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Resumo

Este trabalho apresenta os efeitos da radiagfio laser no processo de cura da inflamagdo
induzida por inje¢fio intra-articular de adjuvante de Freund incompleto na cartilagem articular do
joelho de cobaias. A radiagio dos animais foi feita a partir do quinto dia da indugdo, com doses de
0,5, 7,0 e 50 J/cm? (laser de HeNe) e de 1,0, 5,0 € 25,0 Jem? (laser de GaAs). As cartilagens
foram analisadas 7, 14 ¢ 21 dias apos a indugfio, através da Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV), Microscopia de For¢a Atomica (MFA), teor de hidroxiprolina ¢ Testes Mecanicos
(rigidez). A MEV mostrou evidéncias de methor organizagio na reparagio da cartilagem articular
dos animais tratados com o lasers de HeNe e GaAs em relagio aos animais inflamados sem
tratamento. As doses mais eficientes foram: 7,0 J/em? (HeNe) e: 1,0 Jem? (GaAs). O tratamento
de HeNe, na MFA pdde identificar uma melhor organizagio das moléculas de coldgeno, formagao
de feixes mais espessos, melhor direcionalidade e maior agrupamento das fibrilas que indicam uma
atuagiio positiva do laser sobre o colageno. Em relagéo ao teor de hidroxiprolina, o laser de HeNe
pareceu ter efeito excitatério nas doses maiores e inibitério nas doses menores. Os maiores
aumentos no teor de hidroxiprolina foram encontrados com a dose de 50,0 JJem? (HeNe).
Entretanto o laser de GaAs produziu efeito inibidor no processo de sintese de coldgeno em quase
todas etapas. O teste de indentagdo mecénica demonstrou uma tendéncia a aumento da rigidez
pelos lasers quando comparados aos animais inflamados sem tratamento. A dose mais adequada
foi de 7.0 J/cm? com o laser de HeNe.

Palavras chaves: artrite, laser, inflamagdo, cartilagem
Abstract

This work presents the effects of laser irradiation on the curing process of mflammation induced in
the articular cartilage of Guinea Pigs's knee. The inflammation was induced by intra-articular
injection of incomplete Freund's Adjuvant. Irradiation of the animals was undertaken from the fifth
day of induction, with doses of 0.5, 7.0 and 50 J/em? (HeNe) and of 1.0, 5.0 and 25.0 Jem?
(GaAs). The cartilages were analysed at 7, 14 and 21 days after induction, Scanning Electron
Microscopy (SEM), Atomic Force Microscopy (AFM), concentration of Hidroxyprolyne and
Mechanical Tests (rigidity). SEM showed evidence of better organization in the repair of the
articular cartilage of the animals treated with the HeNe and GaAs lasers in relation to the untreated
animals. The most efficient doses were: 7.0 J/cm? (HeNe) and 1.0 J/em? (GaAs). Following the
laser treatment of HeNe, AFM better organization of the molecules of collagen, formation of
thicker bunches, better direction and larger grouping of the fibrils, which indicate the positive effect
of the laser on the collagen. In relation to the hidroxyprolyne concentration, the HeNe laser
seemed to have a stimulating effect great doses and an inhibitory effect in smaller doses. The
largest increases in the hydroxiprolyne concentration were found with the dose of 50.0 J/em?
(HeNe). However, the laser of GaAs produced an inhibitory effect the process of synthesis of
collagen in almost all of stages. The mechanical indentation test, showed a tendency of increasing
rigidity of the treated tissue, compared with the animals inflamed without treatment. The most
effective dose was of 7.0 J/em? (HeNe).

Keywords: arthritis, laser, inflammation, cartilage
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Capitulo I

Introducio a Tese

1.1. Preliminares sobre 0 Tema da Tese

Os efeitos da radiagdo laser de baixa poténeia tem sido considerados
terapeuticamente benéficos em vérios tecidos biologicos, principalmente nas disfungdes
reumdticas como a artrite reumatbide, osteoartrite, periartrite e outras condigdes
degenerativas. A osteoartrite é a doenga mais comum no dmbito reumatologico ¢ pode ser
definida como uma condicdo degenerativa que afeta articulagdes sinoviais. A prevaléncia
aumenta com a idade do individuo, mas a destruigdo da cartilagem articular pode ser
iniciada por miltiplos fatores [1, 2], incluindo os fatores ocupacionais como a sustentacdo
do peso corporal, os traumas e as atividades recreacionais [3].

Podem ocorrer grandes alteragBes na estrutura da cartilagem articular, como
microfraturas, esclerose no osso subcondral e o desenvolvimento de ostedfitos nas bordas
articulares [4]. Estas alteragles sfo associadas com o quadro clinico de dor e rigidez
articulares. O quadro doloroso produzido pela degenerago da cartilagem e as alteragGes
secundarias musculares, tendinosas ¢ ligamentares sio os maiores responsaveis pelas
incapacidades funcionais [5].

Atualmente tem sido estudado algum mecanismo de interago do laser no processo
de reparo tecidual, visando estimular, por exemplo, a produgdo de colageno, efeitos
antiinflamatdrios, aumento da microcirculagfio local, e alivio de dor [6]. Experiéncias
sobre os efeitos da terapia de laser de HeNe (dose de 8 J/em? e comprimento de onda de
632.8 nm) e laser infravermelho (dose de 8 J/em® e comprimento de onda de 904 nm) na
inflamago articular de coelhos demonstraram agdo antiinflamatéria na cartilagem hialina e

na fibrocartilagem, com aceleragdo do processo de regeneragdo articular [7]. A acdo bio-
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estimulante do laser na consisténcia e integridade da superficie da cartilagem articular
também foi verificada através de testes de indentacdo, apés longos periodos de
imobilizagdo articular [8]. Foi observado que o tratamento laser minimizou as mudangas
biomecanicas produzidas pela imobilizagio na superficie da cartilagem.

Observando os efeitos da energia laser de baixa poténcia na membrana sinovial de
pacientes com artrite reumatdide de joelho, Amano e colaboradores [9] verificaram uma
maior mobilidade das células inflamatérias, do local inflamado, em individuos tratados com
laser de arseneto de gélio-aluminio apés 6 dias de tratamento. Os efeitos produzidos pela
radiacfo laser parecem estar diretamente relacionado com o comprimento de onda, dose de
exposi¢éo e espessura da cartilagem irradiada [10].

Os trabalhos realizados pela aplicagio do laser no tratamento dos Processos
inflamatérios t€m sido bastante promissores. Normalmente os resultados clinicos da terapia
com laser encontrados na literatura referem-se aos sintomas de alivio de dor, aos efeitos
antiinflamatorios e de cicatrizagdo, que aceleram o processo de reparo. Entretanto os
estudos clinicos e de modelos experimentais da terapia laser ainda sfo escassos [11},
principalmente no que se refere aos provéaveis mecanismos da acio do laser na recuperacio
da artrite degenerativa em cartilagens articulares.

Nesta tese realizamos um trabalho experimental para obter resultados sobre os
possiveis efeitos da agdo da radiagfio laser nos processos de regeneracio tecidual da
cartilagem articular inflamada. O estudo foi realizado utilizando-se Guinea Pigs como
animais experimentais e as radiagBes foram aplicadas com lasers de HeNe (Hélio-Nebdnio) e
de GaAs (Arseneto de Galio), de baixa poténcia. A pesquisa analisou aspectos
bioquimicos, morfolégicos (microscopia eletrdnica de varredura e microscopia de for¢a
atdmica) com diferentes tempos de evolugio e com diferentes doses. Estudamos também a
ac8o das forcas compressivas sobre a cartilagem articular através da aplicacdo de testes
mecanicos de resisténcia.

As doses utilizadas em neste trabalho promoveram uma alteragio na proliferacio
das c€lulas inflamatdrias no tecido lesado, além de evidentes diferencas estruturais, em
Comparaga0 cOm os animais que ndo receberam a terapia. Foram observadas alteragdes
significativas no teor de hidroxiprolina, o que é consistente com o aumento de colageno na

superficie da leso, além de alteragdes na rigidez da superficie da cartilagem articular.
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1.2. Divisdo dos Capitulos da Tese

Esta Tese teve como objetivo apresentar e discutir os resultados experimentais
obtidos em nosso estudo dos efeitos do laser no processo inflamatério da cartilagem
articular. Foi organizada em oito capitulos, sendo este (Capitulo I) o de Introdug&o.

O Capitulo II apresenta a descri¢do bioldgica da cartilagem articular, incluindo sua
fisiologia, integridade e descricdio de como o processo inflamatorio atua na destruicio da
cartilagem. Discute-se como a deformidade progressiva ¢ a perda da fungdio provocada
pela inflamac#o cronica articular tem sido abordada e tratada. Apresenta-se um resumo dos
possiveis mecanismos de interagdo do laser com os tecidos vivos.

O Capitulo Il focaliza as fun¢des da hidroxiprolina na sintese do colageno da
cartilagem articular e também as alteragGes produzidas pelos processos degenerativos da
cartilagem.

O Capitulo IV descreve os materiais ¢ métodos de andlise utilizados para o
desenvolvimento deste trabalho, como a inducfio da inflamag#o, o tratamento com laser, 08
sacrificios dos animais, a descrigio da dosagem da hidroxiprolina, a microscopia eletronica
de varredura, a microscopia de forga atdmica e os testes biomecénicos.

Os resultados morfolégicos observados na cartilagem devido ao tratamento da
inflamacdo articular com lasers de HeNe e GaAs sdo discutidos no Capitulo V (microscopia
eletrénica de varredura) e Capitulo V1 (microscopia de forca atdmica). Os resultados da
dosagem de hidroxiprolina e dos testes biomecéanicos de resisténcia mecanica a compressao
sdo apresentados nos Capitulos VIl e VIII, respectivamente.

Finalmente, no Capitulo IX apresentamos nossas consideragdes finais.
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Capitulo II

Processos decorrentes da inflamacdo na cartilagem articular

2.1. Consideracdes gerais sobre a cartilagem articular

A cartilagem que reveste as extremidades articulares dos ossos é uma forma
altamente especializada de tecido conjuntivo que tem consisténcia rigida, embora seja
menos rigida do que o tecido 6sseo. Sua superficie € ligeiramente eldstica e muito lisa,
facilitando os deslizamentos, além de desempenhar a fungdio de suporte mecénico. A
cartilagem articular também essencial paraa formagio ¢ o crescimento dos ossos longos [1,
2].

A cartilagem possui caracteristicas bioquimicas e biofisicas singulares, bem
adaptadas as suas fungdes fisiologicas, atuando como superficie amortecedora de choques e
de apoio mecanico em articulagbes méveis [1]. As propriedades do tecido cartilaginoso
dependem da estrutura da matriz do tecido, a qual ¢ constituida por colageno ou colageno
mais elastina, em associaciio com macromoléculas de proteoglicanos. A funcio das células
que a compdem ¢ produzir a mafriz e manté-la em estado normal, com renovacéo constante,
embora muito lenta, e por isso a morte rapida das células pode levar & degeneracio da
matriz [1, 3].

Em seu estado normal, a cartilagem consiste de aproximadamente 70 % de aguae o
restante é aproximadamente dividido em partes iguais entre a substancia fundamental e o
coldgeno. Os constituintes secundérios incluem os condrdcitos e as enzimas. Metade do
peso seco da cartilagem hialina € composto de colageno, ao passo que a outra parte ¢ de
polissacarideos e de proteinas fixadas. Como o colageno e a elastina sdo flexiveis, a

consisténcia firme das cartilagens se deve as ligagBes eletrostaticas entre os



glicosaminoglicanos dos proteoglicanos e o coldgeno, e a quantidade de moléculas de 4gua
presa aos glicosaminoglicanos [1-3].

Embora vasos sangiiineos estejam presentes, a cartilagem € essencialmente um
tecido avascular e néo ha capilares intracartilaginosos que possam direcionar o suprimento
nutricional para este tecido. Os metabélitos s3o transportados através do processo de
difusdo do liquido sinovial, em ambiente com pouca concentracio de oxigénio. Estudos
radiograficos mostram que a cartilagem da epifise imatura de crescimento 6sseo Tecebe
nutrientes do liquido sinovial como também dos vasos subcondrais [2, 3]. Quando a placa
de crescimento epifisério ¢ fechada, o liquido sinovial parece ser a unica fonte de nutricio,
sendo a difus8o através da cartilagem reforcada pelo movimento articular. A manutencio
da integridade estrutural superficial ¢ essencial para a fungdo de suporte de carga da
cartilagem articular [4]. A substincia fundamental da cartilagem € composta de
polissacarideos protéicos (PPSs, proteoglicanos) os quais possuem um nucleo protéico e
uma cadeia polipeptidica, cuja composicio em aminoacidos & variavel e ampla. Existem
também varias cadeias de sulfato de condroitina e sulfato de querantan, que se unem
covalentemente com o nicleo protéico [S, 6]. Os proteoglicanos sdo macromoléculas
constituidas de muitas cadeias polissacarideas (GAGs) as quais possuem o papel
fundamental de manuten¢io da consisténcia firme das cartilagens [2].

Na cartilagem, os proteoglicanos ocupam espagos entre uma rede emaranhada de
fibrilas colagenas, sendo que a maioria desses proteoglicanos ndo esta agregada
covalentemente. Aproximadamente de 10 a 30 moléculas de proteoglicanos s3o unidas,
através de uma glicoproteina, com cada cadeia de acido hialurdnico para produzir uma
hipermolécula de cartilagem [7]. Esse agregado de proteoglicanos desempenha fungdes
significantes na cartilagem como, por exemplo, estabilidade, defini¢io de volume, e
propriedades compressivas da matriz [2].

Como as cadeias moleculares dos agregados apresentam carga negativa elevada,
ocorre repulsio mutua entre elas, tornando-as distribuidas sobre um grande dominio,
limitado por uma rede relativamente rigida de fibras colagenas [3]. Aproximadamente um
tergo dos proteoglicanos esta firmemente unido as fibrilas colagenas. Estudos relatam que

a sintese dos proteoglicanos continua durante toda a vida [2]. J4 a biossintese ¢ iniciada no



citoplasma do condroblasto ou condrécito e ¢ transportada para completar-se fora da célula
[8].

Segundo Harab e Mourdo [9] em tomo dos condrdcitos existern zonas ricas em
proteoglicanos e pobres em colageno. Os proteoglicanos ligam-se quimicamente ao
colageno e esta associagio ¢ responsavel pela resisténcia da cartilagem as pressdes, que
depende principalmente da interagdo entre o coligeno e os proteoglicanos, através das
ligagdes entre os grupos sulfato dos glicosaminoglicanos e 0s grupos basicos de coldgeno,
além da intensa hidrofilia dos glicosaminoglicanos. O alto teor de dgua ligada nos
grupamentos negativos dos glicosaminoglicanos atua como uma mola biomecéinica,
amortecendo choques, o que é de grande importincia funcional, especialmente em
cartilagens articulares.

As fibras coldgenas podem ser facilmente re-orientadas através das forgas aplicadas
nas superficies articulares [10]. Sabe-se também [9] que a concentracdo total dos
glicosaminoglicanos por unidade de peso seco de cartilagem, varia com a idade do
individuo ou animal.

Todo terceiro aminoacido na cadeia polipeptidica do coldgeno € glicina e, portanto,
o colageno pode ser considerado um polimero de unidades tri-peptidicas, cada uma das
quais tendo a formula Gli-X-Y onde o aminoécido na posi¢io X ¢ freqiientemente aprolina
e o terceiro aminodacido na posigio Y € com freqiiéncia a hidroxiprolina [1, 8, 91.

A formacio da fibra do coldgeno é complexa, e modifica¢Bes em qualquer fase da
sintese podem ser decomrentes de vérios fatores, sendo com freqiiéncia, determinada por
fatores genéticos [11]. Estudos estruturais na cartilagem articular de bovinos verificaram
uma alta especificidade nas interagdes individuais nas cadeias o dos coldgenos do tipo IX e
X1, que fazem uma protedlise seletiva como modulador potencial da arquitetura da cadeia
de colageno e ndo apenas pontes cruzadas do coldgeno tipo Il, com orientagéo anti-paralela
locais e especificas [12].

Além disso, a cartilagem hialina parece inicialmente suprir as necessidades de
vascularizagiio e ossificagdio estimuladas pela proliferagio dos condrécitos [1, 2, 7]. A
interagdo das células com as fibrilas de colageno pode modular a adeséo e a mobilidade
intracelular, mas estes mecanismos ainda sfio pouco conhecidos [8]. Com aplicagiio de

tensGes mecinicas pela compresséo na articulagdo, o alongamento das fibras colagenas e a
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reversibilidade sdo quase sempre alcancados [13-15]. Este comportamento pode estar
associado ao arranjo helicoidal das fibrilas coldgenas [16-20].

A reaglio de uma articulagio aos traumatismos e infecgdes, produz modificacGes no
liquido sinovial da cartilagem articular, onde muitos mecanismos estio envolvidos. A
inflamag&o pode produzir perda de proteoglicano e como conseqtiiéncia, a cartilagem perde
seu brilho, tomando-se macia e fibrilada. Ocorre assim uma degeneragdo articular
progressiva. (uando ja ocorreu a deterioragdo [1, 21], também sdo observadas micro-
fraturas, cistos e esclerose no osso subcondral, proliferacdo celular intensa, e formacio de
oste6fitos nas bordas da articulaggo [6, 21, 22].

A artrite esta associada com dor e rigidez articular, deformidade e progressiva perda
da fung&o, afetando o individuo em multiplas dimensoes [21,22]). A etiologia da artrite ndo
¢ bem conhecida, mas esta relacionada com cargas excessivas e microtraumas repetitivos
associados atarefas ocupacionais, e fatores hereditarios, metabélicos e endéerinos [1,23].

Em condi¢Ges normais hd um equilibrio entre as pressdes de filtrag3o e reabsorcdo
mantendo a homeostase da cartilagem articular. No processo inflamatério a pressdo
hidrostatica se eleva e a pressdio coloidosmética do sangue se abaixa, formando o edema
[1]. Neste momento a degeneragiio é manifestada por uma fibrilago profunda envolvendo
um terco da espessura da cartilagem. A deterioracdo da cartilagem, mesmo nesta
magnitude, ndo ¢ possivel de ser observada sem a utilizagio de métodos ndo invasivos,
como radiografias e tomografias computadorizadas [24].

O processo de reparo tecidual acontece como conseqii€ncia da destrui¢do produzida
pela inflamac8io. O organismo tenta realizar agdes no sentido de reconstituir a morfologia
dos tecidos envolvidos para elevar o nivel de funcionalidade aos tecidos {1, 7,24]. Ha
respostas diferentes aos distintos graus com que a leséo & produzida. Uma das formas de
dar funcionalidade aos tecidos atingidos & a recuperagio por c€lulas do mesmo tipo das que
existiam antes da lesdo.

Foram observados efeitos positivos da radiaciio laser de pequena poténcia sobre o
processo inflamatério crénico da cartilagem articular de disfungdes reumaticas [25], no
tratamento de casos de tendinites [26], assim como efeitos analgésicos, antinflamatérios e
vasculares [27, 28]. Efeitos positivos também foram observados com a regeneracdo de

fibroblastos e maior resposta dos macréfagos do sistema imunolodgico [29].
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O laser emite fotons que podem produzir reagles fototérmicas ou fotoquimicas,
como ¢ o caso com a luz convencional (nfo coerente). Entretanto, a radiagiio laser tem
caracteristicas importantes de monocromaticidade, coeréncia e alta intensidade. Estes
mecanismos estdo relacionados com as vias de comunicacio intracelular e intercelular,
através de varios tipos de substincias. O efeito terapéutico desejado pode ser induzido
diretamente através de processos fotobioquimicos primarios [29] ou de cutros processos
secundérios {bioelétricos).

Estudos sobre os efeitos da radiago laser de HeNe no processo inflamatorio da
cartilagem articular mostraram que a radiagfo laser promove uma redugfio na proliferagdo
das células inflamatorias na 4rea da lesfio além de induzir a formagio de pontes de

cartilagem, favorecendo o reparo da superficie cartilaginosa [28, 29].

2.2. Inflamacio na cartilagem articular

A artrite € uma doenga degenerativa que atinge as articulagdes sinoviais e
caracteriza-se por apresentar alteracBes na cartilagem articular, dando origem a zonas de
fibrilacdo e fissuraglio, o que provoca incrementos excessivos nas forgas de contato entre os
ossos. A cartilagem torna-se progressivamente mais mole e mais delgada, até sua completa
deterioragdo [3]. Estas alteragSes sfo associadas com o quadro clinico de dor e de rigidez
articulares. A insuficiéncia estrutural afeta primariamente a rede coligena superdistendida
[24, 30]. Por exemplo, uma carga de grande intensidade pode produzir forgas de tenséo
suficientemente grandes para fraturar a rede polimérica, ou seja, a pressdo resultante no gel
aquoso do proteoglicano provocada pelo desbalanceamento das forcas de tensdo da rede
solida da cartilagem, pode romper o tecido [3].

