DANIELLE ANDREAZZ| LOBATO

EFEITOS DA APLICACAO DO LASER A DIODO DE ARSENETO
DE GALIO (As-Ga) NA OSTEOARTRITE EXPERIMENTAL EM
COELHOS.

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa, como
requisito parcial para obtencéo do titulo
de “Magister Scientiae”.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2003



DANIELLE ANDREAZZI LOBATO

EFEITOS DA APLICACAO DO LASER A DIODO DE ARSENETO
DE GALIO (As-Ga) NA OSTEOARTRITE EXPERIMENTAL
EM COELHOS.

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa, como
requisito parcial para obtencdo do titulo de
“Magister Scientiae”.

APROVADA: 15 de dezembro de 2003.

Prof. Marlene Isabel Vargas Viloria Prof. Luiz Gonzaga Pompermayer
(Conselheira) (Conselheiro)
Prof. José Antbnio Viana Prof. Antonio José Natali

Prof. Ricardo Junqueira Del Carlo
(Orientador)



Ao meu avd, que sempre esteve presente
em todos 0os momentos da minha vida e
que hoje se encontra mais uma vez ao
meu lado, pois a distancia que nos separa

é apenas fisica.



AGRADECIMENTOS

Reconhecer as colaboragcdes em um trabalho como este é uma tarefa dificil por
que podemos ndo mencionar todos que, de algum modo, contribuiram para sua
realizacao.

Contudo, desejo expressar a minha gratiddo a Deus que me guarda e ilumina.

Ao0s meus pais pela dedicacdo, conselhos, apoio e o0 eterno amor.

Ao meu irmao, pelo carinho e incentivo em todos 0s momentos.

Aos animais pelo amor incondicional, especialmente aos cées e as coelhas, que
sem elas nada disso seria possivel.

Ao Prof. Ricardo, orientador e amigo, por sua dedicacdo, apoio permanente e
exemplo de profissional.

A Doutora Maria Cristina de Souza Lamas, pela amizade, atencdo e carinho
constantes.

A Prof? Marlene, pelas orientagdes e dedicac&o na realizacdo deste trabalho.

Aos professores Claudio Fonseca, José Antbnio Viana e Luiz Gonzaga
Pompermayer, por transmitirem com profissionalismo, dedicacdo e com carinho seus
ensinamentos.

A Simone pelo auxilio na correcéo e carinho sempre.

Aos demais professores do Departamento de Veterinaria da UFV pelo convivio e
apoio constante.

Aos colegas, que se tornaram grandes amigos e que contribuiram com a
realizacdo deste trabalho, Beténia, Denise, Paloma e 0s “meninos”.

A0S meus amigos que sempre estiveram proximos, mesmo estando distantes,
sempre me apoiando com muito carinho, nunca me deixando fragquejar.

A todos os funcionarios do DVT, por me receberem com tanto carinho,
especialmente: Claudio, Adao e Rose.

A Universidade Federal de Vigosa pela oportunidade e receptividade.



INDICE

LISTA DE FIGURAS ..ottt ettt ettt ettt see e e
LISTA DE TABELAS ..ottt ettt ettt et ettt et s et e
RESUMO ..ottt ettt ettt ettt et et et et e et et et et eee et et et et ee e e et et et eteeeeeneeens
ABSTRACT oottt ettt ettt et ettt et et ettt et et e e et ettt en et
1.0 - INTRODUGAOD ....ooveeeeteeeteeeeeeee et
2.0 - REVISAO DE LITERATURA ....oooeeeeeeeeeeeeeeeee e

2.1 Articulagao NOrMA ..........ccoiiiiiiiice s

WA O 1) (=0T 11 4] (=Y

2.3 Laserterapia Na OStEOANIITE .........ccveiviriiirisieee e

2.4 Osteoartrite EXperimental ...........ccccoevveii i
3.0 - MATERIAL E METODOS ..ottt ettt et eee et et eeeneees
4.0 - RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ottt
5.0 - CONCLUSOES ..o oottt ettt en et en e
6.0 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeesee s



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

LISTA DE FIGURAS

Anatomia normal e alteragbes patoldgicas
associadas com a osteoartrite da articulacdo do
joelho de um cdo. As alteragbes patologicas
envolvem a superficie articular, o 0sso subcondral, a
capsula articular e os ligamentos vizinhos (Adaptado
de SOUZA JUNIOR, 1999).

SeccOes da cartilagem articular. A) Fissura e perda
discreta da organizacdo celular em fémur de animal
do GCI (HE, 100X). B) Camada superficial
celularizada e organizacdo celular similar a
fisiologica em fémur de animal do GTI (HE,
333,3X).

SeccOes da cartilagem articular do fémur de animais
do GCIII. A) Fissura atingindo o 0sso subcondral e
desorganizagdo  celular (HE, 83,3X). B)
Hipocelularidade com necrose celular na camada
superficial (HE, 320X) e descontinuidade
cartilaginosa.

Secc0es da cartilagem articular do fémur de animal
do GTIII. Presenga de clones celulares. (Safranina
O; 285,7X).

Seccbes de cartilagem articular demonstrando
diferengas na intensidade de coloragdo da matriz
extracelular. A) Fémur de animal do GCIII.
(Safranina O; 83,3X). B) Fémur de animal do GTIII
(Safranina O; 80X).

Péagina

22

23

24

25



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

LISTA DE TABELAS

Pontuacdo qualitativa das principais lesdes
observadas a microscopia de luz para determinar a
degradacdo da cartilagem articular (Adaptado de
PODWORNY et al., 1999).

Pontuacdo qualitativa das principais lesdes
observadas a microscopia de luz para determinar o
grau de sinovite (Adaptado de PODWORNY et al.,
1999).

Freqiiéncia de achados macroscépicos no fluido
sinovial, apds osteoartrite experimental, em animais
dos grupos controle e tratado com laser a diodo de
As-Ga, por 10, 20 e 30 dias, na dose diaria de
3J/lcm2,

Freqliéncia de achados macroscopicos no fémur de
animais portadores de osteoartrite experimental
associada ou ndo ao tratamento com laser a diodo de
As-Ga, aos 10, 20 e 30 dias, na dose diaria de
3J/lcmz2,

Freqliéncia de achados macroscopicos na tibia de
animais portadores de osteoartrite experimental
associada ou ndo ao tratamento com laser a diodo de
As-Ga, por 10, 20 e 30 dias, na dose diaria de
3J/lcm2,

Pontuacdo qualitativa das principais lesdes
observadas a microscopia de luz referentes a
degradacdo da cartilagem articular. Valores medios
por grupo de animais, segundo PODWORNY et al.
(1999).

Pontuacdo qualitativa das principais lesdes
observadas a microscopia de luz referentes ao grau
de sinovite. Valores médios por grupo de animais,
segundo PODWORNY et al. (1999).

VI

Pagina
15

15

17

19

20

21

21



RESUMO

LOBATO, Danielle Andreazzi, MS. Universidade Federal de Vicosa, dezembro de

2003. Efeitos da aplicacdo do Laser a Diodo de Arseneto de Galio (As-Ga) na
osteoartrite experimental em coelhos. Orientador: Prof. Ricardo Junqueira Del
Carlo. Conselheiros: Prof. Luiz Gonzaga Pompermayer e Marlene Isabel Vargas
Viloria.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do laser a diodo de Arseneto de
Galio (As-Ga) aplicado no joelho de coelhos portadores de osteoartrite induzida pela
aplicacdo intrarticular de carragenina. A avaliagdo clinica in vivo demonstrou
diminuicao dos sinais inflamatorios e da dor, permitindo melhor desempenho e maior
amplitude de movimento do joelho dos coelhos tratados em comparacdo aos dos
animais ndo tratados. A avaliagdo macroscopica e microscopica post-mortem
evidenciaram os processos degenerativos decorrentes da administracdo de carragenina
em ambos os grupos, tratado e controle. Os resultados permitiram inferir que o laser
diminuiu a presenca de mediadores quimicos reduzindo, assim, a resposta inflamatoria e
as lesdes locais, inclusive a degradacdo dos glicosaminoglicanos. A analise histoldgica
da membrana sinovial demonstrou a presenca de células inflamatdrias, distribuidas
difusamente ou em focos, em maior intensidade nos grupos controle. Concluiu-se,

portanto, que o carater progressivo da osteoartrite foi retardado pela laserterapia.

Palavras-chave: Laserterapia, Osteoartrite, Carragenina.
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ABSTRACT

LOBATO, Danielle Andreazzi, MS. Universidade Federal de Vicosa, december of

2003. Effects of Gallium Arsenate (Ga-As) Diodo Laser on experimental
ostheoarthritis in rabbits. Orientation: Prof. Ricardo Junqueira Del Carlo.
Counselors: Prof. Luiz Gonzaga Pompermayer e Marlene Isabel Vargas Viloria.

