizados no plano sagital e perpendiculares à superfície articular na região do côndilo 

medial do fêmur. Dos cortes obtidos, foram confeccionadas 3 lâminas com três cortes 

cada e 2 lâminas com dois cortes cada.  As lâminas com três cortes foram coradas com 

Hematoxilina-Heosina (HE) para realizações das análises semi-quantitiativa de 

celularidade e morfométricas (celularidade e espessura), Safranina-O fast Green para 

realização da análise semi-quantitativa do conteúdo de proteoglicanas e Picro Sirius 

Red para realização da quantificação das fibras totais de colágeno. Já, as lâminas com 

dois cortes cada, foram utilizadas para a análise de imunohistoquímica em relação à 

presença de condrócitos imunocorados para fator de necrose tumoral (TNF–α), 

interleucina 1 (IL1β) e metaloproteina (MMP-13). 
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4.6. Análises dos cortes 

4.6.1. Análise Semi-quantitativa de Celularidade 

Para esta análise foram utilizadas as lâminas coradas com HE, em que os três 

cortes presentes nas lâminas foram analisadas por meio de microscopia de luz (Axiolab 

Zeiss) por 2 avaliadores treinados. Os cortes histológicos foram avaliados ao longo de 

toda sua extensão com um aumento de (100x). O sistema de graduação semi-

quantitativo para celularidade utilizado no estudo foi o Sistema de graduação 

Histopatológico para cartilagem articular proposto por Mankin et al. (1971) e 

modificado segundo Renner et al. (2006) (Tabela 1). Vale ressaltar, que quanto maior a 

graduação atribuída, maior o grau de degeneração em relação à celularidade (MAKIN et 

al., 1971). 

 

4.6.2. Análise Semi-quantitativa do Conteúdo de Proteoglicanas 

Para esta análise foram utilizadas as lâminas coradas com Safranina-O fast 

green, em que os três cortes presentes nas lâminas foram analisados por meio de 

microscopia de luz (Axiolab Zeiss) por 2 avaliadores treinados. Os cortes foram 

avaliados ao longo de toda sua extensão com um aumento de (100x). O sistema de 

graduação semi-quantitativo para do conteúdo de proteoglicanas utilizado no estudo foi 

o Sistema de graduação Histopatológico para cartilagem articular proposto por Mankin 

et al. (1971) e modificado segundo Renner et al. (2006) (Tabela 1). Vale ressaltar, que a 

perda de coloração encontra-se relacionada à perda de proteoglicanas e recebe maior 

graduação (MAKIN et al., 1971). 
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Tabela 1: Sistema de graduação Histopatológico para cartilagem articular. 

Celularidade  

Normal 0 

Hipercelularidade 1 

Hipercelularidade Difusa 2 

Hipocelularidade 3 

Coloração por Safranina  

Normal 0 

Redução Leve em até metade da área total 1 

Redução leve na área total ou superfície 2 

Redução intensa em até metade da área total 3 

Redução intensa na área total ou superfície 4 

 

 

4.6.3. Análise Morfométrica de Celularidade 

A análise morfométrica de celularidade foi definida a partir da modificação da 

análise morfométrica de celularidade proposta por RENNER et al. (2006) e foram 

utilizadas as lâminas coradas com HE. Após a escolha aleatória de um corte por lâmina, 

este foi fotografado em três campos distintos do côndilo medial do fêmur, por meio de 

um microscópio óptico (Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com uma câmera digital 

acoplada (Sony DSCs75, Tokyo, Japão) em um aumento de (100x).  Para garantir que 

as regiões fotografadas de cada lâminas eram distintas, tomou-se como referência os 

cornos anterior e posterior do menisco medial do joelho. Assim, um campo foi 

fotografado na área da cartilagem próxima ao corno anterior, um segundo campo foi 

fotografado na área da cartilagem entre os cornos anterior e posterior e por fim, um 

último campo foi fotografado na região localizada na área da cartilagem próxima ao 

corno posterior. Em cada campo foi demarcado uma área de 80.000 μm2, como 

demonstrado na figura 2. As áreas foram delimitadas a partir da camada superficial da 

cartilagem articular até a camada da Zona calcificada. Dentro de cada área, os 

condrócitos foram marcados e contados a partir do programa Axionvision 3.1 Image 
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Em seguida, foram aplicados em quatro lâminas de cada grupo os anticorpos primários 

nas seguintes diluições e tempos: TNF-α – 1:200 por 30 minutos, IL1β – 1:50 por 120 

minutos e MMP-13 – 1:100 por 30 minutos. Após lavagem em PBS, foi aplicado o 

anticorpo secundário (ABC kit, PK-6200, Vector laboratories, Burlingame, CA, USA) 

na diluição 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 necessário para o citoplasma dos condrócitos 

imunomarcados adquirir a coloração marrom. Por fim, foi realizado a coloração por 

hematoxilina e montagem das lâminas. Para o controle negativo, durante o processo os 

anticorpos primários foram omitidos. 