A cartilagem articular (vide Figura 2.1) ¢ um tecido isolado, aneural, alinfitico e
ndo tem contato direto com o sistemna vascular. Sua nutri¢do depende de um sistema pelo
qual os nutrientes devem passar através de duas barreiras de difusdo para alcangar a célula.

No adulto, todos os nutrientes podem difundir-se primeiramente para fora do plexo vascular



Figura 2.1. Microscopia eletronica de varredura da superficie da cartilagem articular
(SAC). Observar a falta de rugosidade (setas) e a auséneia de estruturas celulares na

cartilagem sem leso (60 X).

A permeabilidade da matriz cartilaginosa para a passagem dos nutrientes é orientada
em grande parte pelas altas concentragdes de glicosaminoglicanos (GaGs) polianidnicos
[9]. Lohmander e colaboradores [31], relataram que na matriz extracelular, além do
coldgeno, existe um complexo macromolecular no qual tomam parte os proteoglicanos e as
glicoprotefnas. A sintese e a degradagfio do coldgeno em animais adultos é normalmente
muito lenta, sendo a meia vida do coligeno calculada em meses ou anos [32-35].

A cartilagem articular ¢ uma fina camada de cartilagem hialina que cobre a
superficie articular lisa dos ossos [33]. Qualquer modificagiio na densidade ou orientacdio

das fibras se reflete em caracteristicas tensoriais,
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A maior parte da dgua na cartilagem articular estd unida sob a forma de um gel de
proteoglicano-colageno e ¢ livremente intercambidvel com o liquido sinovial [34]. O gel da
cartilagem ¢é super-hidratado e o teor aquoso ¢ importante para manter a clasticidade
cartilaginosa e lubrificacio da superficie articular [1]. Quando um estado morbido esta
associado com a reducBio no teor aquoso, essas propriedades podem ser modificadas
levando a prejuizos na fungfo articular. A propriedade formadora de gel ndo € exclusiva do
proteoglicano [33, 34].

A cartilagem artritica apresenta diminuic8o no teor de polissacarideos da matriz sem
modificagiio do coldgeno, aumento na velocidade da sintese de polissacarideos € aumento
simultineo na atividade de degradagdo e velocidade de replicagdo das células acima da
cartilagem articular normal [34].

A ruptura dos vasos subcondrais e a hemorragia dentro da cavidade articular, os
fragmentos teciduais, € a deposi¢éo de cristais, favorecem o desenvolvimento das reagdes
inflamatérias e conseqiientemente da dor. As respostas vasoativas normais da cartilagem
articular sio abolidas na articulacdo cronicamente inflamada [36]. A cartilagem articular €
altamente dependente da formagio do liquido sinovial para sua prépria nutrigio pois
segundo Lam e Ferrell [37], a perda do controle neurovascular da microcirculagio sinovial
pode contribuir para mudangas degenerativas na superficie da cartilaginosa.

O componente do liquido sinovial responsavel por sua viscosidade € um hialuronato
polissacarideo, denominado 4cido hialurénico (HA) [18]. O liquido sinovial possui uma
propriedade caracteristica, denominada tixotropia, que ¢ a propriedade de tornar-s¢ menos
viscoso na medida que aumenta a velocidade de seu fluxo, ou a velocidade do seu
cisalhamento [38]. Esta propricdade é atribuida as grandes moléculas de hialuronato. Um
liquido menos viscoso ndo suporta uma pelicula liquida tdo espessa da mesma forma que
um lquide mais viscoso. Portanto as moléculas de hialuronato, fonte da viscosidade do
liquido sinovial, nfo s#io eficazes como lubrificantes para apoio de cartilagem sobre
cartilagem. E necessdria uma lubrificaciio adicional, a qual ¢ fornecida através de uma
fracdo glicoprotéica livre de hialuronato do liquido sinovial [39].

De acordo com Kang e colaboradores [39], as moléculas de hialuronato aderem
firmemente nas superficies sinoviais e fornecem um tipo limitrofe de lubrificacio que

mantém as superficies sinoviais afastadas. A lubrificacdo do tecido sinovial ndo depende
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da viscosidade, visto que as solucdes viscosas sem hialuronato nio lubrificam de forma
adequada as superficies sinoviais [37]. O aumento da pressio sinovial ou a irritacio
quimica vascular, promovida pela inflamacdo, altera as estruturas peri-articulares
associadas com as instabilidades na articulagdio, criando uma situagfio de sobrecarga nos
ligamentos, tenddes e bursas, além da tensdo produzida pelo inchaco na matriz solida da
cartilagem na auséncia de aplicagdo de cargas externas 13].

Quando a cartilagem perde sua elasticidade a exudagfio diminui e consegiientemente
a resisténcia e o desgaste por atrito aumentam. Nas articulagdes animais normais, o
coeficiente de atrito diminui com o aumento de carga, devido a oxidacio e lubrificagdo de
reforco [40].

Segundo Simha e colaboradores [41], a deformagdo da cartilagem articular produz
uma mudanca no contorno da rede de coldgeno, mas nfo no seu volume. Este resultado &
devido principalmente ao movimento conjunto das fibras da matriz de coldgeno e,
secundariamente, do fluxo de 4gua através da matriz, Depois do inicio, a cartilagem tende
a deformar-se cada vez mais com o tempo e, embora a pressdo aplicada seja mantida
constante, a mesma pode produzir fadiga e levar a fratura da cartilagem.

A insuficiéncia estrutural da cartilagem afeta primariamente a rede colagena
superdistendida [42]. O envolvimento mecanico dos condrécitos na cartilagem articular ¢
fundamental & manutengfio da matriz extracelular. Isto ocorre através do balango da
atividade anabdlica e catabdlica, que sdo reguladas por fatores como estresse mecéanico,
programacdo genética, mediadores soliveis (fatores de crescimento e citosinas), e
composicdo da matriz [43, 44].

A aplicagio continua de uma carga muito clevada produz uma consideravel perda
de 4dgua do tecido, com uma conseqiiente grande deformacio compressiva. Essa
compressdo prolongada aplicada na articulacdio pode produzir a degeneracdo da cartilagemn
¢ necrose dos condrécitos [45, 46].

Na artrite a superficie da cartilagem articular apresenta-se altamente desorganizada
(vide Figura 2.2). Com isso, a perda da matriz expoe as fibras coldgenas ndo apoiadas, ou
horizontalmente dispostas. Os condrécitos deixam de proliferar ¢ nfio amadurecem para se
tornarem hipertroficos, aglomerados ou distribuidos em colunas longitudinais, o que

conseqiientemente leva as perdas dos padrdes de ossificagdio subcondral [1, 46]. Como os
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processos intracitoplasmaticos sdo suprimidos, ocorre uma reducio de sintese protéica com
supressio da captagio de sulfato, induzindo uma menor sintese de proteoglicanos. Os
granulos de RNA sdo reduzidos e ha uma proliferagio inflamatoria extensa que envolve
leucécitos polimorfonucleares (glicogénio e lipidios). Estes elementos se acumulam dentro
das células cartilaginosas onde ocorre uma diminuicio progressiva de organelas
intracitoplasmaticas (reticulo endoplasmatico, mitocondrias, aparelho de Golgi) e uma
diminuicdo linear do teor de proteoglicanos. Existe ainda uma diminuigdio de teor colageno
(como & indicado pela concentragio de hidroxiprolina) [1, 47].

FEmbora os mecanismos envolvidos na formagdo da artrite ainda sejam
desconhecidos, sabe-se que o excesso de sustentagfio do peso corporal [48], assim como
aplicagiio de tensdio mecéinica anormal ou mesmo fatores genéticos [49], induzem a esta
patologia.

Os modelos experimentais de indugfio da artrite sdo feitos através de métodos
bioquimicos (adjuvante de Freund) [50]. Entretanto, segundo Lam e Ferrel [37] cada caso
de inflamagdo aguda, apresenta um componente neurogénico significante, o qual diferencia
os modelos das substincias que estdo envolvidas no processo degenerativo.

Najafipour e Ferrell [40] citaram que estruturas avasculares, como a cartilagem
articular, sdo criticamente dependentes do oxigénio presente no fluido sinovial. Em seus
experimentos no modelo de joelho de coelhos, administrando carriginina para promover o
processo inflamatério, este aspecto foi claramente verificado, confirmando assim o0s
achados anteriores de Levick [51] sobre as alteragdes na perfusdo capilar de O, no liquido
sinovial induzido pela artrite.

Diversos modelos experimentais de indugfio de inflamagdo da cartilagem articular,
bem como de sinovite crbnica tem sido desenvolvidos com injegdo intra-articular ou
sistémica do adjuvante de Freund, que produzem uma resposta imunolégica satisfatoria,
principalmente em relagio a mobilizagdo dos leucécitos {52, 53, 54].

Yoshino ¢ Yoshino [55], estudando células de defesa pela agiio do adjuvante de
Freund incompleto na cartilagem articular, verificaram que a inflamago intensa promovida
por este tipo de indugdo ocorria a partir do sexto dia, ¢ atingia o pico méaximo de

inflamacfio severa, aos 21 dias ap6s a indug@o.
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Figura 2.2. Microscopia eletrénica de varredura da cartilagem articular, com inflamacdo
cronica aos 14 dias ap6s sofrer inducfo da artrite com adjuvante de Freund. Observar a
rugosidade da superficie articular, a grande quantidade de céilas sangiiineas (seta),

leucocitos (1) e os orificios na superficie da cartilagem (1600 X).

McDougall ¢ colaboradores [36] afirmaram que a cartilagem articular ¢ dependente
da perfusdo sinovial, e que mudancas no fluxo sangiifneo articular promovem a alteragdo da
integridade articular, levando este tecido a uma degeneraciio ou deterioracdo. Citaram
também que a inflamagfo induzida pelo adjuvante promove a abolicio de estimulos
simpiticos de vasoconstrigio e de vasodilatagdo, e que estas alteragdes permanecem
estdveis até 3 semanas apés a indugdo. Estudos sobre a indugfio de artrite articular de
joelho em ratos demonstraram que os primeiros danos foram vistos na superficie da
cartilagem uma hora depois da indug@io [56]. Conclufram que os sinais precoces eram

devidos a dimmui¢io da capacidade de reter elétrons na densa camada superficial da
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cartilagem, bem como uma perda progressiva de proteoglicanos na matriz cartilaginosa da
superficie articular.

Quando a inflamagéo articular estd caracterizada, a cartilagem articular se torna
erosiva, desenvolvendo alteragdes no osso subcondral, principalmente nos condrécitos [57}.
A perda no equilibrio da organizada rede colagenosa e a excessiva desagregacio dos
proteoglicanos levam ao inchago, o qual produz a debilidade da matriz cartilaginosa [58,
591.

2.3. O laser aplicado nos processos de reparo tecidual

A radiagfio laser aplicada no tratamento de disfungdes reumaticas apresenta aspectos
interessantes. A terapia de laser tem efeitos positivos em casos de tendinites [60], em
artrite reumatodide [61], assim como efeitos analgésicos, antinflamatérios [62, 63] e
vasculares [64]. Também foram observados efeitos positivos envolvendo & regeneragio
dos fibroblastos e na produgio dos macrofagos [65].

Reddy e colaboradores [66] observaram os efeitos da aplicagio de laser de HeNe em
inflamacfio pos-ciriirgica de tenddo de aquiles em coelhos. Observaram que o grupo tratado
com a dose de 1.0 J/em? apresentou um significativo aumento na liberacfio de fatores de
crescimento dos fibroblastos € melhora no processo de cura, quando comparado aos
animais que nfo receberam nenhum tratamento. Outros estudos histologicos analisando a
aplicagdio de laser de HeNe nos processos de recuperacdo inflamagdo da cartilagem hialina
de fémur de coelhos, verificaram que doses de 8 J/cm?, promoveram um efeito anti-
inflamatério bem evidente e com rapida regeneracfio da cartilagem articular [67].

Comparando a eficécia da aplicagdo de laser HeNe nos aspectos dolorosos na artrite
em articulacdo temporo-mandibular, Dorta [68] verificou a diminuicdo da inflamag8o,
diminuicio da dor e melhora na amplitude temporo-mandibular nos individuos que
receberam o tratamento com laser. JA Johannsen e colaboradores [61] ndo verificaram
nenhum efeito da aplicagdo de laser de Arseneto de Gélio Aluminio (Ga-Al-As) no
tratamento de artrite reumatdide com relagdio aos pardmetros de alongamento, flexibilidade,

sedimentagdo de eritroeitos, proteina-C reativa e dor. Nos pacientes tratados com laser
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esses aspectos foram minoritarios. Esses resultados também estio de acordo com oS
resultados obtidos por Smith e colaboradores [69]. Entretanto, estudos recentes sobre os
efeitos da terapia com laser de Ga-Al-As in vitro, com células de cartilagem humana,
relatam efeitos positivos deste tipo de laser, como a bioestimulagdo, sem dano celular [70].

Aparentemente a agio antinflamatéria e antiedematosa do laser de Ga-Al-As se
exerce atraves da aceleragio da microcirculagfio, originando alteracles na pressio
hidrostatica capilar, com reabsorgciio do edema e elimina¢do do acumulo de catabdlitos
intermedidrios, como o 4cido pirtivico e latico, induzindo uma melhor utilizacdo do
oxigénio e glicose pela célula [71, 72]. Dentre os trabalhos que se destacam estdo os
modelos experimentais envolvendo o coldgeno [73, 74]. Pesquisando os efeitos atribuidos
ao laser de GaAs de baixa densidade de energia, Michlovitz [75] cita que ocorre aceleracio
na sintese de colageno, com aumento na vascularizagio, levando & cicatrizagdo tecidual
pelo decréscimo na produgio de microorganismos, concomitantemente com a reducdo da
dor. No entanto, o processo de cicatrizagio pode ser aparentemente alterado em varios
tecidos, como os dos vasos sangiiineos, tecidos 6sseos e sinoviais [76-77]. Além dos
trabalhos com modelos experimentais in vitro, Bogoch e colaboradores [78] utilizando
modelos in vivo com células de cartilagem do joelho de cachorros, demonstraram alteragbes
em fibroblastos, precursores de colageno.

Ha consenso na literatura de que a acfio da radiagdo laser nos tecidos depende da
dosimetria empregada, especialmente nos processos de cicatrizagio [79-80], assim como do
comprimento de onda, tempo de exposicdo, profundidade do tecido tratado e espessura
cartilaginosa [81].

Brosseau e colaboradores [82] estudando os efeitos anti-inflamatérios do laser de
HeNe e de GaAs em pacientes com artrite reumatdide nas articulagdes falangeanas durante
trés meses, ndo observaram modifica¢des da temperatura tecidual, mas concluiram que o0s
efeitos antinflamatérios do laser foram totalmente dependentes de quatro fatores:
comprimento de onda, duraggo do tratamento, dose e local de aplicacio.

Do ponto de vista microscopico, os processos fototérmicos originados na zona de
absor¢do dos tecidos produzem vibragtes moleculares e baixo nivel de excitagio celular
[83]. A selecdo do comprimento de onda influencia as propriedades do espalhamento e

absor¢do do meio, e em consequéncia, o nivel de penetragio. Todavia, os efeitos térmicos
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caracteristicos podem ser controlados pela dgua, hematoproteinas, pigmentos como a
melanina ou outras moléculas.

Reed e colaboradores [84] citam que dentro do conjunto de efeitos térmicos ha o
efeito citotéxico. A elevacio de temperatura favorece as reagdes citotoxicas a partir das
substancias que tenham absorgéo especifica no comprimento de onda daradiacdo incidente.
Estudando a estimulacdo leucocitiria da radiacio do laser de HeNe, Kiebanov e
colaboradores [85] verificaram que o efeito estimulatério em uma célula isolada foi muito
pequeno, sendo o efeito fotosintetizador o mais evidenciado nas etapas iniciais de
{ratamento.

Embora os mecanismos moduladores do processo de reparo tecidual nio sejam
conhecidos, Honmura e colaboradores [76] verificaram uma melhora de 30 % na redugfo
da inflamac@o em ratos que sofreram a aplicagdo de laser de Ga-Al-As, quando comparados
com animais tratados somente através de medicamentos antinflamatérios.

Segundo Mester e colaboradores [86] a radiago laser de HeNe em ratos levou a um
aumento na capacidade da célula em sintetizar substincias como a valina, uridina e
timidina, elementos que sio componentes formadores do RNA e DNA, potencializando a
replicagdo celular. Ja Kelley e colaboradores [87] provocaram uma lesdo em células
capilares de camundongos in vitro ¢ através da irradiagio com laser de GaAs e verificaram
regeneracio das células por cultura de 3H-timidina.

Mester e colaboradores [86] citaram que as alteragdes na enzima AMPc produzidas
pelo laser de GaAs, sdo de importincia indiscutivel em todos os mecanismos de ago que
intervém nos processos celulares, pois atuam como segundo mensageiro na multiplicagéo
celular, bem como na resposta hormonal. Relatam ainda que os aumentos na produgdo do
ATP mitocondrial, induzidos pela radiag#o laser, favorecem intimeras reagdes que intervém
no metabolismo celular. Walker e colaboradores [88] utilizando aplicagdes de laser de
HeNe em pacientes com artrite reumatéide, citam que foi constatado o aumento das B-
endorfinas nos processos analgésicos. J4 a capacidade imunosupressora da radiagéo laser ¢
obtida mediante estimulagfio da formagdo de linfécitos por mitoses, com o aumento da
capacidade de aderéncia dos macréfagos ou linfocitos, além de alteracdes na imunidade

humoral e celular [73, 89].
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Enwemeka e colaboradores [90] realizaram estudos morfométricos das fibrilas de
coldgeno em tenddo de coelho estimulado por laser de HeNe, confirmando trabalhos
anteriores que apresentavam modificacdes da organizac#o na polimerizacio de fibrilas na
matriz no processo de remodelagdo, por intermédio da elevagio dos niveis de RNAm dos
procoldgenos e do aumento na sintese de ATP. Este processo acelera os tempos de mitose,
favorecendo a sintese de DNA e RNA, sem alterar as caracteristicas genéticas e histo-
funcionais da céiula.

Num estudo envolvendo ratos Wistar, Ulugol e colaboradores [91], promoveram a
indu¢do da artrite por adjuvante de Freund e trataram com o farmaco Tenoxicam em
combinac3o com a irradiagdo de laser de HeNe. Os resultados obtidos foram considerados
favordveis com relagdo a diminuicfio do edema e do processo inflamatério no grupo que
recebeu a terapia laser, quando comparados com o controle sem tratamento ou somente
com a aplica¢do do farmaco. Padua e colaboradores [92] observam ainda que o tratamento
a laser demonstrou ser positivo nas etapas em que a inflamag#io era aguda ou crénica, além
de promover efeitos analgésicos.

Soffa e colaboradores [93] estudando o efeito da artrite e inflamacdo sinovial em
coelhos verificaram que a aplicaciio de laser de YAG com varias densidades de energia,
diminuiu os efeitos negativos da hemorragia sinovial, da debridacio mecanica, da dilatacio
capilar, da infiltracio de linfécitos e dos defeitos da capsula articular nos animais que
sofreram a aplicacfo de laser.

Fulga e colaboradores {94] desenvolveram um estudo clinico sobre o efeito da
aplicacdo de laser de GaAs (comprimento de onda entre 940-980 nm e poténcia de 50 mW)
em 136 pacientes com disfuncdes reumaticas degenerativas, verificando resultados muito
satisfatorios nos individuos tratados com relagio aos pardmetros de dor, contratura
muscular, edema e mobilidade articular. Citaram ainda que nos casos de osteoartrite de
ombro, tornozelo e joetho no periodo compreendido entre 6 e 9 dias de aplicacdo do laser
ocorreu uma reincidéncia da dor, embora tivesse ocorrido uma melhora na amplitude de
movimento articular. Demonstraram também [95] que no caso da inflamagfio plantar
induzida com carriginina em ratos Wistar, a irradiagdio com laser reduziu o volume de

inflamac&o em mais de 85 % dos animais depois de 6 dias de aplicagdo quando comparado
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com o grupo controle sem tratamento (22 % de regressio inflamatoria), além da diminui¢&o

da necrose tecidual.
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Capitulo III

A hidroxiprolina e o coldgeno na cartilagem articular

3.1. Hidroxiprolina e coligeno

O colageno é a proteina estrutural extracelular mais abundante nos mamiferos,
sendo o principal componente fibroso na formagdio da pele, dos ossos, dos tenddes,
cartilagens, dentes, etc. O coligeno ¢ formado por um entrelacamento de irés cadeias
polipeptidicas, sendo cada uma constituida com aproximadamente 1000 aminodcidos de
comprimento [1, 2]. A seqiincia de trés aminodcidos (glicina (Gli), Prolina (Pro) e
hidroxiprolina (Hip) se repete com grande freqgiiéncia [1, 3]. A prolina e a hidroxiprolina
fazem a estabilizaco da hélice [4 - 6].