The aim of this study was to evaluate the effects of gallium arsenite (Ga-As)
diode laser application on rabbits knees with ostheoarthritis induced by intrarticular
injection of carrageenan. Clinical evaluation in vivo showed that there was reduction in
inflammatory signs and pain, with treated animals presenting a better performance and
greater amplitude of movements, if compared with untreated animals. The degenerative
processes resulting from the administration of carrageenan were evidenced in both
groups by post-mortem macroscopic and microscopic assessment in both treated and
control groups, which allowed inferring that laser diminished the presence of chemical
mediators, reducing the inflammatory response and local lesions, including the
degradation of glycosaminoglycans. Histological analysis of the synovial membrane
revealed the presence of inflammatory cells distributed diffusely or in foci, the intensity
of which was higher in control groups. It was concluded therefore that the rate of

progression of ostheoarthritis was slowed down by lasertherapy.

Key words: Lasertherapy, Ostheoarthritis, Carrageenan.
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1.0 - INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) é uma condic¢do degenerativa, de progressdo lenta, que afeta
as articulagcbes moveis caracterizada por dor articular, sensibilidade aumentada a
palpacdo, limitacdo dos movimentos, crepitacdo, efusdo ocasional e variaveis graus de
inflamacdo local sem, contudo, gerar manifestacdes sistémicas (SOUZA JUNIOR,
1999; JOHNSTON, 2001; MELO, 2001).

A condicdo ndo esta limitada a alteracdes da cartilagem articular, mas também
afeta a sindvia, capsula articular, osso subcondral, ligamentos, musculos e tenddes
(SOUZA JUNIOR, 1999; JOHNSTON, 2001).

O tratamento tradicional empregado em cdes com osteoartrite inclui a
diminuicdo do peso em animais obesos, manejo farmacoldgico para inflamacgéo e dor,
mudangas na atividade fisica e cirurgia (MILLIS & LEVINE, 1997; JOHNSTON,
2001).

A partir do final da década de 60, a laserterapia tem sido apontada como um
método seguro e efetivo no tratamento de distdrbios neuroldgicos e de alteragdes
musculoesqueléticas e dos tecidos moles (LAMAS, 1999). Os chamados “soft-lasers”
ou lasers de baixa energia, tais como os de Hélio-Nebnio, os diodos de Rubi, de
Argbnio e de Arseneto de Géalio (As-Ga), motivam controvérsias no meio cientifico,
pois os efeitos bioestimulantes atribuidos por alguns pesquisadores sdo contestados por
outros (LAMAS, 1999).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da aplicacdo do laser a diodo de
Arseneto de Galio (As-Ga) no joelho de coelhos portadores de osteoartrite experimental,
pois admite-se que nestas circunstancias, o “soft-laser” estimula a recuperagéo funcional
da articulacdo, possui efeito analgésico, aumenta a amplitude do movimento articular e
a recuperacdo funcional. Além disso, promove acdo antiinflamatéria, aumento da

sintese de proteoglicanos e de colageno e redugdo de edemas.



2.0 - REVISAO DE LITERATURA

2.1. Articulacédo normal

A articulacdo normal é composta por superficies 0sseas cobertas por camada
uniforme de cartilagem hialina, sustentada pela capsula articular, cuja parte externa é
formada por tecido fibroso e a interna por membrana sinovial, que permite 0 movimento
angular e a transferéncia e distribuicdo de forcas de uma superficie para outra
(PALMER & BERTONE, 1994; SOUZA JUNIOR, 1999).

A cartilagem articular é uma complexa estrutura projetada para absorver choque
e diminuir a friccdo durante o movimento. E composta por uma matriz extracelular
avascular, aneural e alinfatica, constituida por coldgeno em associagdo com
proteoglicanos, sendo sintetizada pelos condrocitos, que representam 5 % do volume
tecidual (PALMER & BERTONE, 1994; VAUGHAN-SCOTT & TAYLOR, 1997;
SOUZA JUNIOR, 1999; JOHNSTON, 2001).

Os condrécitos possuem atividade anabdlica necesséria para compensar o lento
desgaste da matriz cartilaginosa sadia (VAUGHAN-SCOTT & TAYLOR, 1997;
SOUZA JUNIOR, 1999; JOHNSTON, 2001). Sob condices metabdlicas normais, as
atividades anabolica e catabolica coexistem igualmente para manter a cartilagem
saudavel (SOUZA JUNIOR, 1999; JOHNSTON, 2001).

A atividade catabdlica dos condrdcitos inclui a formacdo de enzimas
degradativas, as metaloproteinases, sendo as principais a colagenase e a estromelisina.
A primeira atua sobre as fibrilas de colageno para decompor o esqueleto estrutural da
cartilagem e a segunda desdobra tanto os proteoglicanos como o colageno (CREAMER
& HOCHBERG, 1997; JOHNSTON, 2001).

Segundo JOHNSTON (2001), os proteoglicanos sdo moléculas compostas
principalmente de uma proteina central a que estdo ligadas cadeias laterais de
glicosaminoglicanos (condroitina e sulfato de queratina) formando um mondmero
proteoglicano, sendo o0 agrecano 0 mais comumente encontrado. Muitos destes
mondmeros agrecanos ligam-se a uma molécula de hialuronato para formar um
agregado de agrecanos.

Os glicosaminoglicanos (condroitin-sulfato, queratan-sulfato e hialuronato de

sodio principalmente) sdo cadeias de unidades de dissacarideos que se repetem e tém



carga negativa. Esta carga negativa faz com que haja uma repeléncia entre eles,
resultando em resisténcia a compressdao (PALMER & BERTONE, 1994; CREAMER &
HOCHBERG, 1997; VAUGHAN-SCOTT & TAYLOR, 1997).

A estrutura dos proteoglicanos lhes confere propriedades fisicas especificas. As
cadeias hidrofilicas dos glicosaminoglicanos e seu formato ramificado tornam-no uma
molécula altamente expandida quando em solucdo aquosa e permeavel, permitindo
absorcdo e manutencdo de grande quantidade de dgua (PALMER & BERTONE, 1994),
que confere a cartilagem turgidez e rigidez compressiva (JOHNSTON, 2001).

A grande retengdo de agua nesse tecido cria um efeito de amortecimento
semelhante ao de uma esponja. Quando sob pressdo, ocorre uma perda de turgidez e
saida de liquido. As degeneracGes da cartilagem levam a perdas de cadeias de
glicosaminoglicanos no proteoglicano e de proteoglicanos nos agregados, com
consequente diminuicdo de funcdo desta estrutura (PALMER & BERTONE, 1994).

A principal funcéo das fibrilas de colageno € dar suporte estrutural para a matriz
da cartilagem, com resisténcia as forcas de tracdo (PALMER & BERTONE, 1994;
CREAMER & HOCHBERG, 1997; JOHNSTON, 2001).

De modo geral, a orientacdo dos condrdcitos e do coldgeno dentro da matriz
cartilaginosa permite maior resisténcia diante de forcas mecéanicas. Morfologicamente,
h& um padrdo zonal baseado na organizacdo dos condrdécitos, orientacdo das fibrilas de
coldgeno e distribuicdo de proteoglicanos (JOHNSTON, 2001). Esta orientagdo das
fibras de colageno e proteoglicanos forma um material composto, que resiste as forcas
de compressdo e tracdo sem sofrer danos, transmitindo-as ao 0sso subcondral
subjacente. A ruptura desta organizacdo é uma das caracteristicas da osteoartrite (OA)
(JOHNSTON, 2001).

As estruturas periarticulares também sdo parte integrante da funcgdo articular
normal. A sindvia ou camada de revestimento e o tecido subsinovial (composto por
tecido conjuntivo frouxo, terminacdes nervosas livres e vasos sanguineos), envolvem a
articulacdo (JOHNSTON, 2001).

Os sinovidcitos produzem fluido sinovial (ultrafiltrado plasmaético, rico em
hialuronato de sodio), que permite menor friccdo entre as superficies articulares, bem
como entre a superficie articular e a prdpria sindvia (SOUZA JUNIOR, 1999;
JOHNSTON, 2001). A sinovia também desempenha importante papel na fagocitose,
troca de fluido e na manutengdo do ambiente articular (SOUZA JUNIOR, 1999;
JOHNSTON, 2001).



A cépsula articular fibrosa envolve a sindvia e contribui para a estabilidade
fisica da articulacdo, assim como os ligamentos que podem estar inseridos dentro da
capsula (PALMER & BERTONE, 1994; JOHNSTON, 2001).

A regido de osso subcondral consiste de uma estreita placa de osso localizada
diretamente sob a cartilagem articular, juntamente com 0 0sso esponjoso de sustentacao.
E uma regido maleavel, que absorve cargas (PIERMATTEIl & FLO, 1999; SOUZA
JUNIOR, 1999; JOHNSTON, 2001).