A análise semi-quantitativa de imunohistoquímica utilizada neste estudo foi 

desenvolvida a partir da modificação da análise semi-qualtitativa de imunohistoquímica 

proposta por PAIOTTI et al. (2012). Para a realização da análise semi-quantitativa de 

imunohistoquímica, foi escolhido um corte por cada lâmina corada para TNF-α, IL1β 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 fêmur um total de 1000 células de forma a constatar a 

porcentagem de condrócitos imunocorados positivamente em cada corte analisado. 

 

4.7. Análise Estatística 

Os dados foram analisados estatisticamente por meio técnicas descritivas, tais 

como gráficos, na forma de médias e desvios-padrão. Para a verificação da normalidade 

dos dados em cada análise, foi aplicado o teste de Shapiro Wilk. Nos dados 

considerados paramétricos foi aplicado o teste paramétrico ANOVA com Post Hoc 

Tukey (p ≤ 0,05). Já nos dados considerados não paramétricos foi aplicado o teste não-

paramétrico Kruskal-Wallis (p ≤ 0,05). Foram utilizados o software estatístico Statistic 

7 e o software Exel 2010. 
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6. DISCUSSÃO 

O presente estudo investigou os efeitos da LLLT no comprimento de onda 685 

nm, utilizado em 2 fluências (10 J/cm2 e 50 J/cm2), na articulação de joelhos de ratos 

submetidos ao modelo experimental de OA por TLCA. Para isso, foram realizadas 

análises semi-quantitativas de celularidade e conteúdo de proteoglicanas, análises 

morfométricas de celularidade e espessura, quantificação das fibras totais de colágeno, 

além de análises semi-quantitativas de imunohistoquímica para TNF-α, IL1β e MMP-

13.  

Os resultados deste estudo demonstraram que em relação ao período de 5 

semanas, apenas as análises semi-quantitativa de proteoglicanas e morfométrica de 

espessura apresentaram diferenças estatísticas entre os grupos. Na análise semi-

quantitativa de proteoglicanas, os grupos irradiados e o grupo controle lesão 

apresentaram uma quantidade de proteoglicanas significativamente menor em relação 

ao grupo intacto. Já na análise morfométrica de espessura, o grupo controle lesão e 

irradiado com o laser 50 J/cm2 apresentaram maior espessura que o grupo intacto. 

Quanto as comparações após 8 semanas da TLCA, o grupo controle lesão apresentou 

maior graduação na celularidade semi-quantitativa que o grupo intacto, sendo que os 

grupos tratados não apresentaram diferenças tanto em comparação ao grupo intacto 

como em comparação ao grupo controle lesão. Na análise semi-quantitativa de 

proteoglicanas, o grupo controle lesão apresentou menor quantidade de proteoglicanas 

em relação aos grupos intacto e irradiado com o laser 10 J/cm2, ainda, o grupo irradiado 

com laser 50 J/cm2 apresentou menor quantidade de proteoglicanas apenas em 

comparação ao grupo intacto. A análise morfométrica de celularidade mostrou que o 

grupo controle lesão apresentou maior quantidade de condrócitos em relação aos grupos 

intactos e irradiados com o laser nas duas fluências. Já na analise morfométrica de 

espessura, os grupos CB, L10B e L50B apresentaram maior espessura que o grupo 

intacto. Não foram encontradas alterações quanto à presença de fibras totais de 

colágenos. As análises semi-quantitativas de imunohistoquímica mostraram que os 

grupos controle lesão e tratados apresentaram maiores quantidades de condrócitos 

imunomarcados para TNF-α, IL1β e MMP-13 em relação ao grupo intacto, além disso, 

os grupos tratados apresentaram menor quantidade de condrócitos imunomarcados para 

MMP-13 que o grupo controle lesão. 
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Vários autores afirmam que na cartilagem articular em processo artrótico, os 

condrócitos aumentam sua taxa metabólica na tentativa de recuperar o tecido lesado, o 

que resulta em aumento no número de células, desorganização celular, presença de 

condrócitos 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 período de 5 semanas neste estudo não foram encontradas diferenças 

estatísticas entre os grupos na análise semi-quantitativa de celularidade, possivelmente o 

tempo pós TLCA não tenha sido suficiente para se observar alterações teciduais 

referentes ao número de condrócitos através das graduações empregadas. Contudo, 8 

semanas pós-cirurgia, o grupo controle lesão apresentou sinais de degradação articular, 

comprovado pela maior graduação para celularidade semi-quantitativa. 