Mow e colaboradores [7] observaram que o colageno é uma molécula em forma de
bastdo, com cerca de 3000 A de comprimento ¢ 15 A de didmetro e que as pontes de
hidrogénio dentro do filamento estdo ausentes, sendo que cada uma das trés hélices do
colageno é estabilizada pela repulsio elétrica dos anéis de pirrolidona provenientes das
cadeias laterais de prolina e hidroxiprolina (vide a Figura 3.1).

Os aminodcidos como a prolina e a hidroxiprolina estfio freqilentemente presentes
em altas proporgdes na tripla hélice, sendo entremeadas com sucessGes que contém menos
aminoacidos. Cada cadeia forma uma poliprolina I semelhante & hélice, permitindo a
formagfo de trés residuos ao redor [3,9].  Os anéis de pirrolidona se mantém afastados um
do outro quando a cadeia peptidica assume essa forma helicoidal, que é muito mais aberta
que a estrutura firmemente enrolada da &-hélice. As trés fitas se enrolam, uma em tomo da
outra, formando um cabo superhelicoidal (vide a Figura 3.2). Como h4a trés aminoécidos

em torno da hélice, um aminoécido de trés em trés tem de ser repetidamente a glicina. Os
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aminodcidos de cada lado da glicina se localizam no exterior, onde ha espago para anéis

volumosos como os da prolina e da hidroxiprolina {2, 4, 9].

Figura 3.1. Conformacdo de um filamento dinico da triplice hélice do colageno. A

seqiliéncia nesta ilustracdo € Gli-Pro-Pro-Gli-Pro-Pro [8].

Figura 3.2. Modelo compacto da triplice hélice do coldgeno. As trés cadeias polipeptidicas

-(filamentos) sfio pintadas em cores diferentes [8].
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3.2. A hidroxiprolina em processos de artrite

Takahashi e colaboradores [10] realizaram estudos evolutivos em joelhos de
pacientes com osteoartrite utilizando substincias marcadoras. Ap0s a extragdo do material,
fizeram a hidrélise de amostras de tecido sinovial, e através da dosagem de hidroxiprolina,
obtiveram equivaléncia desta dosagem com a quantidade de produgdo de coligeno na
articulagdo inflamada. Moskowitz [11] também trabalhando com pacientes de osteoartrite
de joelho e quadril verificon que, com a ingestfio diaria de 10 g de colageno hidrolisado
farmacologicamente em forma de gelatina, ocorreu aumenio na concentracio de
hidroxiprolina no sangue, acompanhada de redugio da dor.

Kadler e colaboradores [4], com a utilizacdo de substincias marcadoras radioativas,
mostraram que as prolinas localizadas no lado aminico das glicinas, nas cadeias nascentes
de colégeno, tornam-se hidroxiladas. Citaram ainda que a hidroxiprolina estabiliza a tripla
hélice do colageno por formar pontes de hidrogénio intercadeias, pois o coldgeno,
insuficientemente hidroxilado induz a ma formac3o, fragilidade e lesdes na constituicio das
fibras. Li e colaboradores [12], estudando fatores determinantes da patogenia das
disfuncdes de reabsorgfo Ossea e cartilaginosa, citaram que o condroitim sulfato aumentou
a produgo da enzima catepsina K, que levou 2 liberagio de hidroxiprolina, aumentando
sua concentracdo no liquido sinovial do joelho de pacientes com artrite. Este mecanismo
enzimatico ocorreu no sentido de regular a atividade de crescimento dsseo e cartilaginoso,
principalmente, pelas mudangas significativas na concentracio dos glicosaminoglicanos da
matriz extracelular, produzidos pela doenca.

Arborelius ¢ colaboradores [13] observaram que na cartilagem artritica ocorre uma
diminui¢do significativa no teor de polissacarideos da matriz, sem modificagdo no
colageno. Relataram ainda que a replicagio das células continua em velocidade acima da
cartilagem articular madura normal. A sintese de RNA nio ¢ alterada, mas que h aumento
na sintese de DNA e de hidroxiprolina. O aumento da sintese de DNA é um indicador do
aumento da reproducio celular, e o aumento da sintese de hidroxiprolina é um indicador do
aumento da reabsorcio Gssea.

Um dos principais problemas observados com o avanco da idade dos individuos é o

aparecimento de lesOes na cartilagem articular, como a osteoartrite [14]. Estas mudancas
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degenerativas atingem primeiramente as superficies articulares, desenvolvendo-se
posteriormente em profundas ulceragdes €, eventualmente, levando a cartilagem para a
destruigdo, com a disfuncio articular [15, 16] e a perda de massa éssea [17]. Os agentes
erosivos da cartilagem articular, provenientes da artrite, vém acompanhados de dor e
incapacidade funcional {18]. Como a cartilagem articular s6 pode ser observada por
metodos invasivos, é oportuno o desenvolvimento de processos de anilise dos
componentes da matriz extracelular que possam estar relacionados com a sintese ou a
destruicdo do coldgeno, como por exemplo, os glicosaminoglicanos ou a hidroxiprolina
[19]. Moro e colaboradores [19] verificaram também que as concentragdes destes
componentes diferem de acordo com a funcdo com que cada tipo de cartilagem articular
exerce.

Segundo Larbre e colaboradores [16] as principais diferencas dos tipos de artrite
estdo diretamente relacionadas aos aspectos bioquimicos. Utilizando ratos Wistar, os
autores observaram as diferencas das superficies da cartilagem articular entre os sexos e
verificaram que as f8meas apresentaram major susceptibilidade para a formacio de
granulomas na superficie articular e maior produgdo de hidroxiprolina que os animais
machos. Karran e colaboradores [18] desenvolveram um modelo experimental de artrite em
ratos in vivo e concluiram que a degradagio da matriz cartilaginosa estd diretamente
relacionada com a sintese de proteoglicanos e sintese de hidroxiprolina.

Nas lesdes osteocondrais, Altman e colaboradores [20] estudando o reparo da
cartilagem articular degenerada em cies, observaram através de andlise histolégica, que
ap0s seis meses do inicio da lesdo, houve pequena concentragdo de proteoglicanos e alta
concentragdo de hidroxiprolina no local afetado. Citam ainda que os niveis elevados de
hidroxiprolina foram favordveis para a formagfo da cartilagem hialina e para a composicio
da regeneracio do coldgeno. O processo de reparo tecidual acontece como conseqiiéncia da
destruicdo produzida pela inflamacio. O organismo tenta realizar agdes no sentido de
reconstituir a morfologia dos tecidos envolvidos e dar maior nivel de funcionalidade para
estes tecidos [21].

Estudando os efeitos das diferentes funcdes do colageno nas epifises e disfises dos
0ss0s longos em ratos, Moro e colaboradores {19] afirmaram que a composi¢io da matriz

cartilaginosa € expressa pela razfio molar de hidroxiprolina e que esta razdo molar difere
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nas diferentes regides do esqueleto. Por exemplo, Froimson e colaboradores (221,
verificaram que a cartilagem patelar apresenta maior rigidez cartilaginosa € menor
contetido de hidroxiprolina, quando comparada com a cartilagem femoral, em humanos.
Price ¢ colaboradores [23] citaram que a anélise da sintese do coldgeno pela dosagem de
hidroxiprolina no liquido sinovial do joelho de coelhos foi um fator importante no processo
de andlise de formacdo do coldgeno. As concentragdes altas de hidroxiprolina encontradas
nas cartilagens articulares com degeneracio podem ser consideradas favoraveis, como
indicagdo da possivel defesa contra o sistema degenerativo cartilaginoso e redugdo do
quadro patologico [24-27].

A presenga de outros tipos de células no liquido sinovial articular, como por
exemplo, os leucdcitos, podem ser uma fonte de enzimas proteoliticas ao redor da
cartilagem articular [28, 29]. Portanto, ha respostas diferentes aos distintos graﬁs de lesdo
produzidos na articulagdo. Normalmente existe um equilibrio enire 2 formag&o de colageno
e a sua degradacio [30].

De acordo com Geetha e Varalakshmi [31], a dosagem de hidroxiprolina em
modelos animais experimentais, através da indug8o da artrite pela inje¢do de adjuvante, tem
sido uma técnica muito positiva para observagdo dos padries de desenvolvimento e analise
dos processos inflamatérios articulares. Reedy e Dhar [32] pesquisando as alteragdes
metabélicas na matriz do tecido cartilaginoso em ratos, através da indugfo da artrite por
adjuvante de Freund, observaram que a dosagem de hidroxiprolina no colageno foi
drasticamente reduzida no local, enquanto que a excregdo urindria apresentava valores
significativamente elevados, indicando possivelmente o aumento na degradagdo do
colageno produzido pela patologia.

As técnicas de dosagem de hidroxiprolina através da hidrolise do tecido
cartilaginoso articular desenvolvidas por Stegman e Stalder [33] foram aprimoradas por
Edwards ¢ O’Brien [34] o que permitiu reduzir o tempo de andlise para 4 horas.

Nesta tese utilizamos o adjuvante de Freund para a indugdo de artrite em cobaias
(Guinea Pigs) e realizamos o controle do processo através da dosagem de hidroxiprolina,

conforme a técnica de Edwards e O’Brien [34].
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Capitulo IV

Materiais e Métodos Utilizados

4.1. Introducao

Utilizamos animais do tipo cobaia - Cavia porcellus, com aproximadamente 60 dias
de idade, machos, e massa corporal média de 350g. Os animais foram provenientes do
Biotério Central da UNICAMP. Foram mantidos no Biotério do Laboratério de
Biodinimica do Departamento de Educagéo Fisica, do Instituto de Biociéncias da UNESP -
Campus de Rio Claro, onde foram manipulados. Durante as experiéncias os animais foram
alimentados com ragfo balanceada tipo padriio para roedores (Purina), com suplementagdo
de forrageira graminea (Brachiaria decumbens) e agua ad libitum, e permaneceram em
gajolas coletivas em ambiente com temperatura controlada de 25° C e foto-periodo
claro/escuro de 12 horas. Nenhum dos animais foi utilizado para mais de uma experiéncia.

Os animais (menos os de controle) foram submetidos a indugio de artrite pela
injecdo de adjuvante de Freund, conforme serd descrito nos proximos pardgrafos. A
irradiacdo dos animais foi feita com dois tipos diferentes de lasers (laser de HeNe e laser
de GaAs). Deve ficar claro que os dois tipos de laser foram aplicados em grupos
independentes, isto é, os animais que receberam a irradiacdo com laser de HeNe néo
receberam a irradiacdo com laser de GaAs. Os animais que ndo foram sujeitos & indugfo
ou a radiacio com laser foram manipulados no mesmo local e aproximadamente no mesmo
horério dos animais tratados.

A escolha da indugo da artrite pelo adjuvante de Freund deve-se ao fato deste
procedimento ser um modelo experimental ja bem analisado e discutido na literatura como
um modelo de artrite em animais [1-3].

A escolha dos lasers deveu-se principalmente ao fato dos lasers operarem em

diferentes regides espectrais (laser de HeNe no visivel e laser de GaAs no infravermelho
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proximo), além de sua disponibilidade. Detalhes dos procedimentos de irradiaco serdo
discutidos nos proximos paragrafos.

A escolha do sacrificio aos 7, 14 e 21 dias ap6s a inducfio € devida ao fato da
inflamacdio ja estar caracterizada a partir de 5 dias apés a induco, sendo que o pico do
processo inflamatério ocorre apés 20 dias da induggo [1-5].

A Tabela 4.1 sumariza a divisdo dos grupos de animais e em relagio aos

procedimentos.

Tabela 4.1. Esquema dos grupos de animais gue foram utilizados na experiéncia,

respectivos dias de sacrificio apos a inducdo, densidade de energia aplicada por dia em

2 : afe - . * 3
Jiemi, tipo de laser utilizado e miimero de animais (n)

4.2. Inducéio da artrite

Os procedimentos foram realizados com técnicas assépticas. A anestesia dos
animais foi feita por inalaq;éo de eter etilico. Os animais foram presos a uma prancha
cirirgica para ndo se movimentarem durante todo o procedimento. Apés a realizacfo de
uma tricotomia no joelho da pata posterior direita, foi realizada uma de injecio articular
com 0,1 ml de adjuvante de Freund incompleto (vide a Figura 4.1). O joelho esquerdo nfo

sofreu nenhuma espécie de indugdio ou tratamento. Cinco dias apés a realizacdo da
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indugdo, a inflamagéo articular podia ser perfeitamente diagnosticada tanto pelo inchaco da

regifio como pelo comportamento do animal de proteger a pata correspondente do apoio a0

chio.

Adjuvunte do
Freund

"
A

Espgec intra acticuiar

cartilegem arficuigr da tibig

Degeneragdo do cartilocgem

(b)

Figura 4.1- (a) Esquema ilustrativo da vista lateral da articulacio do joelho da cobaia

sendo submetida a injecio de adjuvante de Freund. - (b) Vista superior da tibia da cobaia
indicando o local onde tipicamente ocorre a inflamagio degenerativa da cartilagem (artrite).
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4.3. Irradiacdo com laser

Os procedimentos de irradiagiio do laser foram os seguintes. Os animais foram
anestesiados e sofreram uma tricotomia no joelho da pata posterior direita antes de serem
expostos a radiagio dos lasers. Foram utilizados lasers de Hélio Neénio (HeNe) e de
Arseneto de Galio (GaAs). Os animais foram fixados em uma prancha cirtrgica e o laser
foi montado conforme o esquema ilustrativo apresentado na Figura 4.2. O laser foi fixado a

0,5 mun de disténcia da pele do animal através de um suporte.

CANETA LASER

Figura 4.2. Esquema ilustrativo da irradiagio com laser na pata dos animais

experimentais.

Utilizamos um laser de HeNe (A = 632,8 nm) com poténeia continua de 6 mW,
didmetro do feixe de 2 mm e com emissio contfnua. Foram realizadas aplicacdes didrias
nos periodos de 2 segundos, 37 segundos e 95 segundos, que correspondem

aproximadamente as doses com densidades de energia de 0,5, 7,0 e 50 J/em2. Estas doses
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foram calculadas supondo uma distribuic&o uniforme com o didmetro do feixe de laser de 2
mm.

Utilizamos também um laser de GaAs (A = 904 nm) da BIOSET — Indistria de
Tecnologia Ltda, com poténcia de pico de 20 W, freqiiéncia de 2 kHz, largura de pulso de
0,2 ps e poténcia média de 45 mW. Foram realizadas aplicagdes didrias nos periodos de 23
segundos, 115 segundos e 575 segundos, que correspondem aproximadamente as doses
com densidade de energia média de 1,0, 5,0 e 25,0 JJem?2. Estas doses foram calculadas
uma distribuicfo uniforme com o didmetro do feixe de laser de 5 mm.

Deve-se observar que apesar das densidades de energia média serem proximas, as
intensidades reais sio bem diferentes. No caso do laser de HeNe a densidade de energia €
constante e igual a média e no caso do laser de GaAs a densidade de energia € o valor

médio entre o a largura do pulso e a freqii€ncia de pulsos.

4.4. Analise bioquimica da dosagem de hidroxiprolina

A dosagem de hidroxiprolina € de interesse quando ha suspeita de modificacdes na
bioquimica natural do colageno [6-12]. As dosagens foram realizadas segundo o método de
Stegeman e Stalder [13] com cloramina —T, aperfeicoado pelo processo de hidrélise de
FEdwards ¢ O’Brien [14]. Para a realizagiio deste trabatho recebemos a orientagio
profissional e os protocolos de execugfo do Prof. Dr. Hernandes F. Carvalho, do
Departamento de Biologia Celular do 1B da UNICAMP.

A cartilagem articular foi extraida dos animais e imersa em acetona durante 24 h
e em seguida seca em estufa a 37 °C (24 h). Em seqiiéncia, o material foi pesado,
hidrolisado em 4cido cloridrico (6N), mantido em ampolas de vidro seladas, conservadas na
estufa a 130 °C por quatro horas, sendo posteriormente filtrado. A oxidagfio da
hidroxiprolina foi realizada pela cloramina—T, com a adi¢fio de um composto de coloragio
vermelha (4P-dimetilaminobenzaldeido). A determinagdio da concentragio de
hidroxiprolina foi feita pela comparagio da absorgdo dptica espectral da solugéo colorida

com solugdes padroes de hidroxiprolina.
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4.5. Preparacdo das Amostras para Microscopia Eletronica de Varredura

Para os procedimentos de microscopia eletrdnica de varredura, que visavam
principalmente a avaliacio morfolégica do arranjo, orientacéo e continuidade das fibrilas de
colageno [i5, 16], as amostras (cartilagens articulares da tibia) foram inicialmente
dissecadas e fixadas em Karnowisky por 72 horas em geladeira. Logo apés, foram
desidratadas em um série de etandis com concentragdes crescentes (70 a 100%), passando
em seguida por uma mistura de etanol e acetona (1:1), e dois banhos de acetona (100 PA),
com duracdo de 10 minutos para cada banho. Em seguida, o material foi levado ao ponto
critico (Balzers CPD/030) para completa secagem. Finalmente, as amostras foram coladas
em suportes de aluminio com fita adesiva dupla face e revestidas com filme fino de ouro
em pulverizadora (sputtering) Balzers. Foi utilizado um Microscopio Eletronico de

Varredura modelo JSM — P15 Stereoscan.

4.6. Preparacio das Amostras para Microscopia de Forca Atémica

As cartilagens foram extraidas e preparadas seguindo 0s mesmos procedimentos
utilizados na preparaciio das amostras para a microscopia eletrdnica de varredura, com
excegdo do processo de “sputtering”. As amostras foram colocadas no porta-amostras do
microscopio de forca atdmica em areas de no maximo I x I cm’.  As analises foram feitas
no sentido longitudinal, para facilitar as possiveis observagdes da ordem molecular de
organizacdo das fibras. As varreduras foram realizadas nas regides mais planas da amostra,
para permitern observar as estruturas das regides superficiais da cartilagem, caracterizando
assim as condigdes de organizaciio interna das fibras e microfibrilas do colageno.

Foi utilizado um MFA da empresa Topometrix. Foram escolhidas as regides menos
irregulares das amostras para que nfio houvesse comprometimento da qualidade da analise.
Foram respeitados os procedimentos necessarios no sistema de isolamento contra ruidos e

vibragdes induzidas por fatores externos no equipamento [17-24].
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4.7. Teste de resisténcia mecéinica de compressio

As tibias direita e esquerda das cobaias foram extraidas, limpas dos tecidos moles e
conservadas em congelador a -20 °C [25] até a realizagdo do teste de resisténcia de
compressio mecédnica. O material foi transportado, em recipiente isolante térmico, até o
Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da USP. Apbs o descongelamento por um perfodo de 1 hora, foram observados aspectos
macroscopicos do material para a comprovagio de sua integridade, como coloragdo do
tecido e auséncia de estruturas sobre a superficie da cartilagem articular.

O teste de indentacio mecdnica é o método mais utilizado para andlise das
propriedades biomecanicas da cartilagem articular [26-33]. Os testes foram feitos em uma
maquina universal de ensaios mecdnicos Kratos K5002 utilizando célula de carga 100
kgf/mmz, velocidade de aplicagfio de carga de 20 mm/min, acompanhada por registrador
grafico. Na realizagdo dos ensaios, foi desenvolvida uma ponteira para mefhorar a preciso
das medidas e limitar a 4rea de andlise da cartilagem articular, de modo a ndio acometer o
osso subcondral de maneira significativa. Foi desenvolvida uma ponteira de 4 mm de
didmetro com angulagfio de 120 ° até sua extremidade. Para a obtengfo dos resultados dos
testes de indentacdo mecénica, os seguintes pardmetros de analise foram avaliados: o “A
(delta) — penetrag&o” ou “D-penetragdo”, que nos mostra a distancia percorrida pelo pungéo
(mm) desde o primeiro contato com a cartilagem até o méaximo de carga (Pico de Carga em
N (Newtons). A carga de equilibrio, que ocorre no curto espago de tempo em que ocorre a
compressio com deslocamento dos liquidos da cartilagem até atingir um patamar de
equilibrio, “A pico-equilibrio” (ou D-pico-equi), que serve como pardmetro de
padronizagio do ensaio pois atua sempre dentro da fase elastica. Medimos também o “A
(Deslisamento)” que é o tempo desde o momento em que 0 pungdo toca a cartilagem até o
final da aplicagio de carga. Estas medidas foram representadas em graficos pelo
computador acoplado ao equipamento e coletados, fornecendo o valor final da rigidez.

Os testes foram realizados com a superficie da cartilagem dividida em duas regides
(Platd Tibia Medial ¢ Platd Tibia Lateral) para se observar diferengas eventuais entre as
4reas lesadas. Foram utilizadas as cartilagens da tibia direita e da tibia esquerda do mesmo
animal, sendo que a Tibia esquerda foi sempre utilizada como controle intacto, isto €, sem
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inflamagdo e sem aplicacdo de lasers. Foram aplicados testes estatisticos de varidncia

simples (ANOVA (3 caminhos) e Bonfferroni) entre as tibias direita ¢ esquerda.