Os receptores para dor sédo encontrados em todos os tecidos da articulagédo com
excecdo da cartilagem articular. Eles estdo mais concentrados dentro da cépsula
articular, mas também aparecem no 0sso subcondral e nos ligamentos e tém a fungéo de
fornecer um sistema de alerta quando os movimentos ou forcas excedem os limites
fisiologicamente seguros (SOUZA JUNIOR, 1999).

2.2. Osteoartrite

A osteoartrite (OA) é uma condicdo potencialmente debilitante que atinge uma
porcentagem significativa de cédes (ODDIS, 1996; VAUGHAN-SCOTT & TAYLOR,
1997; PIERMATTEI & FLO, 1999; SOUZA JUNIOR, 1999; JOHNSTON, 2001;
MELO, 2001). Apesar das atencfes principais serem atribuidas a cartilagem quando se
discute a OA, os tecidos periarticulares, como o0 0sso subcondral, cdpsula articular,
ligamentos, sindvia, tendBes e musculatura adjacente (Figura 1), tém importante papel
no desenvolvimento da dor e da disfungio associada a doenca (SOUZA JUNIOR, 1999;
JOHNSTON, 2001).
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Figura 1: Anatomia normal (a esquerda) e alteracGes patoldgicas
associadas com a osteoartrite (a direita) da articulacdo
do joelho de um cdo. As alteracbes patologicas
envolvem a superficie articular, 0 0sso subcondral, a
capsula articular e os ligamentos vizinhos (Adaptado
de SOUZA JUNIOR, 1999).

A patologia articular tem como origem o estresse mecanico da articulacdo,
conseqiiente a fatores predisponentes, como tensGes anormais, alteragfes articulares
concomitantes, excesso de peso corporal e de atividade fisica, dentre outros. O desgaste
da cartilagem articular é precoce no curso da doenga (PALMER & BERTONE, 1994;
ODDIS, 1996; BENNET & MAY, 1997; SOUZA JUNIOR, 1999).

Para CREAMER & HOCHBERG (1997), VAUGHAN-SCOTT & TAYLOR
(1997), SOUZA JUNIOR (1999) e JOHNSTON (2001), enquanto a degeneragio
articular progride, ha redugdo no contetdo de proteoglicanos, acido hialurénico e, em
menor proporcédo, de coldgeno, atribuida a enzimas proteoliticas liberadas nos estagios
precoces da osteoartrite. H&a quatro grupos principais de enzimas envolvidas na
degradacdo cartilaginosa: proteinases asparticas; proteinases de cisteina (catepsina e
outras); proteinases serinas e metaloproteinases (colagenase desdobrando o colageno;
gelatinase e estromelisina desdobrando proteoglicanos e colageno).

Estas enzimas sdo produzidas por sinovidcitos, condrcitos e outros tipos
celulares em resposta as citocinas, as quais incluem o fator de necrose tumoral (FNT), a
interleucina-1 (IL-1) e a interleucina-6 (IL-6). Uma lesdo articular, que usualmente

resulta em danos aos condrocitos, parece acarretar um rompimento na homeostasia e



induzir a producdo de tais mediadores inflamatérios (CREAMER & HOCHBERG,
1997; VAUGHAN-SCOTT & TAYLOR, 1997; SOUZA JUNIOR, 1999).

Na osteoartrite verifica-se inicialmente uma sintese elevada de proteoglicanos
pelos condrdcitos (PALMER & BERTONE, 1994; VAUGHAN-SCOTT & TAYLOR,
1997; SOUZA JUNIOR, 1999; JOHNSTON, 2001). Entretanto, eles tém uma estrutura
bioquimica anormal e sdo mais facilmente perdidos, por ndo se ligarem adequadamente
ao hialuronato (VAUGHAN-SCOTT & TAYLOR, 1997).

A ligacdo entre os proteoglicanos e o hialuronato é feita pelo colageno, que
danificado pelas metaloproteinases, perde a capacidade de formar ligacbes cruzadas,
gerando a condromalécia (modificacdo da cartilagem e exposicdo do osso subcondral)
(VAUGHAN-SCOTT & TAYLOR, 1997; SOUZA JUNIOR, 1999; JOHNSTON,
2001).

Quando isso ocorre, os proteoglicanos hidrofilicos absorvem agua causando
“inchaco” da matriz cartilaginosa. Esta cartilagem “inchada” esta alterada
biomecanicamente e ndo resiste as forcas que nela distribuem-se, originando sobrecarga
em pequenas areas da superficie articular, causando maior estresse no tecido subcondral
subjacente e induzindo o surgimento de microfraturas e espessamentos na placa de 0sso
subcondral (VAUGHAN-SCOTT & TAYLOR, 1997; SOUZA JUNIOR, 1999;
JOHNSTON, 2001).

O aumento da rigidez do osso subcondral resulta em menor complacéncia da
articulagdo quando submetida a forgcas mecénicas, deixando a cartilagem articular ainda
mais sobrecarregada. As forcas concentradas em pequenas areas de 0sso subcondral
estimulam receptores dolorosos, danificam a matriz, lesam os condrdcitos e contribuem
para o desconforto do paciente (SOUZA JUNIOR, 1999).

Fragmentos livres de colageno e proteoglicanos sao liberados no fluido articular,
de onde sdo removidos pelos linfaticos presentes na sindvia. A sindvia e a capsula
articular fibrosa respondem a presenca destes fragmentos e de outros mediadores
bioguimicos, como citocinas e leucotrienos, aumentando a espessura e a producdo de
liquido sinovial, causando distensdo dolorosa da capsula (SOUZA JUNIOR, 1999;
JOHNSTON, 2001).

A sinovite se caracteriza pela hiperplasia e hipertrofia das células de
revestimento sinovial, aumento da vascularizagdo de tecidos subsinoviociticos,
proliferacdo vilosa e leve infiltracdo de linfocitos, plasmdcitos e fagocitos

mononucleares. Pode ocorrer deposicdo de hemossiderina, fibronectina e complexos



imunes. Nos casos graves ocorre fibrose periarticular intensa (LIPOWITZ, 1993;
ODDIS, 1996; BENNET & MAY, 1997; MELO, 2001).

Além das alteragdes que ocorrem na cartilagem articular e no osso subcondral,
os mediadores inflamatorios produzidos tém influéncia nos tecidos moles adjacentes e
neuroceptores. Eles podem ser algésicos como a bradicinina, ions H*, serotonina e
substancia P, ou atuar como as prostaglandinas, citocinas e leucotrienos que ampliam a
sensibilidade dos nociceptores (presentes em abundancia nos tecidos periarticulares
como capsula articular, ligamentos, tendGes, musculos e 0sso subcondral) a estimulos
mecanicos e quimicos. Assim, a resposta dolorosa pode ocorrer mesmo quando a
articulacdo é submetida a estimulos mecanicos normalmente inécuos como a extensao,
movimentacdo ou pressdo (ODDIS, 1996; SOUZA JUNIOR, 1999; JOHNSTON,
2001).

O surgimento de ostedfitos periarticulares na OA denota instabilidade articular,
podendo ser um sinal radiografico evidente, assim como a remodelacédo dssea. O papel
desempenhado pelos ostedfitos no processo da doenca ndo esta claro, ainda que possam
contribuir para a estabilidade eles resultam em dor articular pela sua intromissdo na
sindvia e na interface com tecidos moles periarticulares (LIPOWITZ, 1993; ODDIS,
1996; PIERMATTEI & FLO, 1999; SOUZA JUNIOR, 1999; JOHNSTON, 2001). Sua
forma é determinada pelas for¢as mecanicas e pelo contorno da superficie das quais eles
se projetam (PIERMATTEI & FLO, 1999).

A severidade da doenca é progressiva e as alteracGes associadas ocorrem de
modo simultaneo e interdependente. Além disso, ainda que os sinais clinicos sejam
intermitentes por natureza, sabe-se que as modificacdes tendem a permanéncia por
causa da limitada capacidade de reparacdo da superficie articular ou incapacidade de
reversdo da capsula articular fibrotica (SOUZA JUNIOR, 1999).

A reducdo da viscosidade do liquido sinovial, em decorréncia de diminuicdo da
concentracdo de acido hialurénico, o aumento do volume e maiores quantidades de
células  fagocitérias mononucleares (mondcitos-macréfagos) confirmam,
freqlientemente, a presenca de processo inflamatdrio intrarticular de baixa intensidade
(LIPOWITZ, 1993; ODDIS, 1996).

