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A: Fotomicrografia do joelho esquerdo (que ndo passou por

cirurgia) corado com PS do grupo G1B sem luz polarizada.
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Nesta figura é possivel observar que os condrécitos mais
superficiais (seta simples) tendem a formar menor quantidade
de grupos isogénicos que aqueles localizados mais
profundamente (seta dupla). B: Fotomicrografia do joelho
direito corado com PS do grupo G1B sem luz polarizada. Os
condrdcitos da zona intermediaria e profunda apresentam-se
dispostos em fileiras intercaladas por matriz extracelular
(circulo). C: Fotomicrografia do joelho direito corado com PS
do grupo G2B sem luz polarizada. Observar a alta celularidade
na cartilagem neo-formada impedindo o arranjo e distribuicdo
normais do coldgeno nas zonas intermediaria e profunda da
cartilagem. D: Fotomicrografia do joelho direito corado com PS
do grupo G3A sem luz polarizada. Observar o padrdo normal
da cartilagem neoformada com os condrocitos distribuidos
paralelamente a superficie na zona superficial da cartilagem
(seta simples) e em fileiras perpendiculares a superficie nas
zonas intermediaria e profunda (seta dupla). Fonte: Arquivo
PESSOAL. ... s
A: Fotomicrografia do joelho esquerdo (que ndo passou por
cirurgia) corado com PS do grupo G1B a luz polarizada. A
analise sob luz polarizada mostra uma rica trama colagénica

birrefringente na matriz cartilaginosa. B: Fotomicrografia do
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joelho direito corado com PS do grupo G1B a luz polarizada.
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birrefringéncia. C: Fotomicrografia do joelho direito corado
com PS do grupo G2B a luz polarizada. Observar a alta
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distribuicdo normais do colageno nas zonas intermediaria e
profunda da cartilagem (circulo). D: Fotomicrografia do joelho
direito corado com PS do grupo G3A a luz polarizada.
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TITULO: AVALIACAO DO LASER DE BAIXA |INTENSIDADE NA
REGENERACAO DE CARTILAGEM ARTICULAR DO JOELHO DE COELHOS
SUBMETIDOS A TROCLEOPLASTIA

RESUMO - A osteoartrose (OA) do joelho € uma doenca de carater inflamatorio e
degenerativo que provoca a destruicdo da cartilagem articular e leva a
deformidade da articulacdo. A luxacao patelar € um problema ortopédico comum
na clinica de pequenos animais. A cirurgia ndo impede a progressdo da OA. O
laser de baixa intensidade (LBI) tem sido utilizado para acelerar processos de
reparacao tecidual, por aumentar o fluxo sanguineo, possuir agdo antiinflamatoria,
antiedematosa, analgésica e estimular o metabolismo celular. Este trabalho
estudou a influéncia da laserterapia em dois espectros eletromagnéticos, vermelho
e infravermelho, na reparacao cartilaginea, diferenciando histologicamente o tipo
de cartilagem formada durante a reparacéo articular. Foram utilizados 36 coelhos
machos raca Norfolk divididos em 3 grupos com 12 animais cada: G1 (controle,
trocleoplastia sem tratamento pos-operatorio), G2 (trocleoplastia + irradiacao laser
670 nm) e G3 (trocleoplastia + irradiacdo laser 904 nm). Os animais dos grupos
G2 e G3 foram irradiados diariamente, com intervalo de 24 horas, durante 10 dias
utilizando um laser In-Ga-Al com comprimento de onda (A) de 670 e um laser de
As-Ga com A de 904 nm respectivamente, na dose de 2 J por ponto totalizando 4
pontos. Os grupos G2 e G3 apresentaram recuperacdo funcional mais rapida que
G1. Histologicamente, G3 apresentou um aspecto osteocondral mais regular, com
formacéo de cartilagem hialina enquanto em G1 e G2 formou-se fibrocartilagem.

Palavras-chaves: reparacao, cartilagem, laser, coelhos.