Célula de Carga
Pungfo Conico de 100 kgf
Tibia
Torne de
Bancada
Cimento Acrilico
Parafuso de_
extrusio

%

Figura 4.3. Esquema ilustrativo da realizagio dos testes de compressic mecénica
(indentagdo) das cartilagens articulares das cobaias. A parte inferior das tibias foi fixada

em cimento acrilico, sendo testados os platés tibiais lateral e medial.
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Capitulo V

Resultados e discusses da microscopia eletrénica de

varredura

5.1. Introducio

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) ¢ uma técnica muito poderosa para
analise ultra-estrutural da superficie de diversos materiais. Neste tipo de técnica a
preparag3o das amostras requer cuidados especificos na fixacfo do material (no caso de
materiais biologicos), na desidratagio (para que a amostra nfo seja destruida no VAcuo) e na
metalizagfo (se a amostra néo for boa condutora elétrica).

Neste capitulo serfio descritos os resultados e discussdes, obtidas através da analise

das cartilagens pela MEV,

5.2. Grupo de controle (sem aplicaciio de laser) com cartilagem intacta e

cartilagem com inflamacio induzida.

Em todas as etapas realizadas através da anélise de MEV foram utilizados 3 animais
de cada grupo (n = 3). A Figura 5.1 apresenta uma imagem de MEV tipica da superficie da
cartilagem articular se apresenta integra, isto €, sem nenhum acometimento patolégico ou
processo regenerativo. Pode-se observar a homogeneidade do tecido, assim como, a
auséncia de depressdes, rugosidades e diferentes tipos celulares em sua superficie,

conforme € a descricfio morfoldgica das cartilagens integras [1, 2].
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Figura 5.1. Imagem tipica de Microscopia eletrnica de varredura (MEV) da superficie
de uma cartilagem articular sem lesio. A superficie tem uma morfologia plana, com
pouco material aderido (4.000 X).

A Figura 5.2 (a, b, ¢) mostra uma seqiiéncia evolutiva de micrografias obtidas pela
MEV do processo inflamatério induzido na cartilagem pela injegéo sinovial do adjuvante
de Freund. A seqiiéncia (a, b, ¢) mostra a evolugio do estagio agudo (a) para o estagio
cronico {c).

A Figura 5.2 (a) corresponde a MEV tipica da cartilagem dos animais (n = 3
animais) depois de 7 dias da indugfo da inflamacfo. Pode-se observar alteragfes
significativas na superficie cartilaginosa quando comparados com o grupo de controle sem
inflamacgo (Figura 5.1). Pode-se observar claramente na Figura 5.2 (a) a descolagio e o
dobramento de uma camada delgada da superficie articular descolada, o que ¢ um dos
indicadores para a caracterizagdo do processo inflamatério, com a cartilagem mostrando
aspectos de ulceragdo. Estes resultados foram coerentes com os verificados por diversos
autores [3-7] que também observaram ulceragGes cartilaginosas provocadas pela aplicagéo
do adjuvante ocorrem entre o quinto e o sétimo dia ap0ds a indugdo. Henzgen e
colaboradores [4] relataram através da MEV, que a inflamacéo através da indugfio articular

de adjuvante de Freund incompleto, tém inicio na primeira hora apos ser mjetado, e que, em
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apenas um dia as fibras de coldgeno sofrem ruptura. Os condrécitos na camada superficial
da cartilagem tornam-se necrosados, e entre o quinto e sétimo dia ocorrem alteraches

consideradas agudas da artrite, na superficie da cartilagem [5-7].

Figura 5.2. (a, b, ¢). Micrografias de MEV mostrando a superficie da cartilagem articular
inflamada sem aplicacio de laser. (a) Inflamacio apés 7 dias da indugdo. Notar a superficie articular
deslocada ¢ rebatida (setas) mostrando aspectos de ulceragio (*) (60 X). Notar, também a
irregularidade na superficie da cartilagem. (b) Inflamacfio apés 14 dias da inducio. Detathe do
aspecto da cartilagem (C) mostrando grande miimero de céhulas sangiiineas, onde L = leucocitos e H
= heméacias. Notar que a s superficie ¢ bastante irregular, com saliéncias e reentrincias (setas)
(1.600 X). (¢) Inflamacdo ap6s 21 dias da inducfio. E possivel observar nesta imagem a fase crénica
da inflamagfio onde células sangiiineas sio abundantes (L e H) e a superficie da cartilagem
apresenta depressdes (D) com diferentes profundidades (1.600 X).
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Nos animais com 14 dias de inflamagio (Figura 5.2b), foi possivel constatar grande
alteragfio na superficie cartilaginosa articular. Observou-se que a inflamagdo promoveu o
aparecimento de um grande numero de tipos celulares. Quando comparado: o aspecto da
superficie cartilaginosa, neste momento, com a de controle (Fig. 5.1) sem a leslo, a
quantidade de células sangiiineas presentes (leucécitos e hemacias) foi bastante
significativa e a superficie cartilaginosa apresentou uma forma muito irregular, indicando a
acentuacgio do processo inflamatorio.

Os leucédcitos sdo células relacionadas & defesa do organismo, o que justifica sua
presenga no processo inflamatério. Sao células, aparentemente esféricas, porém capazes de
tomar aspecto amebiforme, ou seja, emitir prolongamentos citoplasmaticos, como
aparentemente € possivel se ver nos detalhes apresentados nas figuras 5.3 (b) e 5.3 (©) 4]
Esses prolongamentos conferiram um aspecto rugoso na superficie celular dos leucdcitos.
Ja as hemaceas sdo células anucleadas e tém a forma de um disco bicdncavo. Possuem
também uma superficie lisa, diferentemente dos leucdcitos [8]. Essas células estdo
envolvidas no processo de transporte de gases € ndo de defesa, mas por se apresentarem em
maior numero no sistema sangiiineo se fazem presentes nos processos inflamatérios [9]. A
presenga de heméceas no momento da leséo pode estar relacionada com o extravasamento
de sangue provocado pela vasodilatagiio em resposta a inflamac8o. Isto estd de acordo com
Najafipour e Ferrell [10], os quais verificaram um grande aumento no fluxo sanguineo
articular apés indugdo da inflamagdo através de carriginina e associaram este resultado ao
efeito vasoconstritor provocado pela inflamacio.

Os animais com 21 dias de inflamacdo (vide a Figura 5.2 (c)) apresentaram
tipicamente uma superficie cartilaginosa articular altamente desorganizada, com saliéncias
e reentrincias, dando aspecto de depressbes com diferentes profundidades. Ocorreu
também um grande niimero de leucdcitos envolvendo toda a superficie articular, indicando
a presenca de um estado crnico da inflamacfo. Talvez nesse estagio, a presenca de muitos
leucécitos, também pode indicar que o organismo esteja no auge de producfo de células de
defesa, para tentar sanar o agente agressor desencadeado pelo processo inflamatério. Estes
resultados sdo similares aos enconirados por Athanasiou e colaboradores [11], que
observaram que a indugfo de uma lesfio cirirgica na cartilagem articular do fémur depois

de trés semanas da inducdo produz grandes lesdes. Os resultados também foram
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compativeis aos estudos de McDougall e colaboradores [12], que demonstraram a indugfio
da artrite cronica em joelhos de ratos tem o pico de cronicidade da inflamag#o caracterizada
aos 21 dias ap6s a administracfio de adjuvante de Freund incompleto.

Segundo Bendele ¢ colaboradores [13] a degeneracsio da cartilagem provém da
perda dos proteoglicanos e fibrilagio da superficie. Muitas lacunas e depressdes sdo
formadas nos condrécitos que revestem a cartilagem articular provinda da inflamacio,
desenvolvendo defeitos profundos na superficie cartilaginosa, com grande aderéncia celular
de linfocitos, macrofagos e outras células do sistema imunolégico [4, 8, 14, 15]. Com o
passar do tempo, a inflamagio produz processos destrutivos que sfo indicados pela
proliferacdo celular como um sinal de tentativa de reparo da cartilagem hialina, o que

também estd de acordo com os resultados encontrados neste trabalho.

5.3. Grupos de animais que receberam a aplicaciio de Laser de HeNe

5.3.1. Grupo tratado com laser de HeNe na dose de 0,5 J/cm2.

Com relagdo ao tratamento de laser de HeNe com doses de 0,5 J/om2 ndo se
verificou melhora na lesdo, ou seja, o processo inflamatério continuou o seu curso
degenerativo. A Figura 5.3 apresenta micrografias de MEV tipicas deste grupo.

A Figura 5.3 (a) mostra o estégio da cartilagem articular aos 2 dias de tratamento
com laser (7 dias ap6s indugio). Observa-se que a cartilagem apresenta uma superficie
muito irregular, com rupturas e reentrancias na superficie da cartilagem lesionada. Nesta
etapa, nio foi possivel constatar tecido de renovagdo da cartilagem, mas apenas a presenga
da inflamagdo, embora nfo to acentuada como no grupo inflamado sem tratamento aos 7
dias ap6s a inducfo (Figura 5.3 (a)).

Aos 9 dias de tratamento ou 14 dias apos a indugdo da inflamacfio verifica-se (vide a
Figura 5.3 (b)) que o aspecto da superficie articular ndo apresentou melhora visivel
comparada & etapa anterior. Observou-se também 2 continuidade de irregularidade do
tecido cartilaginoso, ainda com viérias depressdes e com a presenca de leucocitos por toda a
superficie da lesdo. A presenca dessas células sangiiineas no local indica que, a poténcia do

laser utilizada nesta etapa, talvez nio tenha produzido uma alteracéio na mobilidade deste
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tipo celular. Nao foi possivel observar, provéveis pontes de renovaglio da cartilagem

lesionada, mas a superficie articular continuou apresentando depressdes de diferentes

profundidades, demonstrando uma desordem.

Figura 5.3. (a, b, ¢). Imagens tipicas de MEV da superficie da cartilagem articular inflamada depois
da aplicagdo de laser de HeNe com a dose de 0,5 J/em®. (a) 2 dias de tratamento: a seta indica o
local principal da lesdio mostrando uma ruptura da cartilagem, porém sem aspecto de ulceragdo. As
cabecas de seta indicam a grande quantidade de leucécitos (200 X). (b) 9 dias de tratamento — €
possivel notar a presenca de leucéeitos por toda a superficie da lesdo. Notar a superficie bastante
danificada (C). A cabeca de seta indica prolongamentos citoplasmaticos dos leucocitos com aspecto
amebiforme (1.600 X). (¢) 16 dias de tratamento — superficie articular bastante heterogenia, coberta
por leucéeitos (L) e por osteoclastos (0s). As cabecas de setas indicam prolongamentos
citoplasmaticos (1.600 X).
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A Figura 5.3 (c) indica que mesmo depois de 16 aplicagBes didrias de laser (21 dias
depois da lesio) a superficie articular ainda era bastante heterogenia, mas a superficie
menos vazada, ou seja, coberta por células sangiifneas (leucdcitos) e por grande quantidade
de células absorvedoras de tecido Gsseo (osteoclastos). A presenca dessas células, os
osteoclastos, nesta regifio, pode significar um processo remodelagem ou de absorcio da
cartilagem da superficie articular, bem como, a formagdo de um novo tecido [16]. Neste
momento, a ruptura e a destruicdo tecidual na superficie cartilaginosa estd no estagio
cronico da lesdo, e € bem provavel que tanto a cartilagem como o tecido subcondral, j&
foram bastante acometidos pela inflamacfio.

A aplicagdio da radiagio do laser em diferentes fecidos tem sido considerada
terapeuticamente benéfica [17-19]. O laser de HeNe parece agir na mobilizagdo celular,
evidenciando o efeito antinflamatério [17]. Devido a fibrilagfio da superficie da cartilagem
inflamada, Athanasiou e colaboradores [11] mostraram que o aspecto da superficie lisa da
cartilagem, quando ¢ rompida, induz uma inflamagdo sinovial generalizada, e que as
analises por MEV da cartilagem irradiada com laser apresentaram um melhor agrupamento
das fibrilas de coldgeno. Enwemeka [18] também demonstrou um aumento nas dimensdes ¢
na quantidade das fibras de coligeno em animais tratados com laser de HeNe.

Iwanaga e colaboradores [20] relatam que na inflamagio sinovial crénica
desenvolvida pela artrite ocorre predominantemente dois tipos de células, os macréfagos
(tipo A) e fibroblastos (células tipo B). Os macrofagos sio células moveis capazes de
fagocitar o material debridado livre sobre a superficie cartifaginosa. Os fibroblastos sdo
caracterizados pela capacidade de formacéio e manuten¢o da rede estrutural da cartilagem.
O laser de HeNe parece agir no processo de orientacio das fibras de colageno por acio nos
fibroblastos [21], em sua deposi¢do ao longo da regifio em processo de reparo. Enwemeka
[18] observou em seu trabalho que a presenca dos fibroblastos no processo de regeneragio
ocofria apenas nos animais que sofreram a irradiago por laser de HeNe e nfo nos animais
de controle.

Klebanov e colaboradores [22] estudando os efeitos do laser de HeNe nos leucécitos
do sangue em humanos observaram que o laser, inicialmente, potencializava a concentragio
de leucocitos, classificando-a como uma agfio primdria e forte, mas logo em seguida,

ocorria um decréscimo significativo em sua concentragdo. Este fato pode estar relacionado
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diretamente com a densidade de energia aplicada em nosso trabalho. Nas etapas iniciais de
tratamento (vide a Figura 5.3 (a) e (b)), a presenga de leucdcitos foi evidente, enquanto que
na etapa posterior (Figura 5.3 (c)), apresentou diminuicio na concentragio de leucocitos na
superficie da cartilagem. Observou-se ainda, aparentemente, a presenga de células de
remodelagem Ossea, o que poderia caracterizar uma redugéio no tempo de maturaggio da

Jesdio, provocada pela radiac#o laser.

5.3.2. Grupo tratado com laser de HeNe na dose de 7,0 J/em? .

A Figura 5.4. (a, b, ¢) apresenta imagens de MEV tipica das cartilagens tratadas
com doses de 7,0 J/em?2.

Aos 2 dias de tratamento (7 dias apés a indugfo), a cartilagem articular
apresenta superficie bastante rugosa no local lesionado (vide a Figura 5.4 (a)). Pode-se
observar que a superficie lesionada (inflamada) apresenta rupturas em comparacdo com a
cariilagem integra apresentada na Figura 5.1. No local da ruptura ndo foi possivel verificar
pontes de renovagdio de cartilagem, e no interior da ruptura, foram encontrados orificios de
diferentes tamanhos com espagos nio preenchidos. A cartilagem ndo apresentou aspecto de
ulceragio Esta caracteristica nfio aconteceu no grupo inflamado sem tratamento (7 dias
ap6s indugdio) onde uma fina camada da cartilagem se deslocou da superficie da cartilagem
(vide a Figura 5.2 (a)), demonstrando assim que a ago do laser talvez ndo permita que
ocorra um descolamento por completo da cartilagem. A superficie cartilaginosa fraturada
apresenta grande presenca de granulagBes. Os orificios observados, sem a presenca de
células sangiiineas, diic a impressdo de serem de um tecido em reparo com células
aparentemente fundidas.

No décimo quarto dia apés a induglo da artrite (9 dias de tratamento) a superficie
apresentou menos granulagdes que no estagio anterior. O aspecto da lesSio aparenta ser
constituido de partes deslocadas com ligagfo através de pontes de cartilagem. A regido
agravada pela inflamagéio da superficie aparentava rompimento. Os prolongamentos da
cartilagem aparentemente tendem para a cicatrizago da ruptura provocada pela leséo,

como observado nos estigios anteriores. Nesta fase, a presenga de provaveis restos de
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células sangitineas, juntamente com os orificios de diferentes tamanhos e profundidade

indica aparentemente que os orificios estfio sendo preenchidos por um novo tecido.

Figura 5.4. (a, b, ¢). Micrografias de MEV mostrando superficies tipicas da cartilagem articular
inflamada depois da aplicagdo do laser de HeNe com doses de 7.0 Jem?. ( 2 ) 2 dias de aplicagdo de
laser - a seta indica a ruptura da cartilagem formando um molde com a porgéo descolada. Nio é
possivel notar tipos celulares caracteristicos de inflamago nesta etapa (200 X). (b) 9 dias de
aplicagfio de laser — a superficie (C) apresenta-se com pouca granulacdo. No entanto € possivel notar
inimeros orificios (0) com diferentes tamanhos e profundidades (1.600 X). (¢) 16 dias de aplicagdo
de laser — Nesta fase a superficie da cartilagem apresenta com menos granulagdes, tendendo ao
aspecto normal do grupo de controle. E possivel notar osteoclastos aderidos na superficie {cabeca de
seta) e pontes de cartilagem entre as duas partes do molde que havia sido separado. N#o é possivel
observar celulas sangiiineas em nenhuma das fases (1.600 X).

Estes resultados estdo em conformidade com os obtidos por Labajos e colaboradores
[23], que citaram que a estimula¢fio com laser de HeNe promovia alteragles positivas em
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relacio ao aspecto estrutural da cartilagem inflamada em comparacéo ao grupo inflamado
sem a terapia com laser. A auséncia de leucocitos e células inflamatérias no local da lesdo
parece estar em concordancia com Mintertag [24] e Honmura e colaboradores [25], que
concluiram que a estimulagdo com laser de HeNe, estimula a microcirculagdo e elimina
acimulo de catabélitos no local da area tratada.

A Figura 5.4 (c) mostra a cartilagem apés 16 dias de aplicagio de laser com a dose
diaria de 7,0 J/em2. A superficie da cartilagem apresenta menos granulagdes, tendendo ao
aspecto normal do grupo de controle (vide a Figura 5.1). Neste estagio, ¢ possivel notar
que as regides onde se instalou a lesdio estavam praticamente coladas. Observa-se também
a tendéncia de coalescénecia entre as partes da cartilagem separadas, levando talvez a
cicatrizacdo e ao preenchimento dos orificios.

A radiacdio laser parece promover um decréscimo no processo inflamatorio da
cartilagem articular também em humanos, como foi observado por Amano e colaboradores
[26]. Walker e colaboradores [19] citaram ainda que, o laser de HeNe promove um efeito
fotosensivel sobre o sistema nervoso periférico em humanos, pois o tratamento produz
significativa redugo na dor produzida pela artrite nas articulagdes.

Possivelmente, os mecanismos de modulacdo do sistema imunoldgico devem ser
ativados ndo somente na cartilagem articular € nos tecidos sinoviais, mas também no
liquido sinovial e nos ossos desde que irradiados [27]. Goldman e colaboradores [28]
sugerem que a radiagdo de laser de HeNe possibilita agdo imuno-supressivas ¢ imuno-
estimulantes, evidenciando este efeito na agfio dos linfocitos T e B. Afirmaram também
que o laser tem efeito sistémico, através da produgiio de fatores de crescimento ou a
estimulacio da capacidade fagocitica dos leucdcitos apds irradiagdo. Klebanov e
colaboradores [22] observaram que a estimula¢do da liberagio de fatores de crescimento
ocotre tanto em situacBes in vivo como em cultura. Estas observagdes colaboraram para
explicar, através de mecanismos celulares e moleculares, os efeitos observados de
cicatrizagdo e inibigdo da inflamacio observada nas cartilagens irradiadas com laser de
HeNe nesta dose. Esses resultados quando comparados com os resultados negativos do
grupo anterior (doses de 0,5 J/em?) parecem estar relacionados com a dose aplicada (7,0
J/em?). Estes resultados indicam que a dose utilizada é um fator importante especiaimente

nos processos de cicatrizacio e reparo tecidual [29-31].
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5.3.3. Grupo tratado com laser de HeNe na dose de 50 J/em? ,

A Figura 5.5 (a, b, c) apresenta os resultados morfoldgicos observados pela MEV
em diferentes estigios apds a irradiag:ﬁc_) de laser de HeNe com doses de 50,0 Jem?2.
Observa-se genericamente em todas as imagens a auséncia de células sangiifneas tipicas,
porém a presenga de uma grande quantidade de células absorvedoras de tecido dsseo.

Ao segundo dia de tratamento (7 dias apés a indugdo) a cartilagem articular
apresentou a superficie irregular com uma grande presenca de células espalthadas no local
onde foi provocada a lesdo e tratamento subseqiiente (vide a figura 5.5 (a)). Neste estagio
as rupturas provocadas pela lesfo estavam presentes e ndo apresentaram tecidos
considerados de renovagio da cartilagem.