As alteracBes macroscdpicas mais precoces consistem na perda da integridade
superficial da cartilagem com o surgimento de areas localizadas de amolecimento,

associadas a ruptura ou fibrilagdo na superficie da matriz cartilaginosa (LIPOWITZ,



1993; ODDIS, 1996; BENNET & MAY, 1997; CREAMER & HOCHBERG, 1997;
JOHNSTON, 2001).

Quando essa ruptura é superficial e a fragmentacdo € tangencial a superficie
cartilaginosa trata-se de “floculagdo/fibrilacdo”. Quando é mais profunda, origina
fragmentos perpendiculares a superficie cartilaginosa e €& denominada *“fissura”
(ODDIS, 1996; BENNET & MAY, 1997; CREAMER & HOCHBERG, 1997;
VAUGHAN-SCOTT & TAYLOR, 1997).

Outras alteracBes precoces na cartilagem articular, consistem de &reas lisas e
aveludadas que mudam para amarelo ou branco sem brilho, com orificios, depressées e
ranhuras lineares tornando-se aparentes. Na forma cronica, a cartilagem pode ser mole e
esponjosa (PIERMATTEI & FLO, 1999).

A formacdo de fissuras progride até a perda cartilaginosa em toda a sua
espessura e exposicdo de osso subcondral, existindo uma relacdo complexa entre as
alteracdes da cartilagem e as do osso periarticular e subcondral (ODDIS, 1996;
BENNET & MAY, 1997; CREAMER & HOCHBERG, 1997; VAUGHAN-SCOTT &
TAYLOR, 1997; JOHNSTON, 2001; MELO, 2001).

Segundo PIERMATTEI & FLO (1999), sob éreas de erosdo da cartilagem
ocorre modificacdo do 0sso que se torna polido e lembra grosseiramente um marfim ou
marmore. O estagio inicial dessa condicdo resulta da ossificacdo endocondral das
camadas inferiores da cartilagem, que é denominada, histologicamente, por “linhas de
maré” (linhas onduladas com coloracdo de hematoxilina demarcando a interface entre as
cartilagens hialinas calcificadas e ndo-calcificadas).

A progressao histoldgica da OA pode ser definida como perda da superficie da
camada cartilaginosa; aumento difuso no nimero de células; diminuicdo moderada na
coloracdo metacromatica, indicando perda de proteoglicanos; vasos subcondrais
crescendo para dentro atraves das “linhas de maré”; floculacdo; fissuras verticais que
comecam na superficie e estendem-se profundamente; perda de coloracdo
metacromatica; clonagem ou confeccdo de grumos de condrdcitos; areas focais de
erosdo, levando a exposicdo do osso subcondral; formacdo de cistos subcondrais;
trechos de nova cartilagem observados sobre as areas erodidas e osteofitos
(PIERMATTEI & FLO, 1999).



2.3. Laserterapia na osteoartrite

O termo laser vem da abreviagdo de Amplificagdo da Luz por Emisséo
Estimulada de Radiacdo (MINOR & SANFORD, 1993; ACOEM, 2003). Segundo
BASKO (1983), SEITZ & KLEINKORT (1986), LAMAS (1999), ORTIZ (2001) e
ACOEM (2003) o laser emite luz, de mesmo comprimento de onda e freqiiéncia, pois
tem uma sé cor (monocromatica) que difere em cada categoria de laser; sdo coerentes,
pois ndo h& variacdo no comportamento dos fotons e alcangam o alvo segundo um
formato que ndo sofre variagcdo; os fotons viajam em paralelo, ao contrario da luz
doméstica que diverge depois de sair da fonte; produzem intensidade capaz de criar uma
forca de radiacdo por centimetro quadrado (cm2) muito grande, pois os fétons chegam
ao ponto final com igual carga de energia luminosa que tinham no momento inicial.

O laser exerce agdo antiinflamatdria, antidlgica, vasodilatadora, redutora de
edemaciacdes e efeito regenerativo sobre os tecidos moles (BASFORD, 1989; MINOR
& SANFORD, 1993; PUETT & GRIFFIN, 1994; ORTIZ, 2001; ACOEM, 2003). Esta
indicado em lesdes articulares, musculares, tendineas, ligamentares e dérmicas,
proporcionando regeneragdo tecidual devido ao incremento metabdlico e reducdo de
processos catabolicos (BASKO, 1983; MCAULEY & YSLA, 1985; SCHULTZ et al.,
1985; BASFORD, 1989; KOSACHENCO et al., 1995; LAMAS, 1999; ACOEM,
2003).

Pode-se classificar os lasers como “high-lasers” ou lasers de alta poténcia e os
“soft-lasers”, que sdo de baixa poténcia (As-Ga). Os primeiros causam alteracoes
térmicas nos tecidos e sdo empregados na area cirurgica, produzindo a evaporagdo dos
liquidos teciduais e a coagulacdo sanguinea, nos pequenos vasos. Dentre eles, destacam-
se o0s lasers de (CO;) e de Neodimio-Yag (Nd-Yag) (SEITZ & KLEINKORT, 1986;
HILARIO, 1988; BASFORD, 1989; MINOR & SANFORD, 1993; LAMAS, 1999;
ORTIZ, 2001; ACOEM, 2003).

Quanto maior o comprimento de onda, maior a penetracdo do laser nos tecidos,
obtendo-se efeito imediato e mais eficiente em processos inflamatérios agudos ou que
sofreram agudizacdo (BASKO, 1983; HARRIS, 1991; MIKAIL, 1997; LAMAS, 1999).
A penetracdo tissular do laser de As-Ga esta em torno de 50mm, podendo atingir até
cinco centimetros (BASKO, 1983; SEITZ & KLEINKORT, 1986; LAMAS, 1999).

A terapia com “soft-laser” é caracterizada por irradiacdo de baixa intensidade,

com acdo direta da radiacdo e ndo pela elevacdo de temperatura, que fica em torno de



0,1 a0,5°C (SEITZ & KLEINKORT, 1986; BASFORD, 1989; RITSON, 1993; PUETT
& GRIFFIN, 1994; LAMAS, 1999; ORTIZ, 2001). A elevacdo de temperatura, por sua
vez estd relacionada ao aumento do metabolismo celular e a vasodilatacdo local
(CRUANES, 1984; RITSON, 1993; LAMAS, 1999).

Em processos osteoartriticos o “soft-laser” estimula a recuperacao funcional da
articulacdo, possui efeito analgésico e aumenta a amplitude do movimento articular.
Além disso, promove acao antiinflamatoria, aumento da sintese de proteoglicanos e de
colageno e reducdo de edemas (BASKO, 1983; CRUANES, 1984; SCHULTZ et al.,
1985; SEITZ & KLEINKORT, 1986; HARRIS, 1991; MINOR & SANFORD, 1993;
RITSON, 1993; PUETT & GRIFFIN, 1994; LAMAS, 1999; BROSSEAU et al., 2000;
ORTIZ, 2001; ACOEM, 2003).

A acgéo vasodilatadora capilar do “soft-laser” melhora a circulagdo, aumenta a
oxigenacao, o aporte de nutrientes, a retirada de catabdlitos e promove modifica¢fes na
pressdo hidrostatica, favorecendo a reabsorcdo de edemas (BASKO, 1983; CRUANES,
1984; SEITZ & KLEINKORT, 1986; BASFORD, 1989; HARRIS, 1991;
KOSACHENCO et al., 1995; LAMAS, 1999; ACOEM, 2003).

Os efeitos fisioldgicos do “soft-laser” dependem do comprimento de onda, do
tempo de exposicédo, da poténcia e do tipo de tecido onde é aplicado. Uma vez que nem
toda radiacdo é absorvida e que parte dela pode ser refletida, a densidade e composicao
quimica do tecido sdo fatores consideraveis (BASKO, 1983; BASFORD et al., 1987;
KOSACHENCO et al., 1995; LAMAS, 1999; ORTIZ, 2001).

Os lasers inibem a sintese de prostaglandinas, elevam o limiar da dor, estimulam
a producdo de endorfinas enddgenas, inibem a quimiotaxia, restabelecem a homeostase
celular e atuam positivamente sobre a regeneracdo tecidual pela elevacdo do
metabolismo (aceleracdo na sintese de colageno) (BASKO, 1983; CRUANES, 1984;
SEITZ & KLEINKORT, 1986; BASFORD, 1989; HARRIS, 1991; MIKAIL, 1997
LAMAS, 1999; ORTIZ, 2001; ACOEM, 2003) e determinam diminuicdo local de
microorganismos (SEITZ & KLEINKORT, 1986; LAMAS, 1999).

A acdo analgésica ocorre também por normalizacdo e favorecimento da
producdo de peptideos enddgenos e por modificacdo nas interferéncias elétricas
celulares, interrompendo a propagacdo da dor, por efeito inibidor repolarizante
(RITSON, 1993; PUETT & GRIFFIN, 1994; KOSACHENCO et al., 1995).