TITLE: ASSESSMENT LOW INTENSITY LASER REGENERATION OF

ARTICULAR CARTILAGE OF RABBITS UNDERGOING TROCHLEOPLASTY

SUMMARY - Stifle osteoarthrosis is an inflammatory and degenerative disease
that causes destruction of the articular cartilage and leads to deformity in the
articulation. Patellar luxation is a common orthopedic problem in the clinic of small
animals. The surgery does not avoid the progression of the osteoarthrosis. Low
intensity laser has been used to improve degenerated processes for it increases
blood flow, it has antiinfammatory, antiedematous, analgesic effects and
stimulates cellular metabolism. This work studied the influence of laser therapy of
two electromagnetic spectra, red and infrared, for repairing cartilage, histologically
telling apart the kind of cartilage formed during articular regeneration. We use 36
male rabbits bred Norfolk divided into 3 groups with 12 animals each: G1 (control,
trochleoplasty without treatment post-operatory), G2 (trochleoplasty + laser therapy
670 nm) and G3 (trochleoplasty + laser therapy 904 nm). The animals from G2 and
G3 were irradiated daily with an interval of 24 hours over 10 days using a laser Ga-
Al-In with wavelength (A) of 670 and a Ga-As laser with A 904 nm respectively. At a
dose of 2 J per point total of 4 points. The groups G2 and G3 showed faster
functional recovery that G1. Histologically, G3 had a most regular osteochondral

aspect, with hyaline cartilage formation while in G1 and G2 formed fibrocartilage.

Key words: repair, cartilage, laser, rabbits.



1. INTRODUCAO

A patela, sesaméide do musculo quadriceps femoral, € considerada uma
estrutura passiva no corpo, porém exerce importante fungdo no mecanismo
extensor, tornando-se estrutura necessaria para manter o alinhamento normal e a
estabilidade da articulagdo do joelho (ARNOCZKY & TARVIN, 1996; HULSE,
1996; PIERMATEI & FLO, 1997). LesbGes da cartilagem articular estédo
freqientemente associadas a prognostico reservado, devido a dificuldade de
plena regeneracdo da cartilagem hialina e a possivel evolugdo para doenca
articular degenerativa, resultando em hipofuncdo da articulacdo e
comprometimento do desempenho e bem estar do animal (SOUZA et al., 2001). A
osteoartrose (OA) do joelho € uma doenca de carater inflamatorio e degenerativo
que provoca a destruicdo da cartilagem articular e leva a uma deformidade da
articulacdo (CAMANHO, 2001).

A luxacdo patelar (LP) é um problema ortopédico muito comum
encontrado na clinica de pequenos animais (HAYES et al.,1994; HULSE, 1995;
FERGUNSON, 1997, MARIA et al., 2001; HARASEN, 2006). O tratamento pode
ser cirargico ou conservativo, e a decisdo entre quais métodos a serem aplicados
depende, entre outros, do grau de luxacdo. A correcdo cirdrgica consiste em um
realinhamento do mecanismo extensor e estabilizacdo da patela na troclea
femoral por meio de reconstrucdo dos tecidos moles e 0ssea (VASSEUR,1993;
SEGUIN & HARARI, 1994; MARIA et al., 2001). A trocleoplastia € uma técnica

cirrgica que consiste no de aprofundamento do sulco troclear com remoc¢ao de



cartilagem articular e tecido 6sseo esponjoso subcondral, utilizada para
aprofundar a troclea rasa, ausente ou convexa (VILLANOVA JUNIOR & CARON,
2010). A vantagem é a sua simplicidade. A desvantagem é que pelo fato de
remover cartilagem articular da troclea, permite a articulagdo da patela na
superficie do tecido 6sseo esponjoso grosseiro, resultando num desgaste da
cartilagem articular patelar. Apés algum tempo, o sulco troclear se preenche por
uma combinacdo de tecido fibroso e fibrocartilagem e os pacientes apresentam
funcdo de membro aceitavel, porém, ficam mais predispostos a evolucdo da
doenca articular degenerativa (HULSE & JOHNSON, 1997).

Outras técnicas cirlrgicas devem ser avaliadas a fim de restaurar a
funcdo normal do membro e prevenir ou inibir a progressdao da OA (ROY et
al.,1992). A correcao cirdrgica ndo impede a progressdo da OA, mesmo que em

estado inicial, mas seu objetivo é melhorar a funcdo do membro operado

(FERGUNSON, 1997; READ, 1999; MARIA et al., 2001; VIEIRA, 2006).

O LBI tem sido utilizado para acelerar processos de reparagéo tecidual,
por aumentar o fluxo sangiineo, possuir acdo antiinflamatoria, antiedematosa,
analgésica e estimular o metabolismo celular. Suas principais indicacfes estdo
associadas aos quadros patolégicos nos quais se requer maior rapidez e melhor
qualidade do processo de reparacdo tecidual e aos quadros de dor crbnica e
aguda (ALMEIDA-LOPES, 1999).