A Figura 5.5 (b) mostra a micrografia de MEV da cartilagem no nono dia de
aplicagdo de laser com dose di4ria de 50 J/cm2 (14 dias apés a indugdo). Nio se verificou
melhora no o aspecto da cartilagem em relagio ao estagio anterior. Pode-se observar, que o
nimero de células que cobre o tecido superficial é menos acentuado do que no grupo
controle inflamado no mesmo periodo (vide a Figura 5.2 (b)). Nesta etapa, fica evidente a
maior quantidade de osteoclastos no local da lesio. Verifica-se também a unifio parcial
destas células na lesfo, indicando, provavelmente que o tratamento nio produziu uma boa
organizacdo deste tipo de célula embora apresente pontes de renovagdio da cartilagem
lesionada. Foi observado, ainda, que a organizacdo promovida com emissgo de 50,0 Jem?
aos 14 dias de inflamacio, ¢ semelhante com os resultados obtidos na etapa final (21 dias)
de tratamento com a dose de 0,5 J/cm? (vide a Figura 5.3c).

A Figura 5.5 (¢) mostra a morfologia da cartilagem apés 16 dias de aplicagdo de
laser na dose diaria de 50 J/cm? (21 dias apés a inducio da lesdo). Verifica-se que a
superficie articular ainda apresentava-se de forma bastante irregular, com as areas de
ruptura minimizadas. Observou-se uma porosidade aumentada nesta superficie, sem a
presenca de células absorvedoras de tecido dsseo, que eram predominantes nos estagios
anteriores. A auséneia de osteoclastos e a desorganizacio da superficie articular
provavelmente indica que o tecido subcondral teria sido acometido durante o estigio

crinico da lesdo.
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Figura 5.5. (2, b, ¢). Micrografias de MEV mostrando a superficie de cartilagens articulares
inflamadas apés a aplicagdo de laser de HeNe com doses digrias de 50 Jem’. (a) 2 dias de aplicacfo
de laser — a superficie (C) se apresenta totalmente irregular e as setas © cabegas de seta mostram a
grande quantidade de células espalhadas no local da lesdo (200 X). (b) 9 dias de aplicacfio de laser - a
cartilagem (C) continua bastante irregular e totalmente recoberta por osteoclastos (OS). A seta mostra
prolongamentos citoplasmaticos (1.600 X). (¢) 16 dias de aplicagdo de laser — a superficie articular
(C) ainda € bastante itregular e com orificios (O) de diferentes dimensdes. Nesta fase ha auséncia de
osteoclastos € células sangiiineas tipicas. E possivel notar alguns restos celulares (*)(1.600 X).

H4 evidéncias de uma grande variedade de mecanismos biolégicos que podem ser
estimulados pela irradiagdo do laser, em fungfo da dose utilizada [31-35]. O efeito mais

relatado ¢é a proliferagio de celular, especialmente dos fibroblastos [36-38]. Schultz e
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colaboradores [39] mostraram que as células cartilaginosas apresentam um potencial de
regeneragdo somente com a produgéo de um estimulo apropriado. Citaram, ainda, que altas
doses de laser ndo promovem estimulos eficientes para regeneracdo da cartilagem articular.
Karu [40] cita que no aspecto metabdlico, a irradiago em mitocondrias induz a
modificagBes na homeostasia celular, desencadeando uma série de reagdes. Lerma e
colaboradores [35] sugerem que a ativaciio da cadeia respiratoria pela estimulagiio com
laser produz um aumento na sintese de DNA, o que modula a atividade proliferativa
celular. Quando ocorre uma lesfio na cartilagem estas vias sdo ativadas e estimulam o
sistema imunolégico.

Calatrava e colaboradores [17] mostraram modificagBes na orientagio
macromolecular da superficie articular durante o processo de reparc da cartilagem com
laser de HeNe, pela formagfio de um tecido de granulagio similar a fibrocartilagem. Estes
resultados parecem estar de acordo com os encontrados neste trabalho, principalmente os
resultados relativos a eficiéncia da dose utilizada. Parece existir uma dosagem Gtima, a
partir da qual o aumento da dose tende a ter menor eficiéncia, isto &, inibir a regeneracio do

tecido cartilaginoso.

5.4. Grupos de animais que receberam a aplicaciic de Laser de GaAs

5.4.1. Grupo tratado com laser de GaAs na dose de 1,0 J/cm2 .

A Figura 5.6. (a, b, c) apresenta os resultados tipicos da MEV das cartilagens dos
animais submetidos & aplicacfo de laser de GaAs com doses didrias de 1,0 J/em? com
diferentes periodos de aplicacio.

A Figura 5.6 (a) apresenta os resultados obtidos para os animais que
receberam dois dias de aplicagdio de laser (7 dias depois da injecdio articular). Observa-se
que o tecido cartilaginoso apresenta vérias rupturas distribuidas por toda a regifio da lesdo.
Fica evidente também a presenga de células caracteristicas do processo inflamatério,
aderidas na superficie da cartilagem articular. A quantidade de células nesta fase da

experiéncia parece ser inferior as encontradas nos animais inflamados que ndo receberam
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nenhum tipo de aplicagdo de laser (vide a Figura 5.2). Por outro lado, a morfologia da
superficie articular aparece bastante degenerada. Verifica-se a presenca de prolongamentos
de fibras coldgenas em grande extensfo, cruzando as rupturas no tecido articular causadas
pela inflamag&o.

Com relacfio ao grupo com 9 dias de tratamento (14 dias apds a inducdo), a
irregularidade do tecido cartilaginoso provocado pela leséo continuou de forma intensa,
conforme ilustrado na Figura 5.6 (b). Ocorreu uma grande quantidade de rupturas, com
maior profundidade e porosidade do tecido, com uma extensa rede de fibrilas colagenas
distribuidas praticamente sobre toda a superficie. Houve também auséncia de tipos
celulares sobre a regifio da lesdo. A aplicagdo de laser pode talvez ter contribuido para a
migragdo celular, mas a morfologia bastante rugosa do tecido cartilaginoso indica que a
aplicagio do laser parece ndo ter contribuido para a regeneragdo da lesdo.

No grupo com 16 dias de aplicagiio de laser (21 dias apés a indugéio}, verifica-se que
a drea da lesdo ainda é bastante acentuada (vide a Figura 5.6 (c)). Observa-se a presenga de
leucéeitos juntamente com uma pequena melhora do tecido cartilaginoso em relagdo as
rupturas da cartilagem.

Na les%o do tecido cartilaginoso, imediatamente ocorre a necessidade de reparo, e ha
informagio genética para procedimentos do organismo neste sentido [13]. Inoue e
colaboradores [41] afirmam que as células do sistema imunolégico quando irradiadas com
laser de Ga-Al-As, interagem com um grande namero de mediadores quimicos, receptores
de membrana promovendo alteragBes funcionais na membrana celular. Honmura e
colaboradores [42] demonstraram evidéncias na inibiciio da permeabilidade vascular ¢ no
tecido de granulagdo da cartilagem articular inflamada de animais irradiados com laser de
Ga-Al-As, principalmente na fase cronica da inflamagfo.

Padua e colaboradores [43] relataram que a irradiagdo com laser de GaAs no
processo inflamatério ¢ considerada benéfica, mas tem um efeito transitério e temporario.
Estes achados parecem ser coerentes com os encontrados neste trabalho, pois o tratamento a
1,0 J/em?2 apresentou uma mobilizacsio celular quando comparado com o grupo inflamado
sem tratamento, embora fortes evidéncias da presenga da lesdo permanega na cartilagem. A
interferéncia eletromagnética gerada pela radiagio com o laser interage com a atividade

enzimatica dos tecidos e das moléculas, dando evidéncias que a quantidade de carga
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éplicada nas membranas e nas biomoléculas modificam a eficiéncia dessa interagdo [40, 47-

51}

Figura 5.6. (a, b, ¢). Imagens de MEV mostrando a superficie da cartilagem articular inflamada apds
a aplicacdio de laser de GaAs com dose diaria de 1,0 J/em®. (a) 2 dias de aplicagio de laser — a
superficie da cartilagem (C) apresenta-se muito danificada, poucas células sangiiineas sdo notadas
(cabega de seta). E possivel notar a presenca de fibras coligenas cruzando o local de ruptura (FC)
(200 X). (b) 9 dias de aplicagdo de laser — o material (C) neste tratamento apresenta-se totalmente
danificado, a rede de fibras coldgenas (FC) chama atengfio. Nio é possivel notar tipos celulares (1.600
X). (c) 16 dias de aplicagdo de laser — nesta fase a superficie da cartilagem (C) nfio se apresenta tfo
danificada como nas etapas anteriores. E possivel notar células sangiiineas (l) e também fibras
colagenas (FC) (1.600 X).
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5.4.2. Grupo tratado com laser de GaAs na dose de 5,0 J/cm?2

A Figura 5.7. (a, b, ¢) apresenta os resultados tipicos da MEV das cartilagens das
cobaias que receberam aplicagdo de laser de GaAs com densidade de energia de 5,0 J/em?,
com diferentes periodos de aplicagio.

A Figura 5.7. (a) apresenta a superficie da cartilagem articular dos animais
que tiveram dois dias de aplicag@o do laser (7 dias ap6s a induglo). Observa-se que a area
da lesdo continua sendo grande e com superficie irregular, com proliferagdo celular e
orificios no local da lesdo.

Com relacfio aos animais com 9 dias (14 dias apos a indugdo da artrite) pode-se
observar (vide a Figura 5.7 (b)) que o tecido continua inflamado com a 4rea de lesfio ainda
bem acentuada. Na regifio periférica da lesdo nota-se fibrilas de colageno formando pontes
de cicatrizago da cartilagem.

Observou-se também orificios em toda a superficie cartilaginosa, circundada por
células sangiiineas e restos celulares. Os orificios na superficie da lesdo, parecem estar
sendo preenchidos por células ou algum material celular. Esses resultados sdo equiparaveis
aos achados de Honmura e colaboradores {25], que citaram que o tratamento com este tipo
de laser reduzia em 30% a inflamago induzida em cartilagem articular de ratos.

A Figura 5.7. (c) apresenta a morfologia da cartilagem com 16 dias de aplicagfio do
laser (21 dias apds a indugdo da artrite). A superficie da cartilagem apresentou uma
evolugio positiva, em relagio aos periodos anteriores. Observa-se interdigitagdes entre as
partes da cartilagem lesionada, mas ainda ¢ possivel encontrar intensa quantidade de células
sangilineas. Aparentemente hd uma textura de rede na superficie articular, com varias
ligagdes filamentares ligando as partes anteriormente descoladas, principalmente na regido
dos orificios. Héa consenso entre os pesquisadores quanto & atuagdo do laser estar
relacionada com a poténcia utilizada, a densidade de energia e a dosimetria, para estimular
os processos envolvidos no processo cicatrizacdo [25, 28, 40, 50, 52-55], principalmente
pela agfo no gradiente iénico da membrana celular, evidenciado nas fases iniciais da adesfo
celular, especialmente nos fibroblastos e condroblastos [56, 57]. Estes relatos dfio suporte a

idéia de que métodos que alteram transporte ibnico atraves da membrana celular, podem
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modular ou influir na adesio e, portanto na sedimentacdo celular, nitidamente observados

neste trabalho.

Figura 5.7. (a, b, ¢). Imagens de MEV da superficie da cartilagem articular inflamada apés a
aplicaglio de laser de GaAs com dose didria de 5,0 Jem? em diferentes periodos. (a) 2 dias de
aplicagdo de laser — ¢ possivel notar a superficie da cartilagem (C) bastante irregular com intimeras
células sangiiineas (cabega de seta) e varios orificios (O) no local da lesdio (200 X). (b) 9 dias de
aplicacdo de laser — € possivel notar os orificios (O) em maior numero, porém com reduzido nimero
de tipos celulares. Notar a presenca de fibras coldgenas (FC) (1.600 X). (c) 16 dias de aplicacdo de
laser — superficie (C) menos irregular que as anteriores, apresentando leucécitos (1), osteoclastos (OC),
além de fibras colagenas (FC). Os orificios nfio sfo nitidos nesta fase (1.600 X).
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5.4.3. Grupo tratado com laser de GaAs na dose de 25 Jiem?2 .

A Figura 5.8 (a, b, ¢) resume os resultados da analise de MEV dos animais tratados
com laser de GaAs a 25 J/om? em diversos perfodos.

Na Figura 5.8 (a) temos os resuitados tipicos ap6s dois dias de aplicagdo de laser (7
dias ap6s a indugdo da artrite). Verifica-se uma intensa proliferacio de células recobrindo
praticamente toda a superficie lesionada. Entretanto, nio se observam rupturas. Além da
grande quantidade de células inflamatorias como leucocitos e também de osteoclastos
(células de remodelagem e absorgdo ssea), a superficie da cartilagem articular sob as
células também apresenta intensa porosidade. A profundidade dos orificios ¢ das
depressdes na cartilagem ¢ aparentemente mais suave do que as apresentadas no estagio
anterior a aplicagfo do laser.

No caso dos animais onde a aplicagio do laser foi feita em 9 dias (14 dias apds a
indugdio) a cartilagem ainda apresenta a area de les#o com bastante evidéncia (vide a Figura
5.8 (b)). Observam-se células aderidas no tecido lesado, e intensa rede de fibras colagenas
dispostas sobre a superficie da articulagdo, a qual ainda mantém grande porosidade.

Nos animais com 16 dias de aplicagio de laser (21 dias apés a indugdo da artrite)
observa-se a ocorréncia ainda de intensa proliferagdo celular na regido da lesdo, conforme
ilustrado na micrografia apresentada na Figura 5.8 (c). Nota-se a continuidade da aderéncia
e grande quantidade de ostedcitos, que podem estar telacionados com a degenera¢do ou
regeneragdo cartilaginosa. Os ostedcitos sio células achatadas em forma de améndoa, os
quais sdo essenciais para a manutengdo da matriz Gssea e sua morte ¢ seguida por
reabsorgiio da matriz [26]. Quando comparamos este grupo irradiado aos animais
inflamados que ndo sofreram nenhuma espécie de tratamento, nota-se que a rugosidade da
cartilagem articular apresenta melhora, embora apresente ainda grande porosidade e uma
extensa rede de fibras em toda a superficie da lesdo. O processo resultante do aumento da
degeneragdo articular promove a destruicio completa dos condrdcitos e da matriz
intracelular, o que justificaria a presenca destes tipos celulares [6, 7, 44, 58, 59]. Ja o
aspecto poroso permanente na cartilagem articular em todas as fases, deve estar relacionado
com o acometimento de tecidos subseqiientes ao cartilaginoso [60, 61]. O efeito

antinflamatorio do laser em patologias como a artrite € outros processos regenerativos
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favorecendo o reparo tecidual vem sendo evidenciado tanto clinicamente como em

laboratério [34, 44, 62-67].

Figura 5.8. (a, b, ¢). Imagens morfolégicas obtidas por MEV de cartilagens articulares inflamadas
apds a aplicagdo de laser de GaAs com doses digrias de 25 J/em?, em diferentes periodos (a) 2 dias de
aplicagdo de laser — a superficie da cartilagem (C) ndo é muito rregular, porém € totalmente coberta
por células sangtiineas (I) (200 X). (b) 9 dias de aplicagdio de laser — nesta fase a cartilagem (C) possui
uma textura de rede por causa da evidéncia das fibras colagenas (FC). Nao ¢ possivel notar a presenca
de células sangiiineas (1.600 X). (c) 16 dias de aplicacio de laser - nesta fase & possivel observar a
intensa proliferacfio de ostedcitos (OT) sobre toda a superficie da cartilagem (1.600 X).

O efeito bioestimulante de fatores de crescimento parece estar envolvido tanto em

situagdes in vive como in vitro [40, 68]. Como o laser nio produz aumento significativo da
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temperatura no tecido tratado, os beneficios promovidos pela fotoestimulagdo sdo
atribuidos a processos ndo térmicos, resultantes da interacdio ou absorcdo especifica dos
tecidos irradiados [69]. Plamgren e colaboradores [70] citaram que a estimulagio dos
macréfagos pela radiagio com laser induz a excitagio das células inflamatorias sinoviais,
que resultam na remogdo de células pelo complexo imunologico. As células irradiadas
sofrem mudangas como achatamento epitelial, perda intracelular e decréscimo na atividade
de infiltragio das células inflamatérias [26], bem como na razdo de sedimentagdo de
eritrocitos [71]. Heussler e colaboradores [71], citam ainda que, o laser de GaAs, promove
um mecanismo de reacdes fotoquimicas, particularmente nas mitocondrias. Possivelmente,
isto acontece por estimulacfio da respiragdo celular por oxidacdo dos fotoaceptores [69].
Virios autores estudaram o efeito da radiacfio laser em laboratério e verificaram alteragdes
nos indices de hemoglobina, plaquetas e células marcadoras de inflamacfo aguda [70, 72-
74].

A Tabela 5.1 resume qualitativamente a presenga dos diferentes tipos celulares

encontrados nas amostras irradiadas com diferentes lasers e diferentes doses.

- Tabela 5.1. Avaliagdo da quantidade de tipos celulares enc ontrados nas cartilagens, nos
(Itﬂ'rentes vr'upm upm mdugau da mﬂamawn e apm aplicagdo dos lasers de HeNe e GaAs
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5.5. Conclusoes

1) Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que, houve uma mobilizacio e
modificacfo importante nas caracteristicas celulares e estruturais da cartilagem lesada e
tratada pelos dois tipos de laser, onde o processo de reparo foi alterado;

2) Houve uma evidente estimulagfo celular promovida pelo laser, principalmente, com
relagio as células inflamatérias de defesa, proporcionando um provavel aumento no
efeito imune no processo de reparo da cartilagem articular;

3) Os efeitos da radiago com laser estiveram diretamente relacionados com a dose e o
tipo de laser aplicado;

4) O laser de HeNe pareceu ter efeito inibitéric no processo de inflamacio. Os melhores
resultados foram obtidos nos animais tratados com doses de 7,0 Jem?;

5) O laser de GaAs produziu efeito inibidor no processo inflamatério em algumas etapas
apenas, dependendp da dose e do tempe de aglica_géq;

O laser HeNe mostrou-se mais eficaz o processo de reparo da cartilagem articular.
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Capitulo VI

Resultados e discussdes da microscopia de forca atbmica

6.1. Introducio

A microscopia de forga atdmica (MFA) é uma técnica de analise morfologica
relativamente recente € muito poderosa. A MFA permite a realizagio de imagens sem a
necessidade de alguns dos procedimentos necessarios para a analise das amostras em
microscopios eletrdnicos convencionais (MEV). Seu principio de funcionamento
fundamenta-se nas medidas das forcas locais de adesfo e repulsdo entre a amostra ¢ uma
ponta de prova. A ponta de prova € em geral, um micro-cristal, com forma piramidal,
colado em uma micro-viga, feita de um material delgado e resistente. A micro-viga
funciona como um brago ¢ o micro-cristal como um dedo, que a0 “tocar” a amostra sofre
uma forca de adesdo ou de repulsfio, entortando a micro-viga. O conjunto micro-
viga/micro-cristal é feito de materiais duros (nitreto de silicio, silicio, diamante, etc.) e €
denominado na literatura técnica inglesa de “cantilever” [1-2]. A “imagem” da superficie
da amostra ¢ obtida ponto a ponto, com uma varredura da ponta sobre a superficie “linha
por linha”, como no caso do microscopio eletrdnico de varredura. O sistema de controle
permite que se faca a varredura por contacto, isto €, variando a altura da ponta em relagdo
ao plano horizontal, ou que se faca & varredura com a altura da ponta constante em relagéo
ao plano horizontal [3]. A micro-viga varre a superficic da amostra com um controle de
precisdo tridimensional muito preciso. Os movimentos tridimensionais s@o feitos pelo
auxilio da dilata¢o de cristais piezoelétricos, fixados no local de suporte das amostras. A
medida da forca de adesdo ou de repulsio ¢ feita medindo-se a distor¢fo da micro-viga com
o esforco, com um esquema de interferometria a laser. Com estes procedimentos
conseguem-se deslocamentos com resolugfio sub-nanométrica e a medida de forgas com

intensidade de nano Newton, ou menos [4-6].
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A imagem da amostra é obtida por meios computacionais a partir da matriz de
dados gerados no processo de varredura da ponta sobre a superficie da amostra. As cores
apresentadas so ficticias, o que ¢ perfeitamente justificado visto que a maioria das escalas
de amplificagdo das imagens é menor do que o comprimento de onda da luz visivel. A
imagem ¢ usualmente representada por uma figura tri-dimensional, ou bi-dimensional, onde
a tonalidade da cor indica a profundidade ou altura dos achados topogrificos das amostras.