A laserterapia devera ser realizada apds preparacdo e demarcacdo da area a ser

tratada, através de uma caneta, de forma pontual ou em varredura, podendo ser
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realizadas de 12 a 25 sessoes, diariamente ou com intervalos de dois a quatro dias. A
area a ser tratada deve ser dividida em cm? e o raio deve incidir por 15 a 30 segundos,
direta e perpendicularmente ao centro da &rea assim concebida (LAMAS, 1999).

A dosimetria varia de acordo com a finalidade terapéutica, sendo recomendado 1
a 3j/cm2 (joules/centimetro quadrado): acdo antiinflamatoria e vasodilatadora; 2 a
4j/lcmz acdo antialgica; 3 a 4j/cmz drenagem de edemaciacOes; 4j/cm2: cicatrizacao
cutanea; 3 a 6j/cm2: acdo regenerativa. Nao é aconselhavel ultrapassar a dose de 7j/cmz,
pois podera ocorrer um efeito inibidor do metabolismo (LAMAS, 1999).

Entre as contra-indicagfes do laser estdo as aplicacbes em pacientes com
neoplasias, fémeas gestantes e sobre placas epifisarias abertas. Dentre as precaucoes,
est4 a exposicao direta nos olhos do aplicador, que devem estar protegidos (CRUANES,
1984; SEITZ & KLEINKORT, 1986; LAMAS, 1999).

2.4. Osteoartrite Experimental

A OA tem sido induzida nos animais domesticos por meio da imobilizacéo
temporaria da articulacdo, da promocdo da instabilidade da articulacdo por métodos
cirargicos (meniscotomia parcial e pela ruptura de ligamentos colateral e/ou central) ou
pela aplicacdo intrarticular de substancias (carragenina, papaina, colagenase, dentre
outras) que irdo interferir no metabolismo da cartilagem (TROYER, 1982; KRAAN et
al., 1992).

Durante a imobilizagdo os nutrientes ndo chegam aos condrocitos assim como 0s
produtos de degradacdo ndo sdo retirados, resultando em morte celular, reducdo dos
proteoglicanos e consequentes fibrilacdes e fissuras cartilaginosas (TROYER, 1982). Ja
a instabilidade articular determina lenta e progressiva patologia que se assemelha a
osteoartrite de ocorréncia natural (TROYER, 1982).

A aplicacdo intrarticular da carragenina € um método simples, de facil execucéo
e inducdo rapida, reproduzivel, de baixo custo, determina somente efeitos locais, ndo é
toxica ao animal e apresenta um quadro clinico, macroscopico e histoldgico semelhante
ao da OA de ocorréncia natural (GARDNER, 1960; LOWTHER & GILLARD, 1976;
TROYER, 1982; SANTER et al., 1983; KRAAN et al., 1992, PODWORNY et al.,
1999).

A carragenina é um mucopolissacarideo (poligalactose) sulfatado de cadeia

longa, com alto peso molecular, obtida de um musgo irlandés (Chondrus crispus) ou de
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uma concha marinha encontrada na costa holandesa (GARDNER, 1960; MARROQUIN
& AJMAL, 1970; SANTER et al., 1983). E de fécil dissolucdo em salina isotdnica,
apresenta-se na forma de gel em temperatura ambiente, mas se torna menos viscosa com
aquecimento, e sua esterilizacdo pode ser obtida pelo aquecimento até a ebuli¢do, sem
alterar sua capacidade de promover o processo inflamatério (GARDNER, 1960).

Como a osteoartrite € uma lesdo de carater progressivo, para se obter um padrdo
semelhante ao da patologia articular, com uma resposta osteoartritica prolongada, é
necessario o uso de aplicac@es intrarticulares de carragenina em intervalos de trés a sete
dias, sendo quatro dias o intervalo ideal. Para esse propdsito a solugdo a 1% é a mais
conveniente (GARDNER, 1960; LOWTHER & GILLARD, 1976; BYERS et al., 1985;
PODWORNY et al.,, 1999). As aplicacBes repetidas possivelmente mantém uma
resposta inflamatoria uniforme, ndo causando agravamento com relagdo as respostas
locais inflamatérias (GARDNER, 1960; GILLARD & LOWTHER, 1976; SANTER et
al., 1983).

As principais lesbes desenvolvidas pela carragenina compreendem a promocao
de sinovite em graus leve a moderado, aumento na proliferacdo de sinovidcitos e da
membrana sinovial, substituicdo progressiva dos locais de perda cartilaginosa por tecido
conjuntivo fibroso, presenca de linfocitos e disposicdo perivascular de infiltrados
inflamat6rios (GARDNER, 1960; MARROQUIN & AJMAL, 1970; LOWTHER et al.,
1976; SANTER et al., 1983; BYERS et al., 1985; PODWORNY et al., 1999).

A sinovite difusa é caracterizada pela hiperplasia das células da membrana basal
sinovial, fibrose subsinovial, espessamento da sinoOvia, inflamacdo, presenca de
histiocitos, neutrofilos, células gigantes e linfocitos (MARROQUIN & AJMAL, 1970;
SANTER et al., 1983; PODWORNY et al., 1999).

A aplicacdo intrarticular de carragenina resulta em influxo de leucdcitos
polimorfonucleares ao liquido sinovial, aumento da atividade de enzimas proteoliticas
como as proteinases originadrias destas células, que podem ser responsaveis pela
deplecdo do metabolismo dos condrdcitos, inclusive quanto ao transporte de
aminoacidos, estando diretamente relacionada a concentragdo das enzimas com a
deplecdo de proteoglicanos. Os macrofagos e mondcitos, por fagocitose, absorvem e
armazenam a carragenina em seus lisossomos secundarios que, subseglientemente,
aumentam de volume por osmolaridade e se rompem (LOWTHER et al., 1976;
LOWTHER & GILLARD, 1976; SANTER et al.,, 1983; BYERS et al.,, 1985;
PODWORNY et al., 1999).
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A perda parcial da capacidade de sintese dos condrécitos € devida, em grande
parte, aos produtos da reacdo inflamatdria e em menor quantidade a acdo direta da
carragenina, podendo ser observada necrose dos mesmos (GILLARD & LOWTHER,
1976; LOWTHER & GILLARD, 1976; BYERS et al., 1985; PODWORNY et al.,
1999).

Em funcédo da reacdo inflamatdria gerada é observada uma perda de até 75% na
taxa de sintese de proteoglicanos pelos condrocitos com consequente perda da matriz
cartilaginosa, destruicdo de fibras colagenas, erosao superficial e periarticular, quebras
na barreira osteocondral e edema na articulacdo (GILLARD & LOWTHER, 1976;
LOWTHER et al., 1976; LOWTHER & GILLARD, 1976; SANTER et al., 1983;
BYERS et al., 1985; PODWORNY et al., 1999).

3.0- MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 coelhas clinicamente sadias, da raga Nova Zelandia Branca,
com peso entre 3 a 4 Kg e idade entre seis e sete meses, que foram mantidas em gaiolas
individuais e alimentadas com racéo comercial balanceada®, feno e agua.

Em todos os animais, apds sedacdo com acepromazina’ (0,2mg/kg, 1V), foi
aplicada na articulacéo femorotibiopatelar direita 0,3mL da carragenina® a 1% (solucéo
obtida pela dissolugdo de um grama de carragenina em 100mL de solugdo salina),
através de uma agulha de 25 gauges, inserida lateralmente a regido inferior da patela em
direcdo ao tenddo suprapatelar evitando-se assim, lesdo mecanica a cartilagem do platd
tibial e do fémur. Apos cada aplicacdo a articulacdo foi ritmicamente fletida e estendida,
durante um minuto, objetivando a distribuicdo da carragenina de maneira uniforme.

A injecdo intrarticular foi realizada a cada quatro dias, até o total de seis,
segundo metodologia proposta por PODWORNY et al. (1999) que estabeleceram que
este intervalo determina resposta osteoartritica prolongada e um padrdo uniforme de
reacdo inflamatdria, ndo causando agravamento com relacéo as respostas locais.

As coelhas foram distribuidas, aleatoriamente, em trés grupos experimentais (Gl,

Gll e GllI), cada um deles contendo 10 animais, que foram submetidos a aplicacédo de

! Racdo Linha Natural para Coelhos, Purina®.
2 Acepran 1%, Univet S.A., S&o Paulo.
3 Carragenina 1 %, Tipo 1V, Lambda, Sigma Chemical CO.
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laser As-Ga, na dose de 3J/cmz, durante 30 segundos por ponto irradiado, na articulacao
femorotibiopatelar direita, diariamente, por 10 dias (10 sess6es) em cinco animais (Gl-
T); por 20 dias (20 sessdes) em cinco animais (GII-T) e por 30 dias (30 sessdes) em
cinco animais (GIII-T)). Os outros cinco animais de cada grupo (15 no total) nédo
receberam irradiagéo laser e serviram como controle (GI-C, Gl1I-C e GlII-C).

As aplicacBes de laser As-Ga foram realizadas com um aparelho® de 45 W
(watts) de poténcia méxima e comprimento de onda de 904 nm e oOculos apropriados
protegeram os olhos do operador contra os raios emitidos. Os animais foram colocados
em decubito lateral esquerdo e a extremidade da ampola, em contato com a pele, foi
posicionada de modo a incidir perpendicularmente a articulagdo. Os limites da area
irradiada foram previamente identificados com a ajuda de um marcador a base de tinta,
em quatro pontos, padronizando-se as aplicacdes.

A aplicacédo do laser teve inicio 4 h ap6s a primeira injecdo intrarticular, quando
ja estava presente manifestacdo de sintomatologia osteoartritica, sendo repetida
diariamente, até o sacrificio dos animais, de acordo com o0 numero de sessfes de cada
grupo.

Foi avaliado o comportamento dos animais, a articulagdo femorotibiopatelar
direita foi inspecionada, palpada (presenca de sinais inflamatérios e crepitacdo) e a
amplitude de movimento foi analisada.

Apbs o sacrificio dos animais dos trés grupos, com sobredosagem anestésica, as
articulacdes  femorotibiopatelares envolvidas foram dissecadas e avaliadas
macroscopicamente. Foram anotadas, em fichas individuais, a presenca de
edemaciacdes, hemorragias, alteracbes do liquido sinovial (viscosidade, coloracdo e
transparéncia), assim como presenca de fibrilagbes, fissuras, erosbes, perda da
cartilagem com exposicao do 0sso subcondral e presenca de osteofitos marginais.

Para permitir exames histologicos, foi realizado um corte sagital no sulco
intercondilar femoral e coletado os condilos. O plat6 tibial foi coletado ap6s seccao
transversal proximal da tibia. As amostras foram fixadas em liquido de Bouin por 24h,
descalcificadas em &cido férmico a 10%, tamponado com citrato de sédio para pH 4,5,
sob vacuo moderado, desidratadas em concentragdes crescentes de alcool etilico,
incluidas em parafina, seccionadas a 5um de espessura e coradas por Hematoxilina &

Eosina (HE) e Safranina O & Fast Green (SF) (devido a sua alta afinidade por

* Laser® Infra-Red 904 — KLD, Biossistemas Equipamentos Eletrénicos Ltda., S&o Paulo.
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proteoglicanos). Também foi feita a analise histologica da membrana sinovial, na regido
de transicdo com a cartilagem articular.

Os cortes histoldgicos foram avaliados a microscopia de luz e as principais
lesGes foram avaliadas qualitativamente, por meio de pontuacdes para se determinar a
degradacéo da cartilagem articular. Para esta pontuacdo utilizou-se uma adaptacdo do
modelo (Tabela 1) proposto por PODWORNY et al. (1999). A graduacdo foi obtida
pelo somatdrio dos resultados, sendo que o total maximo de 14 pontos indicou as
alteragBes mais severas.

Também foram relatadas as alteracbes do grau de sinovite, cuja avaliagdo
qualitativa seguiu modificacbes no modelo (Tabela 2) proposto por PODWORNY et al.
(1999). A graduacéo foi obtida pelo somatorio dos resultados, sendo que o total maximo

de 11 pontos indicou as alteragcdes mais severas.

Tabela 1 - Pontuacdo qualitativa das principais lesbes observadas a microscopia de luz
para determinar a degradacdo da cartilagem articular (Adaptado de
PODWORNY et al., 1999).

I Estrutura Il Células

0 Normal 0 Normais

1 Alteraces superficiais discretas 1 Hipercelularidade difusa

2 Irregularidades superficiais e presenca de 2 Presenca de grumos
tecido de granulagéo 3 Hipocelularidade

3 Fissuras até a zona de transicao

4  Fissuras até o 0sso subcondral superficial

5 Fissuras até o osso subcondral profundo

6 Completa desorganizacéo

[ Coloracéo por Safranina O v Integridade da barreira

osteocondral

0 Normal 0 Intacta

1 Intensidade ligeiramente reduzida 1 Quebra

2 Perda de coloracdo em pequenas areas
focais

3 Perda de coloracao difusa
4  Auséncia de coloragdo

Tabela 2 - Pontuacdo qualitativa das principais lesdes observadas & microscopia de luz
para determinar o grau de sinovite (Adaptado de PODWORNY et al., 1999).

I Hiperplasia das células sinoviais Il Fibrose
0 Ausente 0 Ausente

1 < 50% das células sinoviais apresentam alteracoes 1 Pequena e focal

2 >50% das células sinoviais apresentam alteracées 2 Difusa

1 Inflamagéo v Necrose
0 Ausente 0 Ausente

1 Histiocitos presentes 1 Focal

2 Focal 2 Multifocal

3 Intermediaria 3 Difusa

4 Intensa
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4.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais do grupo controle, nos trés periodos de observagdes, apresentaram
diminuicdo consideravel da ingestdo de alimentos, com reducdo de peso, quando
comparados aos grupos tratados. Segundo SLUKA & WESTLUND (1993), SLUKA et
al. (1998) e SLUKA et al. (1999), que trabalharam com modelos experimentais de
osteoartrite, a dor em grau avancado, como foi observada, deve ser responsabilizada por
este achado.

Os animais dos grupos tratados manifestaram menor desconforto e
sintomatologia dolorosa articular, que deve ser imputada ao laser, assim como foi
observado por PUETT & GRIFFIN (1994), KOSACHENCO et al. (1995), TAM
(1999), BROSSEAU et al. (2000) e ACOEM (2003). O efeito analgésico do laser se
deve a inibicdo da sintese de prostaglandinas, estimulagcdo da produgdo de endorfinas
enddgenas, normalizacdo e favorecimento da producdo de peptideos endogenos e por
modificacdo na conducdo elétrica celular interrompendo a propagacao da dor (RITSON,
1993; PUETT & GRIFFIN, 1994; KOSACHENCO et al., 1995; MIKAIL, 1997,
LAMAS, 1999; ACOEM, 2003).

As articulagdes dos animais tratados apresentaram reducéo do edema, observada
a inspecdo e palpacdo, quando comparadas com as dos animais dos respectivos grupos
controle, que apresentaram edemaciacdo e aumento de temperatura local, de forma
progressiva. Esta capacidade do laser, de favorecer a absor¢do de edemas deve-se,
principalmente, a sua acdo vasodilatadora capilar (RITSON, 1993; KOSACHENCO et
al., 1995; LAMAS, 1999; BROSSEAU et al., 2000; ACOEM, 2003).

Durante a laserterapia, as coelhas permitiram a manipulagédo dos membros, sem
necessidade de administracdo de drogas sedativas ou contencdo, nédo interferindo no
procedimento e ndo apresentando sinais de desconforto durante as aplicacOes, que
perduraram cerca de 2 minutos. Segundo LAMAS (1999) a auséncia de sensacdo
dolorosa a aplicacdo é uma das principais vantagens da utilizacdo do laser e, nesta
pesquisa, ndo somente este efeito facilitador foi evidenciado, mas, também o antiélgico
e o antiinflamatorio.

Ao contrario, as articulagdes dos animais dos grupos controle apresentavam-se
sensiveis, com as coelhas resistindo a manipula¢do, com comportamento agressivo e

vocalizacdo, de forma progressiva em relagcdo ao tempo, como observado nos resultados
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obtidos por SLUKA & WESTLUND (1993), SLUKA et al. (1998), SLUKA et al.
(1999).

A amplitude de movimentos foi reduzida em todas as articulagbes dos animais
dos grupos controle e crepitacdo com atrofia muscular estava evidente no GllII-C.
Resultados semelhantes foram demonstrados por SLUKA et al. (1999) e caracterizaram
a forma progressiva da doenca articular degenerativa. Ja, nas coelhas tratadas, a reducédo
da amplitude de movimento foi discreta e pouco perceptivel, comparativamente a dos
animais controle, que pode ser justificada pelos efeitos analgésico e antiinflamatorio
induzidos pelo laser e a0 menor agravamento do processo degenerativo.

A avaliacdo macroscopica da articulacdo femorotibiopatelar evidenciou
processos degenerativos, principalmente na cartilagem articular, decorrentes da
administracdo intrarticular de carragenina a 1%, assim como a perpetuacdo e
agravamento das lesdes pelo processo patoldgico iniciado pelo mucopolissacarideo, em
ambos os grupos. Apesar da aplicacdo repetida da carragenina ndo incrementar os danos
articulares (GARDNER, 1960 e GILLARD & LOWTHER, 1976) pode-se justificar a
progressividade da sintomatologia, nos grupos tratados e controles, por aspectos
inerentes aos mecanismos fisiopatolégicos da osteoartrite.