Este trabalho objetiva estudar a influéncia do LBI em dois espectros

eletromagnéticos, vermelho e infravermelho, na reparacdo cartilaginea,



diferenciando histologicamente o tipo de cartilagem formado durante a reparacéo

articular do joelho de coelhos submetidos a trocleoplastia.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Osteoartrose

Lesbes da cartilagem articular estdo freqientemente associadas a
prognaostico reservado, devido a dificuldade de plena regeneracdo da cartilagem
hialina e a possivel evolucdo para doenca articular degenerativa, resultando em
hipofuncédo da articulacdo e comprometimento do desempenho e bem estar do
animal (SOUZA et al., 2001).

A OA do joelho € uma doenca de carater inflamatorio e degenerativo que
provoca a destruicdo da cartilagem articular e leva a deformidade da articulacao
(CAMANHO, 2001). O processo € caracterizado por dor e claudicacao associadas
a perda da cartilagem articular (SANDERSON et al., 2007; PEDRO & MIKAIL,
2009). A etiologia do processo degenerativo é complexa e se inicia com o
envelhecimento (PEDRO & MIKAIL, 2009). Durante a vida do paciente podem
ocorrer fatos que provocam o inicio precoce desse processo degenerativo natural,
como as lesdes inflamatérias ou doencas infecciosas que destroem a estrutura
cartilaginosa ou o0s traumas que envolvem a cartilagem, precipitando a OA
(CAMANHO, 2001).

A OA é um processo que leva a intensa atividade metabdlica das células
da cartilagem articular, que, por sua vez, induzem o aumento da producdo de
elementos estruturais para regeneracado tecidual. Se a degradacao articular se
sobrepde a esta intensa atividade anabdlica, ha uma insuficiéncia cartilaginosa

(PEDRO & MIKAIL, 2009).



Os sinais clinicos incluem: dores nas articulacdes, alteracbes posturais,
dificuldade de locomocéo, diminuicdo de amplitude de movimento e inflamacé&o de
grau variavel (PEDRO & MIKAIL, 2009). A deformidade articular que decorre da
artrose do joelho é complexa, de carater progressivo e, na maioria dos casos,
provoca desvios em varo. A evolucao da degeneracao articular, seja ela de causa
idiopatica ou secundaria a trauma ou doenca inflamatoria, leva a desestruturacéo
de todo o aparelho osteoligamentar e ao agravamento da deformidade
(CAMANHO, 2001).

A estrutura da cartilagem e os aspectos inflamatérios do processo
degenerativo tém sido muito estudados e recentes avancos tém demonstrado que
0 uso de biomateriais e outras modalidades de terapia regenerativa poderao
substituir e/ou complementar tratamentos cirdrgicos na resolu¢do da artrose do
joelho. O emprego de drogas condroprotetoras, substancias
viscossuplementadoras do liquido sinovial e o transplante de condrécitos ja
ensaiados em algumas circunstancias permitem afirmar que a regeneracdo da
cartilagem ja é considerada como um fato (CAMANHO, 2001). A diversidade de
terapias disponiveis torna dificil a escolha do tratamento mais adequado, devendo

cada paciente ser avaliado isoladamente (COCKCROFT & HOLMES, 2003).

2.2 Composicéao da cartilagem
A cartilagem normal é um tecido avascular constituido por grande
quantidade de matriz extracelular e esparsamente povoada por células. A agua

representa 66 a 80% de sua estrutura e 0 material organico € composto de 48 a



62% de colageno tipo Il e de 22 a 38% de proteoglicanos. Os proteoglicanos séo
moléculas compostas de uma proteina central e cadeias laterais ligadas de
glicosaminoglicanos (sulfato de condroitina, sulfato de queratina e hialuronato de
sédio), que sdo cadeias de dissacarideos. A estrutura dos proteoglicanos |hes
confere propriedades fisicas especificas, como a absorcdo de agua, conferindo a
cartilagem resisténcia e turgidez. As degeneracdes da cartilagem levam a perda
de glicosaminoglicanos e proteoglicanos, com diminuicdo da funcdo desta
estrutura (JOHNSTON, 2001). Esse conjunto de liquidos de densidade variavel,
fiboras com direcdes diversas e células dispostas de permeio é nutrido por
embebicdo e o seu processo anabdlico e catabdlico € regido por diversos fatores,
em especial os de crescimento. A homogeneidade e o equilibrio dessa complexa
estrutura sdo mantidos por diversas enzimas, em sua maioria secretadas pelos

condrdcitos e por células sinoviais (CAMANHO, 2001).