A MFA também possui algumas limitagbes importantes. A principal delas é a
excessiva rugosidade das amostras. Amostras muito pontudas ou com grandes degraus
criam um problema geométrico de interpretacio. Por exemplo, as irregularidades da
amostra podem estar esbarrando na micro-viga ¢ ndo na micro-ponta, originando uma
informacio na imagem completamente falsa [7-9]. Neste caso, em geral, as distorgdes
podem ser perfeitamente identificadas sendo muito provavel também a quebra do
“cantilever”. Fantasmas na imagem também podem surgir quando a ponta de prova (micro-
cristal) € menos pontuda do que as estruturas presentes na superficie da amostra [10]. Estas
distor¢des também podem ser identificadas pela aparéncia de imagens da ponta de prova
refletidas na imagem da amostra. Outra limitag@o é que as vezes a amostra que se quer
analisar possui estruturas morfologicas cujas dimensdes estio muito acima das dimensdes
de escala das imagens obtidas nos microscopios de MFA. Portanto & recomendavel,
sempre que possivel, complementar as analises utilizando as capacidades de escala do
MEYV (por exemplo, para se ter uma visio macroscopica da amostra) com as capacidades
ultra-estruturais da MFA.

A microscopia de forga atdmica pode ser empregada na anélise de diversos tipos de
materiais, sendo particularmente indicada para a andlise de bioldgicos, pois permite
caracterizar as superficies das amostras “a fresco” ou seja, praticamente em seu estado
fisiolégico natural. A MFA tm sido empregada na anélise exploratéria de diversos tipos
de materiais e substincias, como por exemplo, andlises de seqiiéncia de DNA f11-12],
membranas biolégicas [13-16], proteinas [17], bactérias [18], colageno [19-21], ossos [22],
etc.

Neste Capitulo apresentamos as analises de MFA obtidas das cartilagens dos

diversos grupos de animais de controle e dos irradiados com lasers de HeNe e GaAs.
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6.2. Resultados e Discussdes

6.2.1 Grupos de controle sem inflamaco.

A Figura 6.1 apresenta imagens tipicas de AFM das cartilagens integras, dos grupos

de controle sem indugdo da inflamacio

Figura 6.1 Imagens de AFM tipicas da superficie da cartilagem sem inflamacgéo
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Podemos observar nas imagens que os feixes de fibras de colageno da cartilagem
hialina possuem arranjos paralelos e bem organizados. O didmetro das fibras & em torno de
100 nm, que € um valor dentro da faixa de didmetros descritos na literatura [23-24]. Estas
fibras de colageno apresentam composico quimica especial, sendo conhecidas como
colageno do tipo II ¢ sdo freqilentemente organizadas em bandas ou lamelas. Pode-se
observar que transversalmente algumas fibras apresentam uma estrutura de bandas
periddicas. O perfodo espacial destas bandas, medido nestas amostras, ¢ menor do que 100
nm. Pode-se verificar que em muitas fibras a periodicidade ¢ dificil de ser observada,
devido ao recobrimento do coldgeno com os proteoglicanos [2]. Alguns feixes aparecem
truncados, provavelmente devide ao corte das amostras, permitindo verificar que a secgio
transversal das fibras ¢ relativamente circular. Niio foram observadas caracteristicas
comparativamente diferentes entre as cartilagens laterais ou mediais. O ordenamento das
fibras corresponde ao que seria esperado pois a cartilagem integra apresenta-se “ lisa” ou
seja, com pequena rugosidade para o cumprir a sua funcfio fisiolégica deslizante na

articulagdo Ossea [24-26].

6.2.2 Grupos de controle com inflamacfio e sem aplicaciio de laser

As Figuras 6.2, 6.3, ¢ 6.4 apresentam as imagens de MFA da evolucdo temporal (7,
14 e 21 dias) da morfologia no pi'ocesso inflamatorio na cartilagem, sem nenhuma
aplicacdo de laser.

As imagens de MFA apresentadas na Figura 6.2 mostram que as estruturas das
cartilagens inflamadas apresentam alteragdes morfologicas bastante drasticas, guando
comparadas aos resultados morfolégicos das cartilagens ndo inflamadas (Figura 6.1).
Observa-se claramente que houve um grande aumento da rugosidade, com perda
praticamente completa da organiza¢do natural e orientada das fibrilas. Esta deterioraciio ¢

compativel com a dificuldade de mobilidade de marcha das cobaias ainda no biotério.
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Figura 6.2. [magens obtidas por microscopia de forga atdmica das microfibrilas de
colageno da cartilagem articular, em processo de inflamacdo 7 dias apos a indugéo da

artrite.

A seqiiéncia do processo inflamatério nos periodos de 14 dias e 21 dias apos
a inducdo da lesfio articular (Figuras 6.3 ¢ 6.4) mostra uma acentuagio temporal da
desorganizagio das fibras de colageno, com evidéncias de rupturas e de processos
degenerativos provavelmente ainda em curso. Além disto pode-se observar uma maior
dispersio nos valores dos didmetros das fibras, indicando provaveis alterac;oes nas fungdes

celulares geradoras da matriz.
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Figura 6.3. Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica das microfibrilas de
colageno da cartilagem articular, em processo de inflamagdo 14 dias apos a inducfo da

artrite.

As diferencas morfologicas se tornam mais evidentes quando as imagens das
Figuras 6.3 e 6.4 so comparadas com as morfologias da cartilagem ndo inflamada (Figura
6.1), cuyjo arranjo fibrilar ¢ muito mais compacto, formando um tecido de alta densidade
com as fibras alinhadas principalmente ao longo do plano da superficie cartilaginosa.

As medidas realizadas com as cartilagens inflamadas objetivaram estabelecer
padrOes para tornar possivel a posterior andlise comparativa destes resultados com as

mmagens das amostras que receberam as aplicacdes de laser.
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Figura 6.4. Imagens obtidas por microscopia de forga atdmica das microfibrilas de
colageno da cartilagem articular, em processo de inflamagio 21 dias apés a indugdio da

artrite.

Entretanto, devido a grande heterogeneidade da cartilagem articular, vista nas escala
da MFA, estes padrdes devem ser vistos apenas como referéncia para comparagdes semi-
qualitativas. As imagens apresentadas representam nas Figuras 6.2, 6.3 e 6.4. representam
portanto os resultados tipicos obtidos na morfologia do processo inflamatdrio. A
cartilagem articular apresenta em seu estado natural em forma de camadas sobrepostas e
unidas recobrindo as superficies articulares dos ossos [27, 28]. O processo degenerativo €
extremamente danoso, e piora com o passar do tempo, reduzindo a atividade funcional ea
marcha, conforme a evolugdo do processo inflamatério [29, 30], resultados estes

corroborados neste trabalho.
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6.2.3 Grupos de animais inflamados e com a aplicacdio de laser de HeNe.

As Figuras 6.5 a 6.13 mostram as imagens tipicas de MFA dos grupos de animais
que tiveram a inflamacdo induzida e a posterior aplicagdo de laser de HeNe. As Figuras
6.5, 6.6 ¢ 6.7 apresentam os resultados evolutivos (2 , 9 e 16 dias) dos grupos de animais
que receberam a aplicagfio da dose didria de 0,5 J/em? . Os conjuntos seguintes (Figuras
6.8, 6.9, 6.10 e Figuras 6.11, 6.12 e 6.13) correspondem também ao processo evolutivo mas

com aplicagdes de doses didrias de 7,0 J/em? e 50,0 J/om?, respectivamente.
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Figura 6.5. Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica das microfibrilas de
colageno da cartilagem articular inflamadas, apés a aplicacéio de laser de HeNe com doses

didrias de 0,5 J/em?, por 2 dias.
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A comparacdo das imagens que indicam a evolugfo do processo inflamatério das
cartilagens, entre os animais que ndo receberam radiago (Figuras 6.3, 6.6 € 6.7) ¢ 0s que
receberam a radiacio laser (Figuras 6.5, 6.6 e 6.7) indica que o laser na dose diaria de 0,5
J/em?2, mesmo com 16 dias de aplicagfio, ndio teve nenhum efeito aparente na interrupgdo do
processo inflamatério ou na regeneragdo da cartilagem lesada. Pode-se observar em todas
imagens a grande rugosidade da superficie, com quase nenhuma orientagio preferencial ou
uniformidade no didmetro das fibras de coldgeno. N#o conseguimos também observar a

estrutura das bandas do colageno.
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Figura 6.6. Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica das microfibrilas, de
coldgeno da cartilagem articular inflamadas, ap6s a aplicago de laser de HeNe com doses

didrias de 0,5 J/em?, por 9 dias
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Entretanto, os grupos de animais que receberam a dose didria de 7.0 J/em? jé
apresentaram bons resultados j& a partir do segundo dia de tratamento (vide a Figura 6.8).
Nota-se uma maior densidade de fibras entrelagadas na superficie, indicando uma superficie
cartilaginosa de alta densidade em formacfio. Com o aumento das doses verifica-se o
preenchimento das lacunas, com o progressivo aumento da densidade superficial.
Compare-se por exemplo, a imagem do canto superior esquerdo apresentada na Figura 6.8
(2 dias de laser), com a imagem também do canto supetior direito apresentada na Figura

6.10 (16 dias de iaser).
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Figura 6.7. Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica das microfibrilas de colageno
da cartilagem articular inflamadas, apds a aplicagdo de laser de HeNe com doses didrias de

0,5 J/em?, por 16 dias
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A aplicagdo didria de uma dose de laser maior (50,0 Jiem?2) aparentemente ndo
trouxe beneficios para a regeneragdo das cartilagens inflamadas, tanto para poucos dias de
aplicagiio (2 dias), quanto para perfodos mais longos (16 dias). Podemos observar no

processo evolutivo (Figuras 6.11, 6.12, e 6,13) a continuidade da morfologia da cartilagem

inflamada, com a fragmentac¢io ¢ desorganizagio das fibras.
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Figura 6.8. Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica das microfibrilas de coldgeno

da cartilagem articular inflamadas, apos a aplicagdo de laser de HeNe com doses diarias de
7.0 J/em?, por 2 dias

A correlagfio entre a estimulacio mecinica e aumento da espessura das fibrilas de

colageno e sua agregaciio com a dose de 7,0 J/em? ja é conhecida [3]. Esta conversio da
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deformago mecanica em carga na estrutura da molécula sugere a possibilidade de
interagdo da energia eletromagnética com a estrutura molecular do colageno {31-33].
Enwemeka e colaboradores [32] citaram que a interferéneia destes campos ocorre com a
atividade enzimatica dos tecidos e moléculas, e as cargas nas membranas e nas
biomoléculas modificam a eficiéncia de interacdo, promovendo diferencas nos produtos

finais de reagéio no tecido de reparo.
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Figura 6.9. Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica das microfibrilas de
colageno da cartilagem articular inflamadas, apés a aplicagdo de laser de HeNe com doses

didrias de 7,0 J/em?2, por 9 dias
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A transferéncia da radiacio para os tecidos é complexa. Anders e colaboradores
[33] citam que a transferéncia da radiagio depende ndo do aquecimento e sim das
propriedades opticas dos tecidos. As propriedades de absor¢io € 0 espathamento das ondas
podem modificar fortemente a resposta a uma dada exposi¢do, o que parece estar de acordo

com os resultados obtidos neste trabalho.
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" Figura 6.10. Imagens obtidas por microscopia de forga atdémica das microfibrilas de

éolégeno da cartilagem articular inflamadas, apos a aplicaclo de laser de HeNe com doses

digrias de 7,0 J/em?2, por 16 dias

Breugel e colaboradores {34] relataram que a radiacio de laser de HeNe produz

eventos fotofisicos que podem levar a ativagio ou inativagiio de enzimas, propriedades
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fisicas e quimicas celulares, principalmente pelo tempo de exposigdo e a dose utilizada.
Isto pode ativar uma cascata de reagSes quimicas, que modifiquem as respostas de fluxo
sangiiineo, permeabilidade vascular, proliferagio de fibroblastos, em fungdo das
modifica¢des no potencial de membrana. Hallman e colaboradores [35] citaram que h3

uma interagfo importante entre a luz coerente do laser de HeNe e as moléculas de colageno,

provavelmente envolvendo os fibroblastos.

g

Figura 6.11. Imagens obtidas por microscopia de forca atémica das microfibrilas de colageno
da cartilagem articular inflamadas, apés a aplicacio de laser de HeNe com doses didrias de
50J/cm?, por 2 dias
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A possivel melhora dos animais tratados com laser de HeNe, quando comparados
com os animais que ndo receberam o tratamento, pode estar relacionado com o aumento da
atividade piezoelétrica e piroelétrica do coldgeno com o laser [36]. Este fendmeno

provocaria modificagBes na conformagio molecular ou na configuracéo espacial dessas

substincias, o que desencadearia diferentes respostas [37].

Figura 6.12. Imagens obtidas por microscopia de for¢a atdmica das microfibrilas de coldgeno
da cartilagem articular inflamadas, apés a aplicagiio de laser de HeNe com doses diarias de 50

Jlem?, por 9 dias
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Esta atividade elétrica na estrutura da molécula, pode estar possivelmente
relacionada com a interago molecular do coldgeno e a energia eletromagnética [31, 38].
Estes resultados, segundo Karu [39] podem advir com a acdo priméria que o laser de fuz
visivel (HeNe) promove pois no caso o laser tem a¢d0 primariamente sobre a cadeia
respiratdira, elevando a producfo de NADPH e ATP mitocondrial. Secundariamente, esta
acdo pode ocorrer através da via enzimdtica, com elevagdes na produgiio de Na e H,

alterando os mecanismos de Na/K na céhila, pela atividade da enzima ATPase.
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Figura 6.13. Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica das microfibrilas de

colageno da 'cartilagem articular inflamadas, ap6s a aplicacdo de laser de HeNe com doses

didrias de 50 J/om?, per 16 dias
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Os resultados obtidos pela MFA, em relagdo aos efeitos positivos, negativos ou
in6cuos do laser na morfologia da cartilagem, foram compardveis com os resultados
observados nas analises de MEV. As imagens de MFA reforgam as observagOes anteriores
de que a agfo do laser de HeNe depende da dose didria aplicada, sendo que, no caso da

MFA os resultados mais positivos foram observados para as doses de 7,0 J/cm?2.

6.2.4 Grupos de animais inflamados e com a aplicacio de laser de GaAs.

A seqiiéncia de Figuras (de 6.14 a 6.22) mostram imagens tipicas de MFA dos
grupds de animais que tiveram a inflamacfio induzida e a posterior aplicagio de laser de
GaAs. As Figuras 6.14, 6.15 e 6.16 apresentam os resultados evolutivos (2 , 9 e 16 dias)
dos grupos de animais que receberam a aplicacio da dose diaria de 1,0 J/em? .

Os conjuntos seguintes (Figuras 6.17, 6.18, 6.19 e Figuras 6.20, 6.21 e 6.22)
correspondem também ao processo evolutivo mas com aplicagbes de doses didrias de 5,0
J/em2 e 25,0 Jem? , respectivamente. Neste estagio, as cartilagens estimuladas com o
laser de GaAs, pode-se observar a formagdo de grumos aglomerados com ondulagdes, e
intenso agrupamento das fibrilas.

A colegiio de imagens de MFA apresentada nesta seqiiéncia (da Figura 6.15 até a
Figura 6.19) indicam que a aplicagfio do laser de GaAs, em diferentes doses e em diferentes
periodos de aplicago, aparentemente ndo teve nenhuma influéncia evolutiva positiva no
processo de regeneracdo da cartilagem provocada pelo processo inflamatdrio.

A Figura 6.14 referente ao processo evolutivo com aplicagdo de laser na dose de
1,0 J/em? durante 2 dias nfo foi considerada por ser atipica. A falta de focalizagio nas
imagens da Figura 6.14 ndo permitiu identificar com definigfio as estruturas subjacentes e
isto dever ter ocorrido pelo excesso de 4gua existente na superficie da amostra, ou pelos
liquidos lubrificantes derivados da propria cartilagem. A ineficicia do laser de GaAs nesta
dose 1,0 J/em2 & confirmada pela Figura 6.16 onde se pode observar, na imagem do canto

superior esquerdo, que mesmo depois de 16 dias de aplicagfio ainda esta ocorrendo o
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descolamento de partes da cartilagem. Nesta imagem, provavelmente pode-se ver a

superficie do osso subcondral com o descolamento da cartilagem.

Figura 6.14. Imagens obtidas por microscopia de forca atémica das microfibrilas de
colageno da cartilagem articular inflamadas, apos a aplicacfio de laser de GaAs com doses

didrias de 1,0 J/cm?, por 2 dias.

A resposta biolégica ao tratamento laser esta relacionada com a cascata de reagfes
bioquimicas que ocorrem no citoplasma e na membrana celular a partir de fotorreceptores

nas mitocondrias [40-42].

50



L)

o

2
i

432

L=

Figura 6.15. Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica das microfibrilas de
colageno da cartilagem articular inflamadas, apos a aplicacio de laser de GaAs com doses

diarias de 1,0 J/em?, por 9 dias

Fulga e colaboradores [43] relataram que os efeitos positivos do tratamento com
laser de GaAs na artrite em ratos ocorrem pela acfio nos fibroblastos ¢ na resposta
promovida pelos macréfagos. Citaram ainda que os efeitos eram considerados satisfatorios
em doses mais altas. Calatrava e colaboradores [44] comparando os efeitos do tratamento
laser de HeNe com o laser de GaAs em coelhos, verificaram que o laser de GaAs mostrou
uma agio positiva na regeneracio da cartilagem hialina, enquanto que, © laser de HeNe
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promoven um efeito regenerativo no tecido fibrocartilaginoso, na recuperagio e

regeneracio da cartilagem articular.
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Figura 6.16. Imagens obtidas por microscopia de forca atbmica das microfibrilas de

colageno da cartilagem articular inflamadas, apés a aplicagfio de laser de GaAs com doses
didrias de 1,0 J/em2, por 16 dias

Schults e colaboradores [45] realizaram andlises histoquimica na cartilagem
inflamada e com a aplicagio vérias doses de laser de GaAs e conclufram que a aplicacéio de

altas doses ndo garantia uma resposta positiva na regeneracgio da cartilagem. Citaram ainda
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que, as methores doses para se obter resultados positivos na regeneragfio da cartilagem

estio por volta de 25 J/em?.

Figura 6.17. DImagens obtidas por microscopia de forca atdmica das microfibrilas de
colageno da cartilagem articular inflamadas, apés a aplica¢@o de laser de GaAs com doses

diarias de 5,0 J/em2, por 2 dias

Todas as amostras analisadas eram bastante rugosas, tornando dificil 4 analise por
MFA. Podemos exemplificar isto através das imagens mostradas na Figura 6.17. Nas
imagens superiores observam-se alguns riscos, indicando a tragio de material da propria
cartilagem pela ponta de prova. Nas imagens inferiores é evidente a mudanga do padrdo

das texturas. As imagens aparecem divididas horizontalmente indicando que o “cantilever”
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e ou a ponta tocaram em degraus muito altos da amostra, deslocando radicalmente a ponta

de prova da regifio de varredura nestas transic3es.
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Figura 6.18. Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica das nicrofibrilas de
colageno da cartilagem articular inflamadas, apés a aplicacio de laser de GaAs com doses

didrias de 5,0 J/em2, por 9 dias
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Figura 6.19. Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica das microfibrilas de
coldgeno da cartilagem articular inflamadas, apds a aplicaciio de laser de GaAs com doses

digrias de 5,0 J/em?2, por 16 dias
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Figura 6.20. Imagens obtidas por microscopia de forga atdmica das microfibrilas de

colageno da cartilagem articular inflamadas, apés a aplicaciio de laser de GaAs com doses

didrias de 25 J/em?, por 2 dias
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Figura 6.21. Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica das microfibrilas de
coldgeno da cartilagem articular inflamadas, apds-a aplicagio-de-laser de GaAs com doses

digrias de 25 Jem?, por 9 dias
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Figura 6.22. Imagens obtidas por microscopia de forga atomica das microfibrilas de

coldgeno da cartilagem articular inflamadas, apés a aplicacfo de laser de GaAs com doses

didrias de 25 Jiem?, por 16 dias

6.3. Conclusdes

O processo degenerativo de artrite & bastante complexo e portanto ¢ muito
interessante a utilizagfio de diversas técnicas de analise para que haja a possibilidade do

entendimento pelo menos parcial dos mecanismos envolvidos. A MFA ¢ uma ferramenta de
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analise morfologica muito poderosa € que pode trazer informagdes importantes sobre a agio
do laser sobre os mecanismos de regeneragfo da cartilagem. Entretanto, as analises sfo
predominantemente morfoldgicas e de dificil interpretagdo.

Através de nossas observagdes com a MFA podemos concluir que o laser de GaAs,
aparentemente, ndo apresentou nenhuma alteragio significativa na evolugio do quadro
degenerativo, pelo menos do ponto de vista morfologico ultraestrutural. Qutros efeitos,
como por exemplo, de adesfio e aglomeracio celular, também ndo puderam ser
evidenciados com clareza.

No caso do laser de HeNe foram observadas melhoras significativas, principalmente
no caso dos animais tratados com as doses diarias de a 7,0 JJem2. Doses muito menores
(0,5 J/em?) demonstraram quase que nenhuma significincia. No outro extremo, isto ¢,
doses muito maiores (50 J/cm?) também ndo houve methora na regeneracdo.

Podemos concluir que provavelmente existem mecanismos no processo de
regeneragio que sdo fotossensiveis para os fotons do laser de HeNe (luz visivel) e ndo
fotossensiveis para os fotons do laser de GaAs (infravermetho). Outra conclusfo € que, no
caso da radiagdo do laser de HeNe, os mecanismos de foto-regeneragiio da cartilagem
também dependem da dose didria aplicadas, sendo que doses pequenas aparentemente nao
conseguem desencadear nenhum processo regenerativo ¢ que doses grandes podem
desencadear processos regenerativos e degenerativos ao mesmo tempo, levando a
existéncia de uma dose Gtima para a regeneragfo. De acordo com os resultados observados
pela MFA a melhor dose é de 7,0 J/em?. evidentemente o valor 6timo pode estar na faixa

maior ou igual a 7,0 J/cmZ.
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Capitulo VII

Resultados da dosacem de hidroxiprolina nos animais

submetidos 3 aplicacio de lasers

7.1. Consideracdes Preliminares

No Capitulo Tl desta tese apresentamos uma introdugfio sobre a influéncia da
hidroxiprolina como constituinte na formagdo do coligeno e como indicador da
regeneracdo ou degeneragdo do coldgeno decorrentes das patologias ou das lesdes da
cartilagem articular. Neste Capitulo apresentamos os resultados experimentais da dosagem
de hidroxiprolina nos grupos de animais submetidos a diferentes tipos de lasers, em

diferentes doses e em diferentes periodos, apds a inducfo da inflamacdo.

7.2. Resultados e Discussies

7.2.1 Grupo de controle sem inflamaco e grupo de controle inflamado

mas sem aplicacio de laser

A Tabela 7.1 e a Figura 7.1 apresentam os resultados da dosagem de hidroxiprolina
medida nos grupos de animais de controle sem inflamag#o e com inflamaciio, em diferentes
estagios. Observa-se que o grupo que sofreu a inflamagfo durante mais tempo (Grupo de 21
dias ap6s a indugdo da artrite) apresenta uma maior concentragfo de hidroxiprolina, quando
comparado a qualquer outro grupo. J4 as diferencas do grupo de 7 dias depois da inducéio
de artrite com o grupo de controle sem inflamagfo sdo quase inexistentes. Mesmo assim,

comparando-se as médias totais ou os valores de cada grupo das concentragtes de
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hidroxiprolina pode-se observar que hd um crescimento com evolugdo do tempo da
inflamaco.

Este crescimento é praticamente inexistente no sétimo dia, detectavel no décimo
quarto dia, mas bem evidente, em todos os grupos, no final de 21 dias de inflamagdo. Os
resultados observados no presente trabalho sdo compativeis com as experiéncias de Geetha
e Varalakshmi [1] que também observaram um aumento crescente da hidroxiprolina depois

de 11 dias de inflamacio, em cartilagens de joelhos de ratos que sofreram a indugio da

artrite por injegdo de adjuvante de Freund.

a = diférente do grupo contrdie sem lesao.; b = diferente do grupo inflamado 7 dias; ¢ =
diferente do grupo inflamado 14 dias; d = diferente do grupo inflamado 21 dias

O aumento da concentracdo da hidroxiprolina nas cartilagens inflamadas com o
tempo pode ser associado ao desequilibric  entre os proteoglicanos ¢ 0 colageno[2].
Segundo Tanaka e colaboradores [3] esforgos ciclicos aplicados sobre a superficie da
cartilagem articular produzem nos condrécitos uma diminuicio na sintese dos
proteoglicanos. Setton e colaboradores [4] observaram que a deterioragdo da rede solida de
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proteoglicanos-coldgeno na superficie articular é o mecanismo predominante no desgaste
mecénico da articulagdo. No processo degenerativo ocorre o desprendimento entre os
proteoglicanos e o coldgeno, alterando a composicio da matriz extracelular e elevando 0

teor de hidroxiprolina, medido na cartilagem [5].

Figura 7.1. Niveis de hidroxiprolina (ug/mg do peso seco de cartilagem) dos animais
experimentais nos respectivos dias de sacrificio (0 = 7); resultados expressos em média.

A degeneragdo da cartilagem inflamada com o tempo € coerente com as
observacdes morfolégicaé feitas por microscopia eletrdnica de varredura e microscopia de
forga atdmica, descritos nos Capitulos V e VI,

Altman e colaboradores [6] indicam que a presenga de altas conceniracdes de
hidroxiprolina nas analises de cartilagem osteoartrftica, nio se deve necessariamente estar
relacionada com o aumento na sintese ou na producdic da mesma pela cartilagem, pois a
hidroxiprolina também pode aumentar devido & liberagio do coldgeno dos proteoglicanos,
causada pela abrasfo na ulceragfio da cartilagem articular,

Em condigBes normais ha um equilibrio entre o proteoglicano e o colageno, mas
devido 3 limitada irrigacio da cartilagem hialina, esta & sujeita freqlientemente em
processos degenerativos [7]. O processo mais comum & a calcificagdo da matriz provocada
pela deposigdo de fosfato de célcio sob a forma de cristais de hidroxiapatita, precedida por
um aumento de volume e morte das células [5, 8-10].

Segundo Li e colaboradores [11] a degradacio do proteoglicano ocorre na

cartilagem articular durante toda a vida, principalmente nos lisossomos. Os lisossomos
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liberam enzimas proteoliticas na matriz vizinha e despolimerizam os proteoglicanos pela
clivagem hidrolitica da estrutura protéica [1]. A catepsina K € a protease predominante. na
mediagio dos osteoclastos, no processo de remodelaciio da matriz extracelular. No
processo inflamatério da cartilagem articular a catepsina K estd acentuadamente elevada,
bem como, a concentragio de hidroxiprolina [7, 11, 12]. E provével que essa enzima seja a
responsavel pela perda de proteoglicanos, resultando na promogdo da les3o da cartilagem

articular {2, 11, 13}.
7.2.2 Grupo com aplicacdo de laser de HeNe.

As Tabelas 7.2, 7.3 ¢ 7.4 apresentam os valores de dosagem da hidroxiprolina para

os animais irradiados com laser de HeNe em doses de 0,5 Yemz2,. 7.0 J/em2.e 50,0 Jiem2,

respectivamente.

a = diferente do grupo controle sem lesdo; b = diferente do grupo inflamado 7 dias; ¢ =
diferente do grupo inflamado 14 dias; d = diferente do grupo inflamado 21 dias,
*diferente do grupo tratado 2 dias com a mesma dose, **diferente do grupo tratado 9
dias com a mesma dose; ***diferente do grupo tratado 16 dias com a mesma dose.
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Nos animais tratados com a dose de 0,5 Jem? (vide a Tabela 7.2 ¢ a Figura 7.2)
observa-se que depois de 2 ou de 9 dias de aplicacio de laser (ou 7 e 14 dias depois da
inje¢do do adjuvante), uma concentracio de hidroxiprolina praticamente da mesma ordem
que os valores das concentragdes obtidas nos animais de controle (Tabela 7.1).

Entretanto, depois de 16 dias de aplicacio de laser (ou 21 dias apds a indugfo)
ocorre uma diminuicdo significativa dos valores de hidroxiprolina quando comparados com
o grupo inflamado sem tratamento aos 21 dias (Tabela 7.1), além do valor também se

aproximar muito do grupo de controle sem lesdo.

a = diferente do grupo controle sem lesio; b = diferente do grupo inflamado 7 dias; c =
diferente do grupo inflamado 14 dias; d = diferente do grupo inflamado 21 dias;
*diferente do grupo tratado 2 dias com a mesma dose; **diferente do grupo tratado 9
dias com a mesma dose; ***diferente do grupo tratado 16 dias com a mesma dose

Nos animais tratados com doses de 7.0 J/cm2 (vide a Tabela 7.3 e o Grafico7.2),

verifica-se um aumento na produgfio de hidroxiprolina, principalmente com 9 dias de
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aplicagio de laser ou 14 dias apés a indugfio da artrite. Entretanto como o aumento das
aplicagdes para 16 (21 dias apés a induglo da artrite) a concentragdo de hidroxiprolina
ainda ¢ grande (28,54 ug/mg), mas é menor do que seria se a cartilagem ndo tivesse
recebido a aplicagdo do laser (37,36 pg/mg)..

Nos animais tratados com doses de 50,0 J/em? ( vide a Tabela 7.4 e o Figura 7.2)
todos os grupos apresentaram concentragdes de hidroxiprolina com valores maiores dos que
os obtidos na evolugio temporal das cartilagens inflamadas de controle. Comparando este
resultado com os resultados morfolégicos observados pela MEV, aparentemente neste caso,

o aumento da concentracio de hidroxiprolina pode nio ser devido a uma maior sintese de

coligeno, mas sim a maior perda dos proteoglicanos.

a = diferente do grupo controle sem leso; b = diferente do grupo inflamado 7 dias; ¢ =
diferente do grupo inflamado 14 dias; d = diferente do grupo inflamado 21 dias; *diferente do
grupo tratado 2 dias com a mesma dose, **diferente do grupo tratado 9 dias com a mesma
dose; ***diferente do grupo tratado 16 dias com a mesma dose.
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Figura 7.2. Niveis de hidroxiprolina (ug/mg do peso seco de cartilagem) dos animais
experimentais tratados com laser de HeNe com doses de 0,5 J/em?, nos respectivos dias de

sacrificio; (n = 7); resultados expressos em média..

Estudando os efeitos da radiacio laser de HeNe com doses de 8.5 JYem? em feridas,
Ghamsari e colaboradores [14] verificaram um aumento significativo na sintese de
colageno através do teor de hidroxiprolina, incluindo a diminuicdo da inflamagdo ¢ a
formagfo de edema. Miyajima e colaboradores [15] realizaram um estudo evolutivo do
tratamento de feridas com radiagiio com laser de HeNe com doses de 4 JfemZ, em ratos, e
verificaram um aumento significativo da concentracio de hidroxiprolina entre 10 ¢ 17 dias
apos o inicio do tratamento, estabelecendo um efeito bioestimulante satisfatorio, na
regeneragdo do tecido de colageno da escara. Reindel e colaboradores [16] citaram que,
em geral, o tecido de reparo na cartilagem articular necessita de células de adesfo, de
migracdo, de proliferacdo e de diferenciacfio da matriz extracelular,

Acredita-se que o GMPc no fibroblasto pode estar envolvido no processo de sintese
do procolégené [17]. A estruturacio da matriz depende da adesio dos compornentes
celulares entre si, ¢ com a propria matriz extracelular. Karu e colaboradores [18]

demonstraram que, as interagSes da superficie celular com outras células e com a matriz
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extracelular, estdo envolvidas na regulagio dos processos como crescimento celular ¢
diferenciagdo, morfogénese e divisdo celular.

A degradagio da cartilagem segundo Mow e colaboradores [19], realizada pelos
macréfagos pode ser estimulada pela liberagdo de citocinas, interteucina 1 e pelo fator de
necrose tumoral (TNF-u), elementos essenciais envolvidos na degradagfio promovida pela
inflamagdo na artrite, que irdo transformar os fatores de crescimento-p (TGF-B),
corticoesterdides e retindides, inibindo a sintese de protéica da cartilagem articular.

Alteragdes mecénicas na superficie da cartilagem afetam os condrécitos e alteram a
atividade do metabolismo anabélico e catabélico da cartilagem, que estdo envolvidos no
controle da manutengdo da integridade do tecido. O TGF-B, que € abundante nas lesdes
teciduais, funciona como uma sintonia fina na sintese de matriz extracelular dentro da
familia dos polipeptideos [17]. O ambiente proteolitico caracteristico das lesdes serve para
ativar o peptideo ou liberar das suas reservas na matriz extracelular, o que poderia facilitar
a sintese protéica na matriz, o que parece ter sido promovida pela radiagdo laser neste

trabalho.

7.2.3 Grupo com aplicacio de laser de GaAs.

As Tabelas 7.5, 7.6 e 7.7 ¢ a Figura 7.3 apresentam as concentragdes de
hidroxiprolina das cartilagens dos animais submetidos a aplicagio do laser de GaAs, em
diferentes doses e tempos, depois de cinco dias da indugfo da inflamaggo.

Quase que todos grupos de animais tratados com a dose diaria de 1,0 J/em? de
radiacdo do laser de GaAs (vide a Tabela 7.5 e a Figura 7.3) apresentaram concentragdes
um pouco acima das encontradas nos animais de controle com ¢ sem inflamagfo. A
excegdo foi o grupo de 16 dias de aplicagio de laser (21 dias depois da indugfo). Neste
grupo a concentragdo de hidroxiprolina ficou abaixo das concentragdes encontradas nos
controles (21 dias de inflamag&o sem tratamento, vide a tltima coluna da Tabela 7.1)
Resultados similares foram também observados nos grupos tratados com doses de 50

J/em2. As concentragdes dos animais tratados com 2 dias e 9 dias de aplicagfio sdo muito
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préoximas (levemente superiores) as concentracdes dos controles correspondentes (Tabela
7.1), mas com 16 dias de aplicagio ocorre uma inversdo, isto ¢, a concentracdo de

hidroxiprolina ¢ maior nas cartilagens dos animais que ndo receberam nenhum tratamento.

a = diferente do grupo controle sem lesdo; b = diferente do grupo inflamado 7 dias: ¢ =
diferente do grupo inflamado 14 dias; d = diferente do grupo inflamado 21 dias;
*diferente do grupo tratado 2 dias com a mesma dose, **diferente do grupo tratade 9

dias com a mesma dose; ***diferente do grupo tratado 16 dias com a mesma dose.

Ja no caso dos animais que receberam a aplicacfio de laser de GaAs com doses
diarias de 25,0 J/em? (vide a Tabela 7.7 e a Figura 7.3) foi possivel observar diferengas
significativas com 2 e 9 dias de aplicagdo de laser, quando comparados com os animais de

controle sem lesdo e sem tratamento (vide a Tabela 7.1). Nos animais com 16 dias de
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aplicagfo a concentragdo de hidroxiprolina também foi alta, mas inferior a concentragfio do

controle.

diferente do grupo inflamado 14 dias; d = diferente do grupo inflamado 21 dias;

*diferente do grupo tratado 2 dias com a mesma dose, **diferente do grupo tratado 9

dias com a mesma dose; ***diferente do grupo tratado 16 dias com a mesma dose.

Comparando os efeitos da dose de 25,0 T/em? com as doses de 1,0 e 5,0 Jem? do
mesmo tipo de laser, fica evidente que houve uma maior estimulagio bioquimica da
cartilagem lesada com a dose de 25,0 J/em?2.

Skinner e colaboradores [20] mostraram que o laser de GaAs a 1,0 J/em? estimula 2
acdo na formagdo dos fibroblastos pela produgiio do procoligeno através do aumento de
sintese de hidroxiprolina. Essa possibilidade de atuagdo do laser pode significar um potente
aliado no processo de reparo tecidual [21], aumentando a produgfio de colageno, o que pode
facilitar a sintese protéica pelas células na matriz extraceluiar..
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a = diferente do grupo controle sem lesdo; b = diferente do grupo inflamado 7 dias; ¢ =
diferente do grupo inflamado 14 dias; d = diferente do grupo inflamado 21 dias:
*diferente do grupo tratado 2 dias com a mesma dose, **diferente do grupo tratado 9
dias com a mesma dose; ***diferente do grupo tratado 16 dias com a mesma dose

Figura 7.3. Niveis de hidroxiprolina (pg/mg do peso seco de cartilagem) dos animais

experimentais tratados com laser de GaAs com 25 J/emZ, nos respectivos dias de
sacrificio (n = 7); resultados expressos em média.
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Altas concentracdes de hidroxiprolina encontradas na cartilagem articular, néo
indicam necessariamente, que o aumento de sintese de colageno, esteja sendo aiterado
favoravelmente em relaciio ao processo de reparo da superficie articular, e sim que 0
processo inflamatério poderia estar produzindo esta elevagdo, conforme observado na

literatura [3, 8, 13, 14, 19, 20, 21].

7.3. Conclusdes

A Tabela 7.8 resume nossas conclusdes semiquantitativas em relagio as alteracbes

das concentracdes de hidroxiprolina em fungfo do tipo de laser, dose e periodo de aplicagdo

nos processos inflamatérios decorrentes da indugdo de artrite na cartilagem articular.

Grupos Inflamagd  HeNe HeNe HeNe GaAs GaAs G
0 0.5 em2 7.0 Jem? 50 Jom2 1,0 em? 5,0 Yem? 25 J/em?

2 dias (7 d) + + + ++++ + + ++
9 dias (14 d) + 4 S+ ++ + + + o+ +
I6dias (21d) +++ ++ + + 4+ + + 4 +

+ = pouca concentracdo; + += concentracdo intermedidria; + ++ = alta concentracdo;
++ + + = excessiva concentragdo de hidroxiprolina.

Concluimos que ocorreram alteragdes na concentragdo de hidroxiprolina da
cartilagem inflamada através da aplicagio tanto do laser de HeNe quanto do laser de GaAs.
No caso das aplicacdes de laser de GaAs os resultados de aumento da concentragdo de
hidroxiprolina foram menos significantes do que os obtidos com a aplicagfo do laser de
HeNe. Os maiores aumentos na concentracio da hidroxiprolina foram obtidos com a
aplicagio de laser de HeNe na dose diaria de 50,0 Jfem?. O aumento da concentragdo de

hidroxiprolina pode propiciar o aumento da geragdo do colageno reparador do tecido
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cartilaginoso, mas nfo € uma condi¢do univoca, pois, 0 aumento da hidroxiprolina também
pode estar associado com a degeneragéio do coldgeno da cartilagem em um estado avangado
de inflamagdo. Neste sentido, doses altas de laser também podem ter um efeito de inibic8o

da recuperagdo do tecido cartilaginoso.
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Capitulo VIII

Resultados e discussido das anglises biomecanicas

8.1. Introducio

O tecido cartilaginoso tem a funcfio mecanica de suporte da articulagfo, absorcgo
dos choques do osso subcondral e protecdo dssea, podendo ser submetido a grandes
variagbes de cargas estaticas ou dindmicas [1,2]. A cartilagem serve principalmente de
juncdo, apoio e suporte das partes Osseas. Além de proteger as partes moles e os orgéos
vitais varios 0ssos as cartilagens também constituem parte dos sistemas de alavancas, que
aumentam a forga gerada pela contracdo muscular [31.

A tensdo, a compressfo, e as cargas multiaxiais aplicadas aos ossos ajudam a
compreender os efeitos de determinados exercicios sobre a articulacdo [1]. De modo geral,
todos os corpos sofrem deformagdes, quando submetidos a forgas de compressdo ou de
tragdo [4]. Apesar de sua alta resisténcia mecanica, o tecido dsseo é muito plastico, sendo
possivel remodelar sua forma em funcfo das forgas a que estd sendo submetido, mesmo que
sejam apenas as forcas de suporte do peso corporal [5].

Oloyede e Broom [3] observaram que as forgas externas aplicadas na cartilagem
articular t&m grande influéncia na variagdo das propriedades mecanicas relacionadas com o
alinhamento das fibrilas coldgenas. A estrutura do tecido cartilaginoso possui um arranjo
tridimensional das fibrilas, diretamente relacionadas ao suporte das tensdes promovidas
pelo peso corporal, além de grande quantidade de complexos de proteoglicanos hidratados,
que amortizam a rigidez da compressio [6-8]. Keaveny e colaboradores [9] afirmam que
ocorrem grandes variages na formacdo e na manuten¢do da arquitetura trabecular devido 3
heterogeneidade de aplicaciio de forgas durante a formagfio ossea, e que isto provoca
imprecisdo na comparaciio dos testes mecanicos.

Embora Soulhat e colaboradores [10] relatem que os mecanismos sinalizadores

celulares ¢ extracelulares, que desencadeiam a resposta da cartilagem para a reacdio as
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cargas aplicadas sejam ainda desconhecidos, Wu e colaboradores [1 1], sugerem que os
condrocitos tem um importante papel na sinalizagiio e regulagio da atividade da matriz da
cartilagem articular.

Hayes e colaboradores [12] afirmam que a arquitetura trabecular esta diretamente
relacionada com a 4rea de distribui¢io de estresse (compressdo repetida) na superficie
articular. Mow e Wang [13] observam que, os materiais duros € porosos do 0sso, sao
estruturados de tal forma que produzem a méxima resisténcia com um minimo de material,
e que, em sua forma e estrutura, os 0ss0s s&o programados evolutivamente para resistir da
maneira mais otimizada aos esforcos compressivos. Nuki [14] relata que mesmo o esfor¢o
produzido pelo peso excesso do peso corporal ou de atividades ocupacionais e esportivas
inadequadas, podem ser suficientes para promover alteragdes metabdlicas na formacéo do
colageno na articulagfo, levando a osteoartrite.

Como uma das fungdes da cartilagem ¢ distribuir a carga de compresséo, Cohen ¢
colaboradores [15] observam que o contato 6sseo aplicado por superficies articulares com
carga em excesso pode alterar a constituigo da cartilagem; como por exemplo, quantidade
de agua, de eletrdlitos, composigdo da matriz do colageno e dos proteoglicanos. Segundo
Oloyede e Broom [3] a deformacéio de cada parte Gssea € determinada pelo local de maior
compressdo e pelas condigdes elasticas do tecido.

Jacobs e colaboradores [16] demonstraram através de modelos matemdticos que
existem varios tipos de remodelamento do tecido dsseo adaptativos, € que os mecanismos
biologicos de reparo 6sseo podem ser determinados por estimulos de aplicagdo de estresse e
forca em locais especificos, provenientes da superficie da cartilagem articular. Keaveny ¢
colaboradores [17] observaram que os moédulos de tensdo e de compressdo (indentagéo
mecanica), sdo equivalentes tanto no osso cortical quanto no osso trabecular recoberto de
cartilagem. Porém, hd incertezas quanto & distdncia e o comportamento elastico para 0 0sso
trabecular, principalmente em relagio aos mecanismos de sedimentag#o.

Os mecanismos envolvidos nos processos de dor e de degeneragio da cartilagem
articular nos processos de artrite sdo complexos e bastante polémicos [18], pois a ruptura da
cartilagem no processo patologico da artrite € influenciada pelas mudancas na fixacdo dos
glicosaminoglicanos, pela desnaturacio do colégeno, pela perda da capacidade de reter

agua [6, 8]. Estes fatores somatizados diminuem a elasticidade da cartilagem e inibem seus
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mecanismos proprios de regeneracdo apos o desgaste promovide naturalmente pelos

esfor¢os mecanicos externos [19)].

As propriedades biomecanicas da cartilagem articular submetida a compressio
podem ser estudas pelo método de indentagio [20-26]. A Figura 8.1 apresenta um
diagrama esquemético de uma cartilagem articular submetida ao teste de indentacio
mecanica, onde o tecido (cartilagem hialina) ¢ comprimido por uma carga constante, rigida,
¢ ciclica, aplicada verticalmente sobre a cartilagem.

O procedimento de andlise de indentagfo ndo requer cuidados especiais para a
preparagio das amostras, permitindo que as propriedades da cartilagem no tecido dsseo

sejam analisadas em condi¢des muito proximas das condigdes encontradas fisiologicamente
[27-29].
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Figura 8.1. Diagrama esquemitico da cartilagem articular sendo submetida ao teste de
indentacdo mecénica. O tecido (cartilagem hialina) é comprimido por uma carga ciclica e

rigida (P») do indentador mecénico.
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8.2. Resultados e Discussoes

8.3. Grupos de controle sem inflamacfio e Grupos de controle com

inflamacio e sem aplicacio de laser

Turek [30] demonstrou que a camada superficial da cartilagem articular ¢ mais
rigida do que as camadas mais internas. Nesta regifio, embora a fibras do tecido
cartilaginoso sejam de didmetro pequeno, elas estdo intimamente agregadas em feixes sem
praticamente espago intermedidrio. Além disto sdo dispostas horizontalmente o que
aumenta a densidade do coldgeno unidade de volume. As camadas mais profundas sdo
menos rigidas, pois as fibrilas aumentam de didmetro com a profundidade tende tambeém
maior espagamento € menor orientagéo preferencial. [1, 13, 21].

Segundo Trock e colaboradores [19] a cartilagem tem maior resisténcia as cargas
aplicadas na direcdo normal do que as cargas aplicadas nas diregdes tangenciais. A
resisténcia da cartilagem articular normal depende da orientagdo e densidade do colageno
superficial, da profundidade das camadas cartilaginosas ¢ da quantidade de degeneragdo da
cartilagem nas édreas vizinhas [23-24]. A Figura 4.2 apresentada no Capitulo IV mostra o
esquema experimental utilizado para as medidas. Consideramos que a resisténcia das
amostras & por definicdo, a minima forga necessaria para a ruptura do osso [26-27].

O equipamento utilizado era mais favoravel para a medida da fratura 6ssea do que
para a medida da rigidez da cartilagem, devido a falta de sensibilidade no controle da carga
aplicada [21-29]. Além disso, durante a compressdo da cartilagem articular ocotre o
deslocamento de liquidos da cartilagem pela pressdo e pelo cisalhamento da cartilagem
superficial, também podendo comprometer o 0SSO subcondral, o que dificulta muito a
andlise dos resultados referentes ao tecido cartilaginoso.

Podemos observar que nos animais de controle sem les3o ou tratamento (Tabela 8.1
e Figura 8.1) que a rigidez da cartilagem articular tem maior valor para as regides dos
platds das tibias laterais, em ambas as pernas dos animais.  Esta diferenca pode estar
relacionada com as linhas de aplicagiio de carga para o movimento articular e para

sustentacdo do corpo dos animais[11, 29, 31, 32]. Ha uma diferenca, ndo muito
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significativa, indicando maior valor de rigidez para as cartilagens das patas direitas e em

comparacdo com cartilagens das patas esquerdas.

As mesmas observagdes feitas no paragrafo anterior podem ser aplicadas em relaco

aos animais de controle com inflamacdo (Tabela 8.2 e Figura 8.1). Pode-se observar
também que ndo ocorreram mudangas significativas na rigidez da cartilagem em fimcdo do
tempo de sacrificio, tanto para as cartilagens direitas (inflamadas) quanto para as

cartilagens esquerdas (ndo inflamadas).
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Figura 8.1. Resisténcia mecanica a compressao (Rigidez em N/mm) na porcéo lateral e
medial das tibias direita € esquerda, das cobaias experimentais do grupo de controle e 30s
7, 14 e 21 dias apds a indugéo da inflamagfo. Resultados expressos com valores médios.

7 Dias 232,08 £33,27

21 Dias 227,98 £3227 174,54 +£10,98 185,73 £ 8,59 160,88 £ 9,9

8.4. Grupo com inflamacio induzida e com aplicacio de laser de HeNe

A Tabela 8.3 e as Figuras 8.2, 8.3 ¢ 8.4 resumem os valores médios de rigidez da
cartilagem medidos nos diversos grupos de animais tratados com laser de HeNe, com

diferentes dosagens didrias e com diferentes periodos de aplicago, conforme indicado.
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16 dias 185,93 + 19,83

2dias  24531£39,53 227,68 £44,86™  232,57+2648 218,55 +30,08%

16 dias 207,67 £ 4,77 182,71£9,21 214,37 £ 27,49 195,27 + 8,6

2 dias 133,11 £24,25® 177,51+ 13,74 169,40 +9.41

16 dias 161,01 £36,56 170,99 £ 55 11 173,99 + 14,46 163,35 410,61

Pode-se observar que tanto para as doses de 0,5 J/em? como de 7,0 Jem? ocorreu
uma diminuicfo significativa da rigidez da cartilagem com o aumento dos periodos de
aplicagio tanto no platd lateral quanto no platd medial das tibias direitas, Observa-se
também o mesmo decréscimo evolutivo nas tibias esquerdas, utilizadas como controle.,
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Figura 8.2. Resisténcia mecanica a compressdo (Rigidez em N/mm) da superficie lateral ¢
medial das tibias, direita ¢ esquerda, em fungdo do ntmero de aplicacGes da radiagdo de
laser de HeNe, com doses de 0,5 J/em? iniciadas 5 dias depois da inje¢do do adjuvante
inflamatério. Resultados expressos com valores médios.

A partir destes resultados podemos concluir que houve alguma variaglio evolutiva
na experiéncia que influenciou tanto as tibias direitas (que receberam aplicagdes de laser)
quanto as tibias ndo inflamadas e ndo irradiadas com laser. Qs valores de rigidez
encontrados depois de 16 dias de aplicagio estéio levemente abaixo dos valores de rigidez

das cartilagens de controle sem inflamagdo (Tabela. 8.1 e Figura 8.1)

Figura 8.3. Resisténcia mecanica & compressdo (Rigidez em N/mm) da superficie lateral
o medial das tibias, direita e esquerda, em fun¢io do nimero de aplicagdes da radiagdo de
laser de HeNe com doses de 7,0 J/em? iniciadas 5 dias depois da injecio do adjuvante
inflamatério. Resultados expressos com valores médios.
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Ja no grupo irradiado com a dose de 50,0 J/em? (Tabela 8.3 ¢ Figura 8.4) pode-se
observar que as tibias de controle (esquerdas) ndo sofreram alteracdes na sua rigidez, tanto
lateral quando medial.. A manuten¢8o das caracteristicas dos controles neste grupo
permite, com seguranga, afirmar que houve um processo evolutivo favoravel nas tibias que
receberam a aplicagfo laser, pois a rigidez tanto da cartilagem lateral quanto medial tiveram
valores muito aumentados depois de 16 dias de aplicagdes quando comparados com os
valores depois de 2 dias de aplicacdes.

Os valores de rigidez das partes medial das tibias tratadas com 16 aplicagdes de
laser sdo muito proximos dos valores da rigidez das partes medial das tibias de controle,
sem inflamagdo induzida (terceira coluna da Tabela 8.1). Entretanto no caso da parte
lateral das tibias, os valores de rigidez obtidos apés o tratamento tem valores
significantemente menores do que as partes laterais das tibias de controle (segunda coluna

da Tabela 8.1).

Figura 8.4. Resisténcia mecnica a compressio (Rigidez em N/mm) da superficie lateral
¢ medial das tibias, direita e esquerda, em funcio do nimero de aplicagSes da radiacéo de
laser de HeNe com doses de 50,0 J/em? iniciadas 5 dias depois da injecdio do adjuvante
inflamatdrio. Resultados expressos com valores médios
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8.5. Grupo com inflamacéo induzida e com aplicagfio de laser de GaAs

A Tabela 8.4 e as Figuras 8.5, 8.6 ¢ 8.7 apresentam 0s valores médios da rigidez da
cartilagem medidos nos diversos grupos de animais tratados com laser de GaAs, com

diferentes dosagens didrias e com diferentes periodos de aplicagdo, conforme indicado.

Lateral

229,67 + 35,46 177,09 £ 9,51

16 dias 221,33 £29.27 188,04 £ 9,09 179,40 £ 12,95

2 dias 216,78 £24,28 190,42 +16,23 ® 206,39 + 16,76 171,98 £9,47

16 dias 238,07 £42,05 202,55 124,73 ab 184,15+ 11,84 175,41 £7,93

2 dias 220,50 £4334 206,48 £27,17 B 213,42 +15,39 188,19 + 14,28

16 dias 193,88 + 11,17 184,96 + 7,86 194,61 £8,74 178,28 £ 8,71




Pode-se observar que nas tibias de controle (esquerdas) ndo ocorreram mudancgas
evolutivas nos valores de rigidez das cartilagens tanto para as partes laterais quanto
mediais. Isto indica, que com excecfio do laser aplicado no joelho direito, nfo houve
nenhuma mudanga provocada por agentes externos durante o periodo da experiéncia.

Os valores médios encontrados também estdo significativamente proximos dos
valores encontrados nos animais que nfo sofreram nenhuma indugio de inflamacdio (vide as

duas nltimas colunas da Tabela 8.1).

Figura 8.5. Resisténcia mecénica a compressdo (Rigidez em N/mm) da superficie lateral
¢ medial das tibias, direita e esquerda, em fungfio do nimero de aplicagdes da radiacio de
laser de GaAs com doses de 1,0 J/em? iniciadas 5 dias depois da injegdo do adjuvante
inflamatorio. Resultados expressos em valores médios.

Em relagdo aos amimais irradiados, podemos observar na Tabela 8.4 que
praticamente ndo houve nenhuma alteragdio nos valores da rigidez das cartilagens da tibia
direita, seja em fungio do tempo ou em fungdo da dose do laser de GaAs. Qs valores
encontrados para a rigidez da parte lateral da cartilagem sfo significativamente muito
proximos dos valores obtidos para os animais com inflamacfio induzida e sem aplicacio de
laser (Tabela 8. 2, segunda e terceira coluna).

Os valores de rigidez das partes mediais das cartilagens que receberam a aplicagiio
de laser estio em média um pouco acima dos valores de controle inflamados, mas a
evolugio temporal também ndo apresenta nenhuma variagdo significativa para todas as

doses de laser empregadas.
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Figura 8.6. Resisténcia mecanica a compressdo (Rigidez em N/mm) da superficie lateral
e medial das tibias, direita e esquerda, em fung8o do nimero de aplicagdes da radiagio de
laser de GaAs com doses de 5,0 J/em? iniciadas 5 dias depois da injegio do adjuvante
inflamatério. Resultados expressos com valores médios.

Os resultados apresentados pela Tabela 8.4 indicam claramente que, do ponto de
vista de alteracdo da rigidez da cartilagem, o laser de GaAs nfio parece ter nenhuma
eficiéneia, de excitagdo ou de inibigo. Isto ndo significa que o laser de GaAs ndo tenha
nenhum efeito no processo regenerativo da cartilagem, conforme observado pelos outros

métodos de caracterizagio utilizados no presente trabalho.

Figura 8.7. Resisténcia mecénica & compressio (Rigidez em N/mm) da superficie lateral
e medial das tibias, direita e esquerda, em fungio do ndmero de aplicagdes da radiacdo de
laser de GaAs com doses de 25,0 J/em? iniciadas 5 dias depois da injecdio do adjuvante
inflamatdrio. Resultados expressos com valores médios.
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8.6. Conclusdes

Praticamente todos os resultados mostraram que a rigidez das partes laterais das
cartifagens € maior do que a rigidez das partes mediais, independente da orientagéo (direita
ou esquerda) da cartilagem. Esta diferenca estd provavelmente relacionada com as funces
fisiologicas da cartilagem do joelho. Pelo fato de termos feitos medidas independentes em
ambas as partes, as diferengas de integridade locais das cartilagens niio contribuiram paraa
dispersdo dos nossos pardmetros de medidas.

As medidas realizadas em vérios grupos sem inflamagfo e sem aplicagdo de laser
permitiram observar a repetibilidade das mesmas, com o estabelecimento de valores de
referéncia (Tabela 8.1), mesmo que os valores do desvio padrfio tenham sido altos.

A analise evolutiva das cartilagens com inflamagio e sem aplicagdo de laser
perritiram verificar que as diferengas nos valores de rigidez obtidos para os casos agudos
(7 dias) e casos cronicos (21 dias) ndo eram significativas (Tabela 8.2). Se supormos que
hajam diferencas criticas nas estruturas das cartilagens nestes dois casos, os resultados
apresentados na Tabela 8.2 indicam que provavelmente o teste da rigidez mecénica nfo &
sensivel para a detecglio destas variagdes, visto que foram obtidos valores evolutivos muito
préximos para os casos agudos e 0s casos cronicos. Portanto a sua aplicabilidade para
testes comparativos dos efeitos do laser na regeneragio induzida da cartilagem tem de ser
vistos com cautela.

Nas experiéncias com a aplicag8o de laser tivemos também o cuidado de utilizar a
cartilagem do joelho esquerdo como controle sem inflamagfio e sem irradiacdo de laser. No
caso da irradiacdo com laser de HeNe, este procedimento do controle com a cartilagem
esquerda permitiu observar mudancas que as mudancas evolutivas de decréscimo da rigidez
da cartilagem direita, nos grupos que receberam a aplicagio de doses de 0,5 e 7.0 Jem?;
ndo foi relevante, pois também houve decréscimo evolutivo nas cartilagens esquerdas, de
controle. Diferentemente disto, no caso dos grupos tratados com a dose de laser de 50
J/em?2; nfo houve mudanca evolutiva nas cartilagens esquerdas, o que nos permite afirmar
com seguran¢a que a evoluglo positiva observada nas cartilagens direitas pode estar

diretamente relacionada com mecanismos de regeneragfio induzidos pelo laser.
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Finalmente, em todos os grupos onde o laser de GaAs foi aplicado néo houve
nenhuma mudanca significativa nos valores medidos de rigidez, tanto das cartilagens
irradiadas quanto nas cartilagens de controle. Este resultado ndo significa que o laser de
GaAs nio tenha induzido nenhum mecanismo excitatrio ou inibidor ao processo evolutivo
da artrite, pois a medida da rigidez realizada em nossos procedimentos pode ndo ter
sensibilidade suficiente para correlacionar os estados de degeneragiio ou regeneragio da
cartilagem com a rigidez mecanica, conforme ficou claramente demonstrado com os

resultados apresentados pelos grupos de animais que foram apenas inflamados (Tabela 8.2).
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Capitulo IX

Consideracoes finais

Desde o inicio do presente trabalho de tese sabiamos que nfio seria uma tarefa ficil
visto que havia as dificuldades da escolha dos animais, do método de inducfio da
inflamagdo, do tipo e da dose de laser, dos métodos de caracterizagiio e da interpretacio dos
resultados, dentro de um contexto interdisciplinar que visava identificar se havia ou nio
influéncia das aplicacdes de laser de baixa energia foténica nos processos de artrite.

Tivemos o objetivo de realizar um trabalho eminentemente experimental, com ‘a
utilizacdo de todas as técnicas de caracterizacdo disponiveis. Ficamos agradecidos de
contar com a cooperagio de diversos profissionais que gentilmente nos ofereceram as
portas abertas de seus laboratérios e sua orientagdo como especialistas para que
pudéssemos trabathar com liberdade na composigio dos dados experimentais apresentados
ha presente tese. Pedimos escusas por qualquer erro ndo intencional nos procedimentos
laboratoriais, ou outros, pelos quais assumimos todas as responsabilidades.  Acreditamos
que nosso trabatho proporcionou resuitados muito interessantes, mas que devem ser
encarados como resultados de primeira ordem, no sentido de que colegas, no futuro
proximo possam aperfeicoa-lo.

Concluimos que o laser de HeNe tem influéncia nos mecanismos de regeneragfio da
cartilagem articular inflamada. Estes efeitos alteram os equilfbrios das reagdes bioquimicas

envolvidas no restabelecimento da estrutura danificada. Observa-se que existe uma dose
adequada (7,0 J/cm?2) para a promogdo da recuperacio e que doses majores (por exemplo

50 J/cmz) ndo tém efeitos positivos, mas inibidores. Isto significa que a dose de 7,0 J/cm?2
¢ uma boa dose mas ndo é a dose étima. Estudos mais refinados no futuro podem estudar
casos intermedidrios para encontrar o ponto de méxima excitagiio positiva. Evidentemente
que a dose em seres humanos deve ser diferente da dose dos animais experimentais, devido

as diferencas biologicas existentes. A aplicagdo do laser em nosso trabatho foi porntual,
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isto &, o feixe de laser incidia em uma regidio fixa. Trabalhos futuros poderiam explorar as
alteracBes regenerativas com a aplicagdo do laser varrendo toda a 4rea inflamada, de modo
a excitar toda a regido da articulaco.

Os resultados obtidos, em relagio & regeneracio com a aplicagio do laser de GaAs,
foram muito menos significativos.  Isto nos leva a crer que existem processos de
regeneragio foto-biologicos que sdo melhores excitados por lasers de maior energia de
féton, como € o caso do laser de HeNe.

Nio tivemos condi¢des laboratoriais para analisar a quantidade de leucocitos ou
outras células envolvidas nos mecanismos de defesa e regeneragdo. Seria muito
interessante poder medir a quantidade das células nas cartilagens inflamadas e compara-las
com as dos animais que receberam a aplicacéo de laser.

Observou-se bioquimicamente que as cartilagens inflamadas e também as que
receberam aplicacdes de laser, apresentaram variagGes na concentragio de hidroxiprolina.
Entretanto, na artrite, a concentragio elevada de hidroxiprolina ndo significa apenas o
aumento na sintese de coligeno. Embora a hidroxiprolina atue como um indicador da
sintese protéica, cla também pode estar relacionada com a agdo dos proteoglicanos que
liberam o coldgeno, proveniente do atrito na superficie articular. Verificamos que em
vérios casos, a aplicagio de laser provocou um aumento na concentragdo de hidroxiprolina.

Estudos futuros podem ser realizados, por exemplo, para quantificar a concentragdo
de proteoglicanos na superficie da cartilagem articular lesada ¢ da tratada, em relagdo com
os dados obtidos pela dosagem de hidroxiprolina. A utilizagdo concomitante de ambas as
dosagens é importante para a defini¢do do mecanismo de desgaste da cartilagem articular.
As condigdes em que os mecanismos da matriz extracelular estejam deteriorando ou
beneficiando a sintese do coligeno poderiam ser estabelecida de maneira mais univoca.

Finalmente gostaria de dizer que cada obsticulo encontrado no decorrer deste
trabalho de tese foi um desafio e um estimulo para a sua continuidade. Hé muito ainda que
ser feito e é nossa esperanca continuar neste trabalho e incentivar jovens pesquisadores a
nos ajudar nesta area.

Niio posso deixar de agradecer aqui a Deus ¢ a todos os meus amigos e professores,

sem os quais este trabatho ndo teria condiges de ser realizado. O meu “Muito Obrigado”.