A pequena quantidade de liquido sinovial, em todas as articulagdes avaliadas,
ndo permitiu analise laboratorial. Ja os resultados da analise macroscopica estdo

representados na Tabela 3.

Tabela 3 - Freqiiéncia de achados macroscopicos no fluido sinovial, apds osteoartrite
experimental, em animais dos grupos controle e tratado com laser a diodo de
As-Ga, por 10, 20 e 30 dias, na dose diaria de 3J/cm?2.

Achados Macroscépicos 10 dias (GI) 20 dias (Gll) 30 dias (GllI)
Controle | Tratado | Controle | Tratado | Controle | Tratado
Coloracdo Amarelada 3/5 0/5 3/5 1/5 4/5 0/5
Transparéncia 4/5 5/5 3/5 4/5 1/5 5/5
Viscosidade Baixa 5/5 0/5 5/5 2/5 3/5 1/5
Viscosidade Normal 0/5 5/5 0/5 3/5 0/5 4/5
Viscosidade Alta 0/5 0/5 0/5 0/5 2/5 0/5

Um animal do grupo controle apresentou discreta alteragdo na transparéncia do
liquido sinovial, aos 10 dias, enquanto que aos 20 dias, dois animais desse grupo
apresentaram reducdo na transparéncia com discreta turbidez. Estes achados
caracterizam a progressividade das lesdes tanto no que diz respeito ao aspecto do

liquido quanto & quantidade de animais afetados.
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Aos 30 dias, quatro animais do grupo controle apresentaram aumento da
quantidade de liquido que se encontrava amarelo-esbranquicado, tarbido e com
aparéncia similar ao pus. De acordo com BIASI (2001), a turbidez do fluido sinovial
sugere aumento na contagem de células, ao passo que a mudanga de cor indica
hemorragia se esta se encontra avermelhada ou reacdo inflamatoria se amarelo-
esbranquicada. Estes achados podem ser explicados pelo maior afluxo de células
mononucleares, confirmando processo inflamatorio intrarticular e concomitante quadro
de sinovite.

A turbidez aumentada também foi relatada nos experimentos de BENNET &
MAY (1997), PODWORNY et al. (1999), SOUZA JUNIOR (1999) e MELO (2001) e
provavelmente, esta relacionada a presenca de mediadores inflamatorios que aumentam
a permeabilidade vascular e 0 metabolismo de sinovidcitos e conseqiientemente, 0
numero de células e de proteinas aumentados, resulta em turbidez.

A progressiva reducdo da viscosidade do liquido sinovial, encontrada no grupo
controle, deve-se provavelmente, a diminuicdo da concentracdo de acido hialurénico, ao
aumento do volume de liquido e a maior quantidade de células fagocitarias
mononucleares, confirmando o processo inflamatorio intrarticular. Segundo ODDIS
(1996), na inflamacdo, a quantidade e qualidade do liquido sinovial sdo rapidamente
afetadas, podendo desenvolver efusdo sinovial como resultado de um desequilibrio entre
a producdo e a remocao do liquido.

Nos animais dos grupos tratados o liquido sinovial apresentou caracteristicas
proximas ao normal. A excec¢do aconteceu em dois coelhos do GII-T e em um do GllI-
T, cuja reducdo da viscosidade pode ter sido decorrente da diminuicdo da concentracdo
de &cido hialurdnico caracteristica de um quadro de osteoartrite leve (LIPOWITZ, 1993;
ODDIS, 1996). Deve ser considerado também, que o laser atua aumentando a taxa de
fagocitose que, associada ao seu efeito antiinflamatdrio, participa da manutencdo das
caracteristicas do liquido sinovial, como relataram LAMAS (1999) e TAM (1999).

Né&o foram observadas alteragdes macroscopicas nas patelas de todos os animais
do experimento, o que, segundo PODWORNY et al. (1999), deve-se a auséncia de
sobrecarga mecanica, pois a carragenina, em aplicacdes repetidas, possivelmente,
mantém uma resposta inflamatdria uniforme, ndo determinando lesdes macroscopicas
evidentes que, segundo PODWORNY et al. (1999), quando presentes, representam
agravamento do processo de osteoartrite.
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Na avaliacdo macroscopica do fémur foram observadas lesdes na cartilagem
articular, principalmente na regido intercondilar e no condilo medial, sugestivas de

processo degenerativo de carater progressivo (Tabela 4).

Tabela 4 - Freqiéncia de achados macroscopicos no fémur de animais portadores de
osteoartrite experimental associada ou néo ao tratamento com laser a diodo de
As-Ga, aos 10, 20 e 30 dias, na dose diaria de 3J/cmz.

Achados Macroscoépicos 10 dias (Gl) 20 dias (GlI) 30 dias (GlII)
Controle | Tratado | Controle | Tratado | Controle | Tratado

Hiperemia 5/5 1/5 3/5 2/5 4/5 2/5
Fibrilagéo 0/5 0/5 1/5 1/5 0/5 0/5
Fissura 1/5 1/5 2/5 0/5 3/5 0/5
Eroséo 4/5 2/5 4/5 0/5 3/5 2/5
Exposicdo osso subcondral 1/5 0/5 2/5 0/5 2/5 1/5
Presenca de ostedfitos 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5 0/5

Aos 10 dias, alteracdes macroscopicas, classificadas como precoces nas
osteoartrites (SANTER et al., 1983; PODWORNY et al., 1999), foram observadas nos
animais do grupo controle e se caracterizaram por hiperemia, erosdes superficiais e em
apenas um animal fissura da cartilagem e exposicdo do osso subcondral. Aos 20 e 30
dias, foi evidenciada a progressividade das lesdes, com perda da integridade superficial
(fibrilagdes) e profunda da matriz cartilaginosa (fissuras) (Tabela 4).

Em alguns animais do grupo controle as fissuras progrediram até a perda de
cartilagem, em toda a sua espessura, com exposi¢do do 0sso subcondral, como relataram
em seus experimentos, GILLARD & LOWTHER (1976) e PODWORNY et al. (1999).

Aos 30 dias, a presencga de ostedfitos periarticulares em um animal do GCIII,
associados a instabilidade articular, caracterizaram o carater progressivo das lesdes,
podendo ser um sinal de remodelacdo dssea que, segundo PIERMATTEI & FLO (1999)
ainda que possam contribuir para a estabilidade eles resultam em dor articular pela sua
intromissdo na sindvia e na interface com tecidos moles periarticulares.

Os animais tratados com laser apresentaram lesdes discretas quando comparados
aos respectivos controles. Apesar do carater progressivo da osteoartrite induzida, as
lesbes macroscopicas observadas no GTIII caracterizam um quadro menos grave
qguando comparadas ao GCI. Entretanto, na analise dos diferentes grupos tratados
(Tabela 4), também fica evidente a progressividade das lesdes, com a macroscopia
demonstrando maior gravidade aos 30 dias (GTIII) em relacdo ao GCI. Provavelmente,
as modificacOes tenderam a permanéncia por causa da limitada capacidade de reparacéo

da superficie articular ou incapacidade de reversao da capsula articular fibrotica.
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E sabido que mediadores como as citocinas, quando presentes em grande
guantidade na cartilagem articular, promovem a liberacdo de enzimas proteoliticas
(PUETT & GRIFFIN, 1994) e o laser é capaz de diminuir a presenca deles. Além disso,
o laser estimula a sintese de proteoglicanos e de colageno, por mecanismos ainda nao
descritos, repondo parcialmente os que foram degradados enzimaticamente (RITSON,
1993; ACOEM, 2003). Portanto, é possivel inferir que o tratamento diminuiu a
quantidade de tais mediadores e enzimas reduzindo as lesbes locais. JA no grupo
controle, esses mediadores influenciaram negativamente o conteido de proteoglicanos,
acido hialurdnico e colageno, resultando nos achados macroscépicos observados.

Na tibia, os achados macroscopicos na cartilagem articular caracterizaram lesfes
discretas, caracteristicas da OA (Tabela 5) e localizaram-se, em todos os animais, na

regido do platd tibial lateral.

Tabela 5 - Freqliéncia de achados macroscépicos na tibia de animais portadores de
osteoartrite experimental associada ou néo ao tratamento com laser a diodo de
As-Ga, por 10, 20 e 30 dias, na dose diaria de 3J/cm?2.