A cartilagem osteoartrésica sofre degradacdo, com surgimento de
erosdes e progressiva reducdo de sua espessura até o seu desaparecimento. O
0sso subcondral passa a receber maior impacto mecanico e reage com intenso
remodelamento, tornando-se mais denso e prolongando-se nas bordas da

superficie articular formando os ostedfitos (PEDRO & MIKAIL, 2009).

Os agentes farmacolégicos e nutracéuticos usados na OA sdo sub-
divididos entre os que modificam 0s sinais clinicos e os que modificam a estrutura
da articulacdo (HOCHBERG et al., 1997). Os agentes que modificam a estrutura

articular sdo capazes de retardar, estabilizar ou ainda reparar as lesdes da OA. J&



0s agentes que modificam os sinais clinicos ndo afetam a progressao da doenca,
mas aliviam a dor associada a ela (SANDERSON et al., 2007).

A etiopatogenia do processo ndo é totalmente conhecida, porém, os
fatos que ocorrem estdo sendo cada vez mais esclarecidos, possibilitando
propostas terapéuticas. O primeiro fato constatado foi que o liquido sinovial
apresenta viscosidade e elasticidade muito inferiores na artrose. A diminuicdo nos
valores de tais caracteristicas fisicas resulta em concentracdo menor de
hialuronato no liquido sinovial (CAMANHO, 2001).

A idéia da viscossuplementacao veio para suprir essa falha biol6gica do
processo artrosico. ABATANGELO & O’ REGAN, (1996) estudaram modelos
experimentais em caes que demonstram a acao positiva da viscossuplementacéo
na protecdo da cartilagem articular. Embora ainda em fase inicial, essa € uma
linha terapéutica que deve ser acompanhada para, no futuro, auxiliar de forma
complementar o tratamento da artrose do joelho. Os estudos referentes a
desestruturacdo da matriz e a acdo deletéria das enzimas tiveram muito avancgo
com o uso dos modelos experimentais de artrose (CAMANHO, 2001).

N&o ha um tratamento efetivo para a cura da doencga até o momento, e o
que se utiliza com frequéncia € a combinacao de terapias como anti-inflamatorios
ndo esteroidais (AINES), analgésicos, nutracéuticos, fisioterapia e terapias
alternativas como acupuntura. A cirurgia também pode ser utilizada na tentativa
de retardar a progresséo da doenca ou diminuir os danos a articulagdo (COOK &

PAYNE, 1997).



O estudo de um modelo experimental de artrose, provocada por
meniscectomias em ratos, demonstrou a acdo positiva da diacereina (lipideo
soluvel que inibe a sintese de substancias inflamatérias envolvidas no processo
de OA) no tratamento de artrose em ratos. O ajuste das dosagens, 0 momento de
uso, a necessidade de medidas ortopédicas coadjuvantes ainda ndo estao claros,
porém, os fatos apontam para um futuro muito promissor do tratamento

medicamentoso da artrose (REZENDE, 2000).

2.3 Reparacéo de defeitos cartilaginosos

Em casos de infeccdo, inflamagdo e imobilizacdo articular; quando a
cartilagem é exposta durante uma cirurgia; ou como resultado de destruicdo
traumatica de membranas sinoviais ocorre perda de proteoglicanas (HULSE &
JOHNSON, 1997). Em casos de danos reversiveis, os condrécitos podem
substituir 0os componentes matriciais perdidos uma vez removida a lesdo.
Entretanto, pode ocorrer dano irreversivel. Laceragdes ou abrasdes da superficie
cartilaginosa destroem 0s condrécitos e a matriz. Em casos de laceracdes
superficiais (que nao penetram no tecido 6sseo subcondral), ndo ocorre resposta
inflamatéria padrdo ja que as células inflamatérias da medula e dos vasos
sanguineos nao podem ter acesso a cartilagem (HULSE & JOHNSON, 1997).

As propriedades da cartilagem sdo asseguradas pela composicdo e

organizacgao ultraestrutural dos principais componentes da matriz: o colageno e os

proteoglicanos. A integridade do tecido cartilaginoso depende de uma lenta



reposicdo dos elementos da matriz, que ocorre para garantir a homeostase
tecidual (PEDRO & MIKAIL, 2009).

No processo de artrose ha desagregacdo desse equilibrio e a
desestruturacdo da cartilagem ocorre pela sua fragmentacdo, que resulta na
liberacdo de enzimas degradadoras da matriz pelos condrécitos (CAMANHO,
2001). A desestruturacdo microscopica desse complexo leva a quebra de sua
estrutura homogénea e uniforme. Macroscopicamente, visibilizam-se vérias fases
dessa faléncia. Inicialmente ocorre a eburnizacdo da cartilagem, que € a perda do
brilho e da coloracdo uniforme; na sequéncia do processo degenerativo ocorrem
as falhas na superficie, que sdo a fibrilacdo e a fragmentacdo; e, finalmente,
ocorrem as lesGes na superficie articular, inicialmente, as bolhas e, por fim, a
ulceracéo da cartilagem (CAMANHO, 2001).

Os condrécitos proximos a lesdo respondem com proliferacdo e sintese
de nova matriz; entretanto, essa resposta é geralmente inadequada para cicatrizar
a lesdo. Embora laceracfes superficiais aparentemente n&o cicatrizem, elas
raramente progridem. Quando ocorre uma lesao cartilaginosa de espessura total,
as células medulares capazes de participar de uma resposta inflamatéria tem
acesso ao defeito. O tamanho do defeito afeta a cicatrizacao; defeitos pequenos
(Imm de diametro) cicatrizam mais completamente que grandes. O defeito &
preenchido inicialmente por um coagulo de fibrina, que é substituido dentro de
cinco dias por células semelhantes a fibroblastos e fibras colagenosas. Apds duas
semanas, ocorre metaplasia dessas ceélulas em condrocitos, 0s quais nao

funcionam normalmente (indicado pelas baixas de proteoglicanas no tecido



s

reparatorio seis meses apos a lesdo). O tecido reparatério € também mais
delgado que a cartilagem articular e fica propenso a fibrilagdo e alteracdes
erosivas (HULSE & JOHNSON, 1997).

SOUZA et al. (2000) avaliaram microscopicamente o processo de
reparacdo da superficie articular em uma falha osteocondral produzida no sulco
troclear esquerdo de 12 coelhos adultos. Observaram que o preenchimento inicial
foi por tecido de granulacdo, com diferenciacao tecidual em cartilagem hialina e
reposicdo parcial do osso subcondral excisado sete semanas apds a cirurgia.
Também evidenciaram formacéo de fendas entre o tecido de reparacao e o tecido
0sseo adjacente, sempre em areas onde ndo ocorreu remodelacdo 6ssea. Nos
animais em que o fundo e as laterais da falha osteocondral eram constituidos por
0sso0 subcondral compacto, contendo poucos vasos sanguineos, ndo observaram
remodelacdo é6ssea e o tecido de reparacdo que preenchia a falha n&o foi
integrado ao tecido 0sseo adjacente. Os resultados evidenciaram a importancia
da remocéo completa do osso subcondral compacto nos procedimentos cirargicos
em superficies articulares, possibilitando melhor afluxo sangiineo a partir do 0sso
esponjoso subjacente e, consequentemente, melhor remodelacdo Ossea e

integracao do tecido de reparacgéo ao fundo da falha.

2.4 Luxacao Patelar
A patela esta situada distalmente ao tenddo do musculo quadriceps
femoral e inserida a tuberosidade tibial através do ligamento patelar. Ela participa

da articulagcao do joelho, articulando-se com a troclea femoral. Em conjunto com o



musculo quadriceps femoral, ela € primordial ao movimento extensor do joelho e
seu perfeito alinhamento com o quadriceps femoral, a troclea femoral, o ligamento
patelar e a tuberosidade tibial € 0 que proporciona um movimento congruente
(VILLANOVA JUNIOR & CARON, 2010).

A LP é um problema ortopédico muito comum na rotina clinica de
pequenos animais (HAYES et al.,1994; HULSE, 1995; FERGUNSON, 1997,
MARIA et al., 2001; HARASEN, 2006). Pode ser traumatica ou congénita, medial
ou lateral (ROUSH, 1993; HULSE, 1996). Racas “toy” e miniatura sdo as que mais
apresentam luxacdo medial de patela (DENNY, 1993; ANDERSON,1994,
NAGAOKA et al., 1995; HARASEN, 2006). Quando ocorre bilateralmente, sugere
uma desordem hereditaria (MORTARI et al., 2009).

BOUND et al. (2009), em um estudo realizado em trés grandes centros,
observaram que a ocorréncia da LP vem aumentando em racas grandes, sendo
0s cées labradores os mais acometidos (21%), corroborando com os achados de
GIBBONS et al. (2006). Também observaram uma maior ocorréncia em fémeas
(54%), e consideraram, portanto, o0 sexo como um fator de risco para coxa valga.

A luxacdo medial ocorre em 75 a 80% dos casos em todas as racas, e a
luxacéