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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO

A cartilagem articular recobre a superficie 6ssea. Ela € composta por condrécitos
incorporados a uma matriz constituidas de proteoglicanos anidnicos altamente hidratados e uma
rede de fibrilas de colageno. A cartilagem € avascular e os nutrientes sdo difundidos pela matriz.
A cartilagem possui varias funcgdes e a principal € permitir o deslizamento de um 0sso no outro
favorecendo o movimento. Existem trés tipos principais de cartilagem: a hialina, a eléstica e a
fibrocartilagem, sendo a hialina e a fibrocartilagem as mais importantes dentro das articulares
(BAYAT et al; 2004). O processo de cicatrizagdo tecidual é muito complexo e envolve
inimeros efeitos bioldgicos, tais como alteracdes vasculares e celulares (BUSNARDO,
BIONDO-SIMOES; 2010).

A laserterapia € utilizada com o intuito de promover bioestimulacdo, agindo como
analgésico e anti-inflamatério, promovendo a cicatrizacdo tecidual. De acordo com varios
estudos realizados em humanos e animais, observou-se a recuperacgdo da cartilagem articular,
dos tecidos moles adjacentes, menor reacdo inflamatdria, melhora no arranjo das fibras
coladgenas, aumento da sintese de colageno, modulacdo e maturacdo de colageno recém
formado, inducdo da neovascularizagdo e tecidos com menor grau de degeneragdo (DINIZ;

2014).






2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 APLICACOES TERAPEUTICAS DO LASER

O laser tem sido cada vez mais utilizado para tratamentos de reducédo de inflamacéo e
dores, pois os resultados sdo de grande efeito. Seu uso & muito recomendado para artrites,
artroses e p6s operatorios. Outra grande vantagem do laser é com relacdo a cicatrizacdo de
feridas (MATERA et al; 2003).

Os diferentes lasers sdo caracterizados pelo comprimento de onda dentro do espectro
eletromagnético da luz que é determinado pela fonte do laser e pelo meio ativo, sendo definido
pela distancia que o foton percorre enquanto o campo elétrico completa uma oscilagdo. As
caracteristicas e formas de interagdo laser-tecido — fotocoagulacéo, fotodisrupcao, fotoablagéo
ou fotoquimica sdo determinadas pelo comprimento de onda juntamente com o tempo de
exposicao, densidade de poténcia e densidade de energia. Tais caracteristicas determinam a
absorcdo da energia que € diferente entre cada tecido do organismo (AMBROSIO JUNIOR;
2011).

O laser de baixa poténcia pode ter efeito fisioterapico, fundamentados na sua acdo
vasodilatadora, com melhora da circulagdo e aumento da oxigenacao, aporte de nutrientes e
retirada de catab6litos. Também promove modificagdes na pressao hidrostatica, favorecendo
reabsorcéo de edemas (RODRIGUES, 2004).

Os tecidos moles levam em média 7 a 10 dias para serem reparados e 0s tecidos
tendineos, em torno de 6 semanas. Durante este periodo estes devem ficar protegidos por
imobilizacdo, o que em longos periodos podem causar atrofia muscular, rigidez, atrofia e
ulceracédo da cartilagem articular, osteoartrite, re-ruptura e tromboflebite. Estas complicac6es
retardam a reabilitacdo no pds-operatorio. Nestas situagdes, o laser tem sido aplicado com o

objetivo de melhorar o tempo e a qualidade da cicatrizagdo (ENWEMEKA; REDDY, 2000).
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O tecido 6sseo possui uma capacidade singular de promover reparacédo tecidual. Apos a
lesdo, consegue formar um novo tecido altamente organizado, muito semelhante a estrutura
original, porém esta capacidade é limitada a extensdo da leséo. Lesdes maiores exigem algum
tipo de estimulacdo, como a laserterapia ou reparo com material sintético para acelerar o
processo de reparacdo (ABREU, 2012).

As lesBes de cartilagem articular superficial possuem pouca capacidade intrinseca de
reparacgdo, por ser um tecido desprovido de vasos sanguineos e dependente da vascularizacdo
da medula 6ssea para que haja migracdo das células mesenquimais, responsaveis pela
reparacdo. Na lesdo profunda, a reparacéo é bastante exuberante e rapida, mas o problema esta
no tipo de tecido que ira preencher a lesdo, que tende a ter caracteristicas fibrosas (LIMONGE
et al, 2007).

O laser tem sido usado também para tratamento em tecidos duros, como osteointegracao
de implantes dentérios (JAKSE et al, 2007). Na odontologia, o laser é utilizado também em
disfuncGes temporomandibulares para alivio da dor e restauracdo da funcdo normal (KATO et
al, 2006). Segundo KAWAZAKI E SHIMIZU (2000), o uso do laser pode reduzir também o
tempo de tratamento com aparelhos ortodonticos, ja que acelera a remodelacédo 6ssea.