Achados Macroscopicos 10 dias (Gl) 20 dias (Gll) 30 dias (GlII)
Controle | Tratado | Controle | Tratado | Controle | Tratado
Hiperemia 4/5 4/5 5/5 4/5 5/5 2/5
Eroséo 2/5 0/5 0/5 1/5 2/5 0/5
Exposicdo do osso subcondral 1/5 0/5 0/5 0/5 1/5 0/5

Segundo PODWORNY et al. (1999) e ORTIZ (2001) a observancia de tais
lesBes nesta regido deve-se a uma maior rigidez e menor complacéncia da cartilagem no
plato tibial lateral, indicando que nesta regido ha uma maior descarga de peso devido a
atividade apresentada pelos coelhos, consegiientemente ocorre um maior nimero de
lesGes por estresse mecanico.

Assim como no fémur, as lesdes macroscépicas na tibia caracterizaram OA mais
grave e progressiva entre 0s animais dos grupos controle em relacdo aos tratados. Tanto
as alteracGes quanto o carater progressivo da patologia foram semelhantes a osteoartrite
de ocorréncia natural.

As alteracdes histoldgicas encontradas, caracteristicas de um processo
osteoartritico, refletiram a reacdo inicial da cartilagem a carragenina, assim como a

evolucdo do processo e estdo representadas, qualitativamente, nas Tabelas 6 e 7.
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Tabela 6 - Pontuacdo qualitativa das principais lesdes observadas a microscopia de luz
referentes a degradacdo da cartilagem articular. Valores médios por grupo de

animais, segundo PODWORNY et al. (1999).

Achados Microscépicos

10 dias (Gl)

20 dias (Gll)

30 dias (GlII)

Controle | Tratado

Controle | Tratado

Cont

role | Tratado

Estrutura 2 1 4 2 4 2
Células 3 0 1 1 3 2
Coloracgéo por Safranina O 2 1 3 1 3 2
Integridade da barreira 0 0 0 0 0 0
osteocondral

Escore 7 2 8 4 10 6

Tabela 7 - Pontuacdo qualitativa das principais lesbes observadas a microscopia de luz
referentes ao grau de sinovite. Valores médios por grupo de animais, segundo

PODWORNY et al. (1999).

Achados Microscopicos 10 dias (G]) 20 dias (GlI) 30 dias (GlII)
Controle | Tratado | Controle | Tratado | Controle | Tratado

Hiperplasia das células 1 1 2 1 2 2
sinoviais
Fibrose 1 0 1 1 2 1
Inflamacéo 2 1 3 2 4 2
Necrose 1 0 1 1 1 1
Escore 5 2 7 5 9 6

Aos 10 dias, as alteragdes mais marcantes no GCI, foram observadas na

cartilagem articular com a camada superficial irregular, apresentando sinais de

inflamacdo pouco intensa e perda discreta da organizacdo celular (Figura 2A). J4, a

cartilagem articular dos animais tratados por 10 dias apresentava, na maioria das vezes,

camada superficial celularizada e os condrécitos de forma colunar, similar a cartilagem

normal (Figura 2B). Foi também observada a presenca de infiltrado inflamatdrio

discreto em pequenas areas focais.
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Figura 2 - Seccgoe
organizacdo celular em fémur de animal do GCI (HE, 100X). B) Camada
superficial celularizada e organizacao celular similar a fisiologica em fémur de
animal do GTI (HE, 333,3X).

Aos 20 dias, nos animais do grupo controle, ocorreu evolucdo do processo
inflamatorio, que se tornou mais intenso, com exposicdo das fibrilas de colageno
(fibrilagdo), fissuras, aumento da hidratacdo da cartilagem (edemaciacdo) e
hipercelularidade. De acordo com PIERMATTEI & FLO (1999) e PODWORNY et al.
(1999), no processo inflamatorio induzido pela carragenina ocorre ruptura dos arranjos
de proteoglicanos com aumento das metaloproteinases e da hidratagdo da cartilagem,
determinando estes resultados. J& o aumento no nimero de células (hipercelularidade) é
determinado pela divisdo dos condrdcitos, nas zonas média e profunda, em resposta ao
estresse anormal, como um mecanismo de defesa natural da cartilagem (PIERMATTEI
& FLO, 1999 e MELO, 2001).

Os achados histoldgicos, assim como 0s macroscopicos, demonstraram natureza
progressiva da OA, sendo que aos 20 dias (GTII) constatou-se pequenas fibrilagdes,
desorganizacdo celular focal e presenca de infiltrado focal um pouco mais intenso
proximo ao que se observou no GCI, assim como pequenas e discretas areas de necrose
focais.

Aos 30 dias (GCIII) foi observado processo inflamatdrio intenso, caracterizado
por polimorfonucleares, assim como fissuras até o 0sso subcondral, desorganizacao
celular (Figura 3A), descontinuidade cartilaginosa e hipocelularidade (Figura 3B). A
cartilagem articular apresentou acentuada hipocelularidade ou mesmo auséncia celular
na camada superficial (necrose) (Figura 3B). Isso também foi observado por
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PIERMATTEI & FLO (1999), PODWORNY et al. (1999) e MELO (2001) que
consideram a reducdo do numero de condrocitos como uma das lesdes mais marcantes

da fase mais avangada da osteoartrite.

aciadh, o R

em articular do fémur de animais do GCIII. A) Fissura
atingindo o osso subcondral (seta fina) e desorganizacdo celular (seta
grossa) (HE, 83,3X). B) Hipocelularidade com necrose celular na camada
superficial (HE, 320X) e descontinuidade cartilaginosa.

Nesta eépoca, no GTIII, foi observada discreta evolucdo dos achados, sendo
evidente o aumento do infiltrado inflamatdrio, com presenca, em alguns animais, de
agregados de linfocitos. Apesar disso, 0s condrdcitos mantiveram a capacidade de
proliferacdo e, o aparecimento de clones celulares (Figura 4) demonstrou tentativa de
reparacdo da superficie articular lesada, assim como o aumento da densidade celular nas
camadas média e profunda. Estes achados refletem uma hiperatividade dos condrécitos
e divisdo celular, mimetizando o retorno ao crescimento da cartilagem, objetivando seu
restabelecimento. Segundo PUETT & GRIFFIN (1994), KOSACHENCO et al. (1995),
BROSSEAU et al. (2000) e ORTIZ (2001) o laser promove regeneracao tecidual devido
ao incremento metabdlico e reducdo de processos catabdlicos, determinando a
hiperatividade dos condrécitos, aumento da sintese de proteoglicanos e de colageno

objetivando normalidade cartilaginosa.
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Figura 4 - Seccdes da cartilagem articular do fémur de
animal do GTIII. Presenca de clones celulares
(setas). (Safranina O; 285,7X).

Em GCI, Il e 11l foi observada proliferacdo de tecido conjuntivo aderido e sobre
a superficie articular, que tem sido referido como panus ou tecido especial de
granulacdo (MELO, 2001; ORTIZ, 2001), sendo um fenémeno freqliente nas
osteoartrites. Provavelmente, a formacdo de pénus se deveu a possibilidade dos
condracitos superficiais transformarem-se em fibroblastos, como resposta a alteragdes
do ambiente celular, localizando-se principalmente nas areas de insercdo da membrana
sinovial.

Na cartilagem articular dos animais dos grupos controle, foi observada perda
gradativa de coloracdo por Safranina O & Fast Green (Figura 5A), que foi total no
GCIIl, caracterizando perda significativa e gradativa no conteudo de
glicosaminoglicanos, bem como o carater progressivo da OA. Nos grupos tratados a
perda foi discreta, sendo que o GTIII (Figura 5B) assemelhou-se aos animais do GCI.
Sugerindo que os condrécitos foram ativos e sintetizaram os glicosaminoglicanos da
matriz numa propor¢do maior, por incremento metabolico, sendo estes achados
semelhantes aos de BROSSEAU et al. (2000) e ORTIZ (2001).
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Figura 5 - Seccdes de cartilagem articular demonstrando diferengas na intensidade de
coloracdo da matriz extracelular. A) Fémur de animal do GCIII. (Safranina
O; 83,3X). B) Fémur de animal do GTIII (Safranina O; 80X).

A analise histologica da membrana sinovial demonstrou areas de proliferacao,
com as vilosidades formando projecdes papilares, sendo comum a presenca de células
inflamatorias, distribuidas difusamente ou em focos. Em algumas areas, as células
inflamatdrias formaram aglomerados de linfécitos mimetizando nodulos linfoides,
semelhantemente ao observado por MELO (2001) e foram encontrados, principalmente,

nos animais do GCIII.

5.0 - CONCLUSOES

O laser a diodo de Arseneto de Galio (As-Ga) aplicado no joelho de coelhos
portadores de osteoartrite experimental na dose (3J/cm?) e frequéncia utilizada reduz e
retarda os efeitos inflamatorios e degenerativos locais.

Clinicamente, diminuiu os sinais inflamatérios e a dor, permitindo um melhor
desempenho e maior amplitude de movimento.

A evolucdo, carater progressivo da osteoartrite, é retardada pela laserterapia.
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