Ainda em relação ao maior período experimental, os animais dos grupos 

irradiados, em ambas as fluências não apresentaram diferenças estatísticas em relação 

aos do grupo intacto, o que indica que a fotoestimulação foi efetiva para impedir o 

aumento da taxa metabólica dos condrócitos, que resulta na hipercelularidade inicial 

frente ao estímulo lesivo. Dessa forma, é provável que o laser tenha mantido a 

homeostase no tecido e, evitado assim, a evolução 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 fluência de 3 J/cm2, preveniu a degradação do tecido cartilaginoso 

evidenciado através da diminuição da expressão da caspase-3 relacionada a morte 

celular por apoptose no joelho de ratos submetidos à TLCA, em que os animais tratados 

apresentaram na cartilagem articular uma organização dos condrócitos semelhantes às 

dos animais intactos. BAYAT et al (2007) também relataram uma melhor organização 

dos condrócitos em modelo experimental de OA induzida por imobilização do joelho de 

coelhos e tratados com laser 632 nm na fluência 13 J/cm2 tratados 3 vezes por semanas. 

Segundo NARMONEVA et al (2002), a diminuição de proteoglicanas é uma das 

primeiras anormalidades detectáveis em um processo degenerativo na cartilagem 

articular e aparece muito antes de sinais macroscópicos de deteriorização da superfície 

articular, o que está de acordo com os achados deste estudo, em que no período de 5 

semanas os animais que sofreram a TLCA (grupo controle lesão e grupos tratados) 

apresentaram menor quantidade de proteoglicanas em comparação aos animais do grupo 

intacto, indicando o inicio do processo degenerativo. Como no segundo período 
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experimental, apenas os animais irradiados com o laser 10 J/cm2 apresentaram maior 

quantidade de proteoglicanas que o grupo controle lesão e valores semelhantes ao grupo 

intacto, provavelmente o laser na fluência 10J/cm2 tenha estimulado positivamente os 

condrócitos a produzirem a glicoproteína 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 potência de 3,1 mW/cm2, em joelhos de ratas que receberam 

injeção intra-articular de solução de papaína e constataram um aumento de 

mucopolissacarídeo (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 à TLCA após a irradiação com laser 692,6 

nm nas fluências de 1 e 4 J/cm2, contudo a maior fluência foi mais efetiva. Estudos 

prévios sugerem que a fotoestimulação através da excitação de elétrons nos 

fotoreceptores promove o aumento das sínteses de ATP, DNA e proteínas, o que pode 

estar relacionado com o aumento da síntese de proteoglicanas nos animais tratados pela 

LLLT (10 J/cm2) do presente estudo. Dentro deste contexto, a estimulação da síntese de 

proteoglicanas pode contribuir para impedir a progressão do processo degenerativo na 

cartilagem articular artrítica, preservando as propriedades biomecânicas do tecido (LIN 

et al., 2006).  

A análise morfométrica de celularidade do presente estudo, também não 

apresentou diferenças entre os grupos no período de 5 semanas, o que pode estar 

relacionado ao fato do tempo de lesão não ter sido suficiente para gerar alterações 

relacionadas à proliferação celular, haja visto, que no período de 8 semanas o grupo 

controle lesão demonstrou uma maior presença de condrócitos que o grupo intacto. 

Ainda, no período 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 condrócitos que resulta na 

proliferação celular relacionado à fase inicial do processo degenerativo da cartilagem 

articular. LIN et al. (2004) demonstraram  que o laser He-Ne (632 nm) com densidade 

de potência 3,1 mW/cm2, evitou alterações na quantidade de condrócitos e aumentou a 

concentração da proteína SP72 na cartilagem de coelhos que receberam uma injeção 

intra-articular de solução de papaína. Esta proteína pertence a um grupo de proteínas 

(stress protein) que impedem a alteração da taxa metabólica de células sob condições 

adversas e assim aumentam suas sobrevivências. ALVES et al. (2012), aplicaram a 
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LLLT (λ=880 nm e fluência 7,7 J/cm2) em joelhos de ratos submetidos ao modelo 

experimental de OA induzida por injeção intraarticular de solução de ácido acético e 

também encontraram nos joelhos irradiados uma organização de condrócitos semelhante 

ao tecido sadio, e atribuíram estes achados ao fato do laser ter diminuído a presença de 

células inflamatórias na cartilagem articular com processo artrótico.  

Na fase inicial da OA, também observa-se um aumento na espessura da 

cartilagem articular, em que os condrócitos aumentam suas atividades anabólicas e 

catabólicas e passam a produzir tanto componentes da MEC como enzimas 

proteolíticas, na tentativa de impedir a degradação 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 período de 5 semanas (grupos controle lesão e tratados 

com laser na fluência de 50 J/cm2) e no período de 8 semanas (grupos controle lesão e 

tratados). No período experimental mais curto, o laser na fluência de 10 J/cm2 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 metabólica dos condrócitos em relação a 

celularidade e síntese de proteoglicanas no período de 8 semanas, o mesmo não foi 

capaz de impedir a síntese de outros componentes da MEC que caracteriza o aumento 

da espessura do tecido na fase inicial da lesão.  

Autores afirmam que na evolução do processo degenerativo, a cartilagem 

articular sofre diminuição de colágeno II ou até sua substituição por colágeno 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 colágeno ocorre 

posteriormente a perda do conteúdo de proteoglicanas, pois a perda da glicoproteína  

compromete as propriedades biomecânicas do tecido proporcionando maior atividade 

das colagenases. Como neste trabalho não foram encontradas alterações entre as 

quantidades de fibras totais de colágenos entre os grupos, é possível que nos períodos 

experimentais estudados a lesão não tenha evoluído até o estágio de ocorrer perdas de 

fibras de colágeno. Por outro lado, vale ressaltar que a metodologia empregada não é 

sensível para detectar a ocorrência de alterações no tipo de colágeno constituinte da 

MEC, neste sentido AROKOSKI et al. (2002) afirmam que na fase inicial do processo 
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degenerativo da cartilagem articular não ocorrem alterações no conteúdo de colágeno, 

apenas substituição do colágeno II. 

É consenso entre os autores que a síntese de TNF-α e IL1β pelos condrócitos é 

um indicativo de maior atividade catabólica no tecido, o que possibilita a progressão do 

processo degenerativo, pois tais citocinas são responsáveis em gerar uma resposta 

autócrina em que os condrócitos passam a sintetizar enzimas que degradam os 

componentes da MEC como as proteoglicanas (agrecanases) e colágenos (colagenases) 

(ABRAMSON & ATTUR, 2009; TETLOW et al., 2001; XIA et al., 2011). TETLOW et 

al. (2001), observaram em um estudo in vitro, que condrócitos retirados de uma tecido 

sadio quando na presença de TNF-α e IL 1β , passam a sintetizar MMP-13, que é uma 

das principais enzimas responsáveis em degradar o colágeno II. Embora no período 

experimental de 5 semanas deste estudo não ter ocorrido diferenças entre os grupos 

quanto a presença de TNF-α, IL1β e MMP-13, a afirmação dos autores estão de acordo 

com os dados apresentados no período de 8 semanas, em que os grupos que sofreram a 

TLCA (controle lesão e tratados) apresentaram maior quantidade de condrócitos 

imunomarcados para TNF-α, IL1β e MMP-13 em relação ao grupo intacto.  

Assim, é evidente que a LLLT aplicada neste estudo não foi eficaz em evitar as 

sínteses das citocínas inflamatórias TNF-α e IL 1β, uma vez que os grupos tratados no 

maior período experimental apresentaram valores semelhantes ao grupo controle lesão 

quanto a presença de condrócitos imunomarcados para TNF-α e IL1β. Estes achados 

não corroboram com SORIANO et al. (2006), que encontraram diminuição da presença 

de TNF-α nos niveis plasmáticos de ratos submetidos ao modelo experimental de OA 

por injeção intraarticular de hidróxido-apatita no joelho e posteriormente tratados com 

laser He-Ne (632,8 nm) na fluência de 8 J/cm2. Contudo, os grupos tratados no período 

de 8 semanas apresentaram menores quantidades de condrócitos imunomarcados para 

MMP-13 em comparação ao grupo controle-lesão, o que indica uma tendência do laser 

em dimunir a síntese da colagenase. Portanto, o efeito benéfico da LLLT em diminuir a 

síntese de MMP-13 pelos condrócitos deve estar relacionado à uma ação no próprio 

condrócito no sentido de diminuir a expressão da colagenase e não na via autócrina 

TNF-α / IL1β. 

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

característica é o dano articular se desenvolver de forma progressiva (BENDELE, 2001; 



58 
 

GALOIS et al, 2004; GERWIN et al, 2011), vale ressaltar que consiste em um modelo 

muito utilizado e que apresenta aspectos patogênicos semelhantes à OA traumática que 

ocorre em humanos (KAAB, CLARK; NOTZLI, 2000, APPLETON et al., 2007 ). 

Autores afirmam que após 2 semanas da cirurgia os achados histológicos correspondem 

à fase inicial da OA (APPLETON et al., 2007; BENDELE, 2011), o que está de acordo 

com os dados do presente estudo, em que o grupo controle lesão no período de 5 

semanas apresentou aumento na espessura do tecido e perdas de proteoglicanas. No 

período de 8 semanas é possível constatar no grupo controle lesão a progressão da 

degeneração por meio das presenças de uma hipercelularidade, citocínas inflamatórias 

(TNF-α, IL1β) e da colagenase MMP-13.  

Como os resultados do presente estudo no período de 8 semanas apresentou 

respostas diferentes nas análises em relação as duas fluências propostas, é evidente que 

a resposta dos condrócitos frente à  LLLT é dose dependente. Diante da existência de 

uma ampla janela terapêutica em que os cromóforos são específicos em absorver a 

energia fornecida ao tecido, é provável que o laser na fluência de 10 J/cm2 foi mais 

eficaz em fornecer uma energia capaz de estimular os condrócitos a sintetizarem 

proteoglicanas. Nesse sentido, KARU (1987) e CASTANO et al (2007) afirmam que 

doses elevadas podem inibir a ação dos fotoreceptores e assim proporcionar resultados 

insatisfatórios da LLLT, inclusive promover morte celular. Segundo KARU & 

KOLYAKOV (2005), o comprimento de onda, a duração do tratamento, tempo de 

irradiação e a densidade de energia são fatores que influenciam no sucesso do 

tratamento, sendo assim, existe uma especificidade de absorção da irradiação laser 

pelos diferentes tecidos biológicos, o que determina a existência de uma janela 

terapêutica para fotoestimulação efetiva em cada tipo de tecido. 

Dessa maneira, é limitação neste estudo a ausência de análises para determinar o 

estado metabólico do condrócito frente à LLLT em relação a indicadores de morte 

celular, como também análises para determinar a presença de colagenases que degradam 

o colágeno II. Como perspectivas futuras do grupo de pesquisa, está a realização de 

análises da presença de citocinas inflamatórias no plasma sanguíneo 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 doença como o laser 

podem atuar de forma sistêmica, e assim, possibilitar concluir com maiores evidências 

os benefícios do laser como alternativa no tratamento da OA.  Também está previsto o 
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início de uma nova linha de pesquisa para avaliar os efeitos da LLLT em pacientes 

acometidos por OA e assim constatar quais os benefícios clínicos proporcionados pela 

técnica aos pacientes. 

 

7. Conclusão 

Através dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que a LLLT 

no comprimento de onda 685 nm nas fluências de 10 J/cm2 e 50 J/cm2 foi benéfico à 

cartilagem articular do joelho de ratos submetidos ao modelo experimental de OA por 

TLCA principalmente no período experimental de 8 semanas, pois impediu a 

hipercelularidade característico das fases iniciais da OA, além de diminuir a expressão 

da colagenase MMP-13. Contudo, o laser na fluência de 10 J/cm2 mostrou-se mais 

eficaz, pois também promoveu a síntese de proteoglicanas nos animais tratados do 

período de 8 semanas. 
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PARTE 3: 

ANEXOS 

1. Anexo A 

 Parecer do comitê de ética em experimentação animal. 
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2. Anexo B: 

 Primeira página do artigo intitulado: “Low-Level Laser Therapy ensures 

cartilage repair in the knee osteoarthritis animal model”, submetido para publicação no 

periódico Osteoarthritis and Cartilage. 
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3. Anexo C 

 Email recebido em 01/10/2012 do periódico “Osteoarthritis and Cartilage” 

apontando a submissão do artigo intitulado “Effects of low-level laser therapy on 

cartilage repair in an experimental model of osteoarthritis”. 

 

 