CARVALHO et al (2006), estudou a utilizacdo do laser HeNe (Hélio Nebnio) na
reparacdo de feridas cutaneas de ratos diabéticos e ndo diabéticos. Os resultados encontrados
sdo bastante animadores ja que os animais tratados com laser tiveram aumento do percentual
de colageno e das fibras colagenas nas feridas tanto dos diabéticos como dos ndo diabéticos
guando comparados aos néo tratados.

Segundo BUSNARDO & BIONDO-SIMOES (2010), foi observado que a
fotoestimulacéo pelo laser HeNe em ratos influencia a funcdo dos macréfagos na producdo de
fatores de crescimento, 0s quais aumentam a replicagdo celular. Em situacdes de deficiéncia

cicatricial, como acontece em casos de isquemia, diabetes e mesmo Ulceras de pressdo, a
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irradiagdo com laser de baixa intensidade poderia ser uma alternativa de recuperacdo ja que
reduziu a inflamag&o em todos os periodos avaliados e aumentou a deposi¢do de colageno.

De acordo com SILVA et al (2013), o laser promove répida iniciagdo da fase
inflamatoria, antecipando a reparacdo tecidual e aumentando a sintese de coldgeno. Quanto
mais cedo cessar a fase inflamatoria, mais cedo inicia-se a fase reparadora. Em seu estudo, ratos
tratados com laserterapia apds enxertos iniciaram a epitelizacdo da area mais rapidamente do
que os animais que nao receberam a laserterapia.

A proliferagdo celular e deposicao de sais de célcio determinam a regeneracao do tecido
0sseo e restabelecem sua forma e funcionalidade. Quando a regeneracdo ¢ssea nao ocorre da
forma esperada, torna-se necessario o uso de técnicas coadjuvantes para auxiliar esta reparacéo,
sendo o laser de baixa poténcia uma técnica ndo invasiva que tem se mostrado eficiente na
aceleracdo do mecanismo de cicatrizacdo éssea, além de contribuir para diminuir a dor e 0
edema local (APOLINARIO et al, 2011).

2.2 CICATRIZAC;AO DA CARTILAGEM

O tecido cartilaginoso é formado pelos condrdcitos, células secretoras de colageno,
proteoglicanos e possuem capacidade de auto-reproducdo, promovendo a renovagdo constante
da matriz. Os condrécitos sdo alojados em lacunas e rodeados por uma rede eléstica
tridimensional de fibras de colageno embebida em meio intersticial composto por
polissacarideos sulfatados, associados a proteinas e solucdo aquosa de eletrolitos, a matriz
extracelular. Esta matriz da cartilagem hialina é formada por fibras de colageno e proteoglicano.
As moléculas de proteoglicano ligam-se quimicamente ao colageno e esta associacdo é
responsavel por conferir elasticidade e resisténcia da cartilagem a pressdes, que dependem de
dois fatores: a interagdo do colageno com os proteoglicanos, através das ligacbes entre 0s
grupos sulfatos dos glicosaminoglicanos e grupos basicos do colageno, e a turgescéncia da

matriz cartilaginosa, pela intensa hidrofilia dos glicosaminoglicanos. O alto teor de agua de
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solvatacdo ligada aos grupamentos negativos dos glicosaminoglicanos atua como mola
biomecanica, absorvendo choques, de grande importancia funcional para as cartilagens
articulares (OLIVEIRA et al, 2006).

A cartilagem articular apresenta variacdes em suas caracteristicas de acordo com as
camadas que a formam. Estas diferengas sdo de variacOes da quantidade e componentes da
matriz e dos condrdcitos, o que confere as caracteristicas biomecéanicas de acordo com a regiao.
Por estas diferencas pode-se dividir em quatro camadas: superficial, média, profunda e
calcificada, sendo que suas espessuras podem variar bastante conforme a regido (RENNER et
al, 2005).

Lesdes na cartilagem articular podem ser geradas ao curso de doengas comuns como a
osteoartrite, em conjunto com um grande nimero de doencas genéticas ou metabolicas como a
acromegalia, a doenca de Paget, a sindrome de Stickler e a hemofilia, e como resultado de
traumas direta ou indiretamente relacionados a fraturas intra-articulares e impactos de alta
intensidade. Estas lesbes geralmente ndo se curam, ou se curam parcialmente sob certas
condicBes bioldgicas. Podem gerar dores articulares, travamentos e funcdo reduzida da
articulacdo, podendo levar a problemas graves (HUNZIKER; 2002).

No processo de artrose hd desagregacdo desse equilibrio e a desestruturacdo da
cartilagem ocorre pela sua fragmentacdo, que resulta na liberacdo de enzimas degradadoras da
matriz pelos condrécitos (MEIRELLES; 2011).

As lesdes da cartilagem apresentam diferentes tipos de respostas, de acordo com a
profundidade. Uma lesdo condral pode ser superficial (parcial, até a zona média) ou ruptura
completa (por todas as camadas da cartilagem). Ambas séo reparadas de maneira semelhante,
mas o defeito completo tem maior chance de evoluir para uma osteoartrite do que o superficial,
que ndo possui vascularizagdo prépria. Existe também o defeito osteocondral, um tipo de lesdo

que penetra a cartilagem desde a superficie articular até a placa subcondral. Na cicatrizacdo da
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lesdo condral, ndo existe migracdo de células inflamatorias, células tronco ou vascularizacéo da
rede fibrosa durante a fase de remodelamento. Os condrdcitos migram através da matriz,
alinham-se na parede do defeito e proliferam-se para auxiliar no reparo, mas este processo é
restrito, pois os Unicos condracitos disponiveis para o reparo serdo os que estdo proéximos no
momento da lesdo (RENNER, 2005; DEL CARLO et al; 2007).

RODRIGUES (2004), ao estudar a cicatrizacdo de defeitos osteocondrais na cabeca do
umero de cdes, demonstrou que em defeitos profundos de cartilagem, as células mesenquimais
sdo transformadas em cartilagem hialina devido a processos mitéticos. Mas ap6s 12 meses, este
tecido tornou-se mais fibroso que cartilaginoso, tendo as camadas superficiais aspecto de
fibrocartilagem.

A cicatrizacdo da cartilagem articular varia de acordo com a espécie e a idade do animal.
Em coelhos, por exemplo, 0 tempo desta cicatrizacdo pode variar de 4 a 6 meses. A variacao
deste tempo devido a idade do animal deve-se a mudancas que ocorrem na matriz cartilaginosa,
nas células e no conteudo lipidico local ao longo do tempo (REINHOLZ et al, 2004).

De acordo com LIMONGE et al (2007), ao estudar microscopicamente o efeito laser
de baixa poténcia na reparacdo de defeito osteocondral na cabega do Umero, ressaltou que esta
terapia possui acdo vasodilatadora, pré capilar e capilar, melhorando a circulacéo, a oxigenacéo,
0 aporte nutricional e a retirada de catabdlitos, promovendo alteracfes na pressdo hidrostatica,
evitando edemas e regenerando o tecido pelo aumento do metabolismo. Em seu estudo, a
aplicacdo do laser de baixa poténcia AsGa (Arsenéto de Galio) apresentou efeito analgésico
rapido, levando os cdes a deambularem 21 dias ap0s o tratamento e observou histologicamente
aumento da vascularizacdo na regido da leséo, potencializando a osteogénese e a reparagdo com

tecido fibrocartilaginoso.
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CAPITULO 2

Efeito do laser de baixa poténcia na reparacao de defeito osteocondral em

coelhos

Effect of low-power laser on the repair of osteochondral defect in rabbits

RESUMO

O laser de baixa poténcia tem sido estudado como meio adjuvante no processo de cicatrizacéo
de diversos tipos de tecido. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar
histologicamente os efeitos da aplicagdo do laser de baixa poténcia na cicatrizagao osteocondral
em coelhos. Foi avaliado o processo de reparacdo de defeito osteocondral experimental no
joelho de 60 coelhos da raga Nova Zelandia, divididos em grupos tratado (G1) e controle (G2).
Os animais do grupo tratado receberam aplicacdo do laser de baixa poténcia em intervalos pré
determinados até o 56° dia de pOs operatorio. Observou-se que o laser de baixa poténcia
otimizou o processo de reparacdo estimulando a vascularizacdo, a proliferacdo de células
mesenquimais, a osteogénese e condrogénese. Concluiu-se que a aplicacdo do laser de baixa
poténcia, no modelo proposto, contribuiu para a celeridade do processo de reparacdo do defeito
osteocondral, modulando a resposta inflamatoria, estimulando a vascularizacdo e a migracao
de células mesenquimais para a area da lesdo e, consequentemente, potencializando o
crescimento cartilaginoso e 6sseo em todos 0os momentos de observacgdo, quando comparado
com o grupo néo tratado.

Palavras-chave: cicatrizagdo osteocondral, laserterapia, reparacéo tecidual.

ABSTRACT
The low-power laser has been studied as an adjuvant in the healing process of various types of
tissue. This work was developed with the objective of histologically evaluating the effects of

low power laser application on osteochondral healing in rabbits. The process of repair of
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experimental osteochondral defect in the knee of 60 New Zealand rabbits, divided into treated
(G1) and control (G2) groups. The animals in the treated group received low power laser at
predetermined intervals up to the 56" postoperative day. It was observed that the low-power
laser optimized the repair process by stimulating vascularization, proliferation of mesenchymal
cells, osteogenesis and chondrogenesis. The application of low power laser in the proposed
model, contributed to the speed of the repair process of osteochondral defect, modulating the
inflammatory response, stimulating the vascularization and migration of mesenchymal cells to
the lesion area and, consequently, potentiating cartilage and bone growth at all moments of
observation when compared to the untreated group.

Keywords: tissue repair, lasertherapy, osteochondral healing

INTRODUCAO

O laser de baixa poténcia tem sido estudado como técnica fisioterapica e como método
de reparagdo tecidual pelas suas propriedades bioestimuladoras, ativando a circulagdo e
promovendo aumento da oxigenacdo, melhorando o aporte de nutrientes e a retirada de
catabdlitos do tecido lesionado. Também promove modificagdes na pressdao hidrostatica,
favorecendo a reabsor¢do do edema. Os fotons emitidos pelo laser sdo convertidos em energias
quimica e cinética dentro da célula, modificando a permeabilidade da membrana celular e
aumentando a formacdao de 6xido nitrico. O incremento do metabolismo oxidativo pode resultar
em um aumento da sintese de ATP (glicolise e fosforilacdo oxidativa), o que leva a uma melhora
na fungdo celular. H& um aumento na resposta imune, com ativagdo dos linfécitos T e
macrofagos. H4, também, um aumento nos niveis de endorfina e uma diminuicdo paralela da
bradicinina, resultando em alivio da dor (ARAUJO; MEJIA, 2010; OLIVEIRA et al., 2013;

DINIZ, 2014).
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BUSNARDO & BIONDO-SIMOES (2010), ao estudarem o efeito do laser HeNe (Hélio
Neonio) na cicatrizacdo de feridas cutaneas de ratos, observaram que a fotoestimulacdo
influenciou a funcdo dos macrofagos na producdo de fatores de crescimento, 0s quais
aumentaram a replicacdo celular, diminuiram a inflamagdo e aumentaram a deposicdo de
coldgeno em todos os periodos avaliados. Em situacdes de deficiéncia cicatricial, como
acontece em casos de isquemia, diabetes e mesmo Ulceras de pressdo, a irradiagdo com laser de
baixa intensidade poderia ser uma alternativa de recuperacao.

De acordo com SILVA et al, (2013), ao pesquisar o efeito do laser de baixa poténcia
sobre o processo inflamatério, a cicatrizacdo e epitelizacdo de enxertos cutaneos por semeadura
em ratos, 0s autores concluiram que os animais tratados apresentaram rapida iniciacdo da fase
inflamatoria e da fase de reparagdo tecidual, tendo verificado significativo aumento da sintese
de colageno, em compara¢do ao grupo nao tratado.

A cartilagem articular recobre a superficie éssea. Ela é composta por condrdcitos
incorporados a uma matriz constituida de proteoglicanos aniénicos altamente hidratados e uma
rede de fibrilas de colageno (BAYAT et al, 2004).

A cicatrizacdo da cartilagem articular varia de acordo com a espécie e a idade do animal.
Em coelhos, segundo REINHOLZ et al (2004), o tempo desta cicatrizacdo pode variar de 4 a 6
meses. A variacao deste tempo da-se devido a idade do animal deve-se a mudancas que ocorrem
na matriz cartilaginosa, nas células e no conteddo lipidico local ao longo do tempo. A
cartilagem é avascular e os nutrientes sdo difundidos pela matriz. A cartilagem possui varias
funcdes, sendo a principal permitir o deslizamento de um 0sso sobre o outro sem atrito. Existem
trés tipos principais de cartilagem: hialina, elastica e fibrocartilagem, sendo a hialina e a
fibrocartilagem as mais importantes entre as articulares.

As lesdes de cartilagem articular superficial, possuem pouca capacidade intrinseca de

reparacgdo, por ser um tecido desprovido de vasos sanguineos e dependente da vasculariza¢do






19

da medula 6ssea para que haja migracdo das células mesenquimais, responsaveis pela
reparacdo. Na lesdo profunda, a reparacéo é bastante exuberante e rapida, mas o problema esta
no tipo de tecido que ira preencher a lesdo, que tende a ter caracteristicas fibrosas (LIMONGE
et al, 2007).

Lesdes na cartilagem articular podem ser gerados ao curso de doengas comuns como a
osteoartrite, em conjunto com um grande nimero de doencas genéticas ou metabolicas como a
acromegalia, a doenca de Paget, a sindrome de Stickler e a hemofilia, e como resultado de
traumas relacionados a fraturas intra-articulares e impactos de alta intensidade sobre a
articulacdo. Estas lesbes geralmente ndo se curam, ou se curam parcialmente sob certas
condicBes bioldgicas, podendo gerar dores articulares, travamentos e funcdo reduzida da
articulacdo (HUNZIKER, 2002).

No processo de artrose ha desagregacao desse equilibrio e desestruturacao da cartilagem
que ocorre pela sua fragmentacgéo, resultando na liberagdo de enzimas degradadoras da matriz
pelos condrécitos (MEIRELLES, 2011).

De acordo com LIMONGE et al (2007), ao estudarem os efeitos do laser de baixa
poténcia na reparacao de defeito osteocondral da cabega do Umero de caes, observaram melhora
na circulacdo, oxigenacao, aporte nutricional e na retirada de catabdlitos, o que promoveu
alteracOes na pressdo hidrostatica, tendo evitado edema e contribuido para a regeneracdo do
tecido pelo aumento do metabolismo, devido a acdo vasodilatadora. Observaram, atravées da
anélise microscépica, aumento da vascularizacdo na regido da lesdo, potencializando a
osteogénese e a reparacao com tecido fibrocartilaginoso. A aplicacdo do laser de baixa poténcia
AsGa (Arsenéto Galio) apresentou efeito analgésico rapido, levando os cdes a deambularem 21
dias apds o tratamento.

O objetivo deste estudo foi avaliar microscopicamente o efeito do laser de baixa

poténcia na cicatrizagdo de defeito osteocondral em joelho de coelho.
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MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 60 coelhos da raca Nova Zelandia, 30 machos e 30 fémeas,
clinicamente sadios, com idade média de 6 meses, sem distin¢do de cor da pelagem e com peso
médio de 3,0 kg £ 0,1 kg. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais 60x60cm durante
todo o experimento, com &gua e racdo balanceada.

Os animais foram distribuidos, aletoriamente, em 2 grupos com 30 animais cada,
denominados G1 (grupo tratado) e G2 (grupo controle). Os 30 animais de cada grupo foram
novamente divididos em 6 subgrupos de 5 animais cada, de acordo com 0 momento de
avaliacdo e colheita dos materiais necessarios para analise em T1 (3 dias); T2 (7 dias); T3 (14
dias); T4 (28 dias) T5 (42 dias) e T6 (56 dias).

Com os animais previamente anestesiados com uma mistura de cloridrato de xilazina
(5 mg/Kg) e cetamina (30 mg/Kg), acessou-se a articulacdo fémuro-tibio-patelar direita,
através de uma incisdo parapatelar lateral. Com a articulacdo aberta, procedeu-se a tracao
medial da patela e exposi¢do do sulco troclear. Com o auxilio de uma broca de ago de 3 mm
de diametro, procedeu-se a perfuracdo de um orificio osteocondral de didmetro igual ao da
broca, com 3 mm de profundidade, no centro do suco troclear. Ao final deste procedimento o
orificio e a articulagdo foram lavados com solucdo fisioldgica estéril com o objetivo de eliminar
o material proveniente da perfuragdo. Em seguida, a patela foi reposicionada e a cépsula
articular e os demais planos cirargicos suturados com fio monofilamentado sintético nao
absorvivel nylon 3-0.

Durante os 10 primeiros dias de pds-operatério os animais foram medicados com o
antibiético enrofloxacina na dose de 7,5 mg/Kg, a cada 24 horas e com o anti-inflamatorio e
analgésico meloxicam na dose de 0,2 mg/Kg, a cada 24 horas. Realizou-se limpeza diaria da

ferida cirdrgica com clorexidina topica 2%, até a retirada dos pontos, aos 10 dias.
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Finalizado o procedimento cirurgico, os animais do grupo tratado (G1) receberam a
primeira aplicagdo do laser de baixa poténcia (poténcia Gtil do emissor de 100mW e
comprimento de onda de 660 nm), meio ativo InGaAlIP (indio Galio Aluminio Fésforo). O laser
foi aplicado por 60 segundos, sendo uma aplicagdo de 30 segundos sobre a superficie articular
e outra de mesma duracéo na lateral da articulacdo, na altura do defeito osteocondral. O laser
foi aplicado diariamente até o 7° dia; a cada 48 horas do 8° ao 14° dia; a cada 72 horas do 15°
ao 21° dia e a cada 96 horas do 22° ao 56° dia de p6s-operatorio.

PROTOCOLOS DE AVALIACAO
a) Avaliacdo morfoldgica

Ao final dos tempos anteriormente determinados para cada subgrupo, 0s animais foram
novamente anestesiados. Os joelhos foram removidos cirurgicamente com o uso de bisturi e
serra 0ssea. Ainda sob efeito da anestesia, os animais foram eutanasiados com utilizagéo de
10mL de cloreto de potassio 10% com aplicacdo intracardiaca. Os tecidos foram, entdo, fixados
em formaldeido tamponado em solucdo aquosa a 10%, por 7 dias. Ap0s este periodo foram
descalcificados em solucéo acido cloridrico a 8%. Posteriormente foram incluidos em parafina,
cortados em espessura padrdo de 5 micrébmetros e corados pelo método de hematoxilina e
eosina. Posteriormente ao preparo histol6gico do material, procedeu-se ao exame microscopico
(Carl Zeiss Modelo Axiostar Plus) e fotomicrografia (Axiocam ICc 1 e programa AxioVision
Release 4.8.2). Foram avaliados os parametros referentes ao grau de hemorragia no interior do
defeito osteocondral, formacdo vascular, infiltrado inflamatorio, proliferacdo de células
mesenquimais, proliferacdo de condroblastos, proliferacdo de osteoblastos, grau de
cicatrizagdo do defeito 6sseo e do preenchimento da superficie articular com nova cartilagem.

Para a quantificacdo das alteracOes anteriormente citadas, dividiu-se a area do defeito
osteocondral em 9 regides, a saber: duas regides laterais superficiais, duas regides laterais

médias e duas regides laterais profundas; uma regido central superficial, uma regido central






22

média e uma regido central profunda. As variaveis foram identificadas e quantificadas de
acordo com o numero de regides, recebendo escore 0 quando ausentes, escore 1 quando
presentes entre 1 e 3 regides, escore 2 quando presentes entre 4 e 6 regides e escore 3 quando
presentes entre 7 e 9 regides.
b) Mensuracéo do didametro do defeito osteocondral

Nos momentos definidos para a colheita dos matérias, aferiu-se o didmetro da superficie
do orificio osteocondral com paquimetro digital.
c) Anélise estatistica

Para a avaliacdo morfoldgica, os valores do escore de cada animal foram somados e
obteve-se a média em cada momento de observagdo. As médias destes valores foram analisadas
estatisticamente, comparando-se os dois grupos em cada momento, para cada variavel, pelo
teste de Mann-Whitney (p<0,05).

A comparagdo do didmetro do orificio do defeito osteocondral entre os grupos foi

realizada através da andlise de variancia pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Tabela 1. Evolucdo das varidveis avaliadas em relacdo ao tempo do defeito osteocondral no

joelho de coelhos tratados e ndo tratados com laser de baixa poténcia.

Tratamentos
Variaveis Tempos Gl G2 P-valor
Vascularizagéo T2 2,2 0,4 <0,01
Células Mesenquimais T2 2,2 0,4 <0,01
T3 2,8 1,4 <0,05
Condroblastos T3 2,0 0,6 <0,05
T4 2,6 1,6 <0,05
Osteoblastos T3 1,4 0,0 <0.01
Arcabouco Osseo T3 1,8 0,0 <0,01
T6 2,8 1,8 <0,05

G1 — Grupo tratado; G2 — Grupo controle; T2 — 7 dias; T3 — 14 dias; T4 — 28 dias; T6 — 56 dias. P-valor pelo teste Kruskal-
Wallis.
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Tabela 2. Evolucdo das médias do diametro superficial do defeito osteocondral no joelho de
coelhos, em rela¢éo ao tempo, mensuradas através da paquimetria digital em mm. Grupo tratado

com laser de baixa poténcia (G1) e Grupo controle (G2).

Tratamentos
Tempos Gl G2 P-valor
Tl 2,92 2,96 0,60
T2 2,82 2,94 0,12
T3 1,64 2,04 0,18
T4 1,06 1,68 0,21
T5 0,98 2,00 0,03
T6 1,16 1,74 0,23

G1 - Grupo tratado; G2 — Grupo controle; T1 — 3 dias; T2 — 7 dias; T3 — 14 dias; T4 — 28 dias; T5 — 42 dias; T6 — 56 dias. P-
valor pelo teste Mann-Whitney.

Entre as varidveis pesquisadas, a vascularizacdo do defeito osteocondral ndo foi
observada aos 3 dias de poOs-operatdrio em nenhum dos grupos. Observou-se diferenga
estatistica apenas no 7° dia, quando a formag&o vascular no grupo tratado foi significativamente
maior do que no grupo controle (FIGURA 1; TABELA 1).
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Figura 1. A: Gréafico demonstrando, comparativamente, a evolucdo da vascularizagdo em
defeito osteocondral entre animais tratados com laser de baixa poténcia (G1) e animais que ndo
receberam laser (G2). B: Microfotografia (400x HE) G1T2. C: Microfotografia (400x HE)
G2T3.

Na presente pesquisa, efeitos como rapida vasculariza¢do do defeito osteocondral, com

migracdo de células mesenquimais e diferenciacdo das mesmas em condroblastos e osteoblastos
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foram observados com maior intensidade e celeridade no grupo tratado com laser de baixa
poténcia. Pesquisando os efeitos do laser de baixa poténcia na reparacao de defeito osteocondral
na cabeca umeral de cées, de forma semelhante, DEL CARLO et al (2007) observaram que a
reparacdo das lesGes aconteceu a partir da diferenciacdo de células mesenquimais que migraram
por tuneis vasculares, verificando-se rapida transformacdo do tecido pouco diferenciado em
tecido 6sseo, que estava relacionada a abundante vascularizagéo.

No presente estudo, observou-se que a laserterapia de baixa poténcia promoveu uma
modulacdo da resposta inflamat6ria no grupo tratado, no qual observou-se nivel moderado no
7° dia e reducdo gradual ao longo do experimento. J& no grupo controle, o infiltrado inflamatorio
apresentou aumento no 28° dia, passando a regredir lentamente até o fim do experimento. O
aparecimento tardio da vascularizagdo retardou a proliferacéo das células inflamatdrias no leito
da area do defeito osteocondral do grupo controle, retardando a o inicio da fase de reparagao.
MATOS et al (2014) avaliaram o efeito da laserterapia na resposta inflamatéria induzida por
medicamentos endoddnticos implantados em tecido subcutaneo de ratos, por meio da analise
quantitativa de mastdcitos, e de forma semelhante, concluiram que a laserterapia foi eficaz em
modular a intensidade da resposta inflamatéria induzida pelos medicamentos endodénticos a
partir da reducdo significativa na quantidade de mastocitos.

Na presente pesquisa observou-se aceleracdo da vascularizagdo no grupo tratado, em
gue seu pico ocorreu em T2. Este fato permitiu a rapida chegada de células reparadoras até o
local da lesdo reduzindo o tempo de preenchimento do leito do defeito da superficie articular.
LIMONGE et al (2007) avaliaram microscopicamente o efeito do laser de baixa poténcia HeNe
associado a administracdo de sulfato de condroitina na reparagdo da cartilagem da cabeca
umeral de cées. Estes observaram aumento da vascularizacdo na regido do defeito osteocondral,
potencializando a osteogénese e a reparacdo; houve aumento da atividade de sintese e

manutencdo da matriz cartilaginosa, e a reparacgao se deu por tecido fibrocartilaginoso.
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Quanto a contagem das células mesenquimais, estas ja estavam presentes no grupo
tratado no 3° dia de observagéo, apresentando-se significativamente maior neste grupo nos dias
3 e 7, em comparagdo com o grupo controle, onde as mesmas celulas foram identificadas, em
pequeno numero apenas no 7° dia. No grupo tratado com o laser de baixa poténcia, observou-
se intensa proliferagdo das células mesenquimais até o 14° dia, diminuindo lentamente até o 56°
dia, quando encontravam-se com indice leve. No grupo controle as células mesenquimais
atingiram niveis moderados apenas no 21° dia, diminuindo para niveis leves aos 56 dias

(FIGURA 2; TABELA 1).

PROLIFERACAO DE CELULAS MESENQUIMAIS
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Figura 2: A: Grafico demonstrando, comparativamente, a evolucdo das células mesenquimais

em defeito osteocondral entre animais tratados com laser de baixa poténcia (G1) e animais que
ndo receberam laser (G2). B: Microfotografia (630x HE) G1T2. C: Microfotografia (400x HE)
G2T3.

Neste estudo, verificou-se que a maior vascularizacdo da area do defeito osteocondral
no grupo tratado com laser de baixa poténcia coincidiu com a maior proliferacdo de células
mesenquimais. Condroblastos e osteoblastos também apresentaram-se em maior nimero no
grupo tratado em todos os momentos de observacdo, promovendo uma rapida reparacdo do
defeito osteocondral, principalmente pelo processo de ossificacdo endocondral. SOUZA et al.
(2001) e DEL CARLO et al, (2007), sugerem que a reparacdo dos defeitos osteocondrais

observadas em seus trabalhos, se deu a partir da diferenciacdo de células mesenquimais
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provenientes da medula éssea que migram pelos tlneis vasculares presentes nos primeiros dias
apos a instalacdo da lesdo, fato também verificado nesta pesquisa.

Os condroblastos foram identificados apenas no 14° dia em ambos 0s grupos, atingindo,
nesta data, contagem moderada no grupo tratado e leve no controle. Esta variavel mostrou-se
significativamente maior no grupo tratado aos 14 e 21 dias de observacdo, mantendo-se, neste
grupo, com contagem variando de moderada a intensa até o 42° dia, diminuindo para nivel leve
aos 56 dias. O grupo controle apresentou uma contagem moderada apenas no 42° dia, quando

diminuiu para leve ao final do experimento (FIGURA 3; TABELA 1).

PROLIFERACAO DE CONDROBLASTOS
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Figura 3: A: Gréafico demonstrando, comparativamente, a evolucdo da proliferacdo de
condroblastos em defeito osteocondral entre animais tratados com laser de baixa poténcia (G1)
e animais que nao receberam laser (G2). B: Microfotografia (200x HE) G1T3 [A: Presenca de
células mesenquimais préximas aos vasos sanguineos (setas) indo se diferenciar em
condroblastos B]. C: Microfotografia (200x HE) G2T3.

No presente estudo, observou-se que houve maior proliferagdo de ceélulas
mesenguimais, condroblastos e osteoblastos no grupo tratado com o laser de baixa poténcia.
ALMEIDA-LOPES et al (2001), observaram que a aplicacdo do laser de baixa poténcia com
comprimento de onda 670 nm e poténcia de 2 J/cm? foi eficiente em estimular a proliferago
de fibroblastos gengivais em meios de cultura.

Os osteoblastos foram identificados no grupo tratado com laser aos 14 dias,

apresentando, nesta data, contagem significativamente maior em relagdo ao grupo controle, no
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qual os osteoblastos ainda ndo haviam sido identificados neste momento, tendo sido
observados, neste grupo, apenas no 21° dia. Este tipo celular atingiu contagem moderada aos
21 dias e intensa aos 42 dias no grupo tratado, diminuindo para nivel moderado aos 56 dias. No
grupo controle a contagem atingiu nivel moderado apenas no 42° dia, mantendo-se assim ao

final do periodo de observagdo (FIGURA 4; TABELA 1).

PROLIFERACAO DE OSTEOBLASTOS
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Figura 4. A Gréfico demonstrando, comparativamente, a evolucdo da proliferacdo de
osteoblastos em defeito osteocondral entre animais tratados com laser de baixa poténcia (G1) e
animais que néo receberam laser (G2). B: Microfotografia (400x HE) G1T3 demonstrando aos
14 dias no G1, vaso sanguineo central, com formacdo Ossea periférica e apresentando, na
periferia do vaso, osteoblastos (setas) e na area externa do osso. C: Microfotografia (200x HE)
G2T5.

Neste estudo, em T2 j& se evidenciou uma diminuicdo do infiltrado inflamatdrio,
contribuindo para o inicio do processo de repara¢do com aumento das células mesenquimais e
posteriormente condroblastos e osteoblastos, assim como observaram BUSNARDO E
BIONDO-SIMOES (2010), ao avaliarem o efeito do laser de baixa poténcia HeNe na
cicatrizacdo de feridas cutaneas de ratos, observaram que houve reducdo dos niveis de
inflamacédo nos animais tratados.

O preenchimento do defeito osteocondral com tecido 6sseo iniciou-se entre 0 7° e 14°
dia no grupo tratado e entre o0 14° e 21° dia no grupo controle. Esta variavel mostrou-se

significativamente maior no grupo tratado aos 14 dias, atingindo neste grupo nivel intenso ao
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final do experimento, quando no grupo controle apresentou nivel moderado (FIGURA 5;

TABELA 1).
RESTAURACAO DO ARCABOUCO OSSEO
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Figura 5: A: Gréafico demonstrando, comparativamente, a evolugdo da restaugo do arabogo
0sseo em defeito osteocondral entre animais tratados com laser de baixa poténcia (G1) e animais
que néo receberam laser (G2). B: Microfotografia (50x HE) G1T4. C: Microfotografia (50x
HE) G2T5.

No presente estudo, percebeu-se aceleracdo no processo de cicatrizacdo e melhor
organizacdo da reparacéo tecidual no grupo tratado com o laser de baixa poténcia. ARRUDA
et al (2007), compararam a influéncia da laserterapia na organizacao das fibras de colageno de
tendéo de ratos e observaram que os animais que receberam a laserterapia apresentaram melhor
qualidade no reparo.

Na presente pesquisa, observou-se reducdo da hemorragia e inflamagcdo mais
rapidamente no grupo tratado, seguindo-se de rapida proliferacdo celular e aceleracdo da
restauracdo do arcabouco 0sseo a partir do 21° dia no grupo tratado e do 28° dia no grupo
controle. KAWASAKI E SHIMIZU (2006) estudaram a aceleracdo da formacao 0ssea através
da irradiacdo com laser de baixa poténcia mostrando resultados significativamente maiores nos
animais irradiados, quando comparados aos animais do grupo controle, concluindo que no
grupo tratado houve abreviacdo do tempo da atividade celular, com formacdo mais répida e
consistente de novo 0sso trabecular a partir de células osteogénicas; bem como remodelacéo

mais rapida pela acdo dos osteoclastos.
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No presente estudo, a aceleracdo da maturacdo 6ssea também foi observada atraves da
restauracdo do arcabouco Gsseo, que deu inicio em T2 no grupo tratado, 7 dias antes se
comparado ao grupo controle, que teve inicio em T3. KHADRA et al (2003) investigaram o
efeito do laser de baixa poténcia na cicatrizacdo e fixacdo de implantes de titdnio no 0sso em
que o grupo irradiado apresentou maior maturacéo 6ssea tendo um efeito favoravel.

Na presente pesquisa, 0 processo cicatricial foi acelerado, através da reducdo do
processo inflamatério em menor tempo quando comparado ao grupo controle, gerando uma
cicatrizacdo tecidual mais rapida. MARQUES et al (2013), ao estudarem histoldgica e
imunohistoquimicamente o papel da terapia com laser de baixa poténcia GaAs no processo de
cicatrizacdo cutanea de camundongos, observaram que a terapia foi eficiente no processo
inflamatorio e antecipagdo da cicatrizacdo da pele, sem relacdo aparente com a infiltracdo de
macréfagos.

No presente trabalho, observou-se reducdo da inflamacé&o no grupo tratado 21 dias antes
do grupo controle permitindo uma mais réapida proliferacdo celular e consequentemente a
cicatrizacao do defeito. SILVA et al (2013) observaram que a laserterapia de baixa intensidade
acelera o processo inflamatério, a cicatrizacdo e epitelizacdo de enxertos cutdneos por
semeadura em ratos. Os resultados mostraram que houve menor tempo de reacdo inflamatoria,
maior velocidade de cicatrizacao, epitelizacdo e queratinizacdo nos animais tratados com laser
em relagédo aos ndo tratados concluindo que a laserterapia foi efetiva neste tratamento.

A paquimetria digital corroborou estes achados, tendo sido verificado diminui¢do mais
rapida do diametro do defeito osteocondral no grupo tratado com o laser de baixa poténcia

(TABELA 2).
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4 CONCLUSAO

A partir da analise do comportamento das varidveis aqui estudadas, conclui-se que a
estimulacdo com laser de baixa poténcia, de acordo com modelo experimental proposto,
contribuiu para a celeridade do processo de reparagéo do defeito osteocondral, modulando a
resposta inflamatdria, estimulando a vascularizagdo e a migracéo de células mesenquimais para
a area da lesdo e, consequentemente, potencializando o crescimento cartilaginoso e 6sseo em

todos os momentos de observacéo, quando comparado com o grupo néo tratado.
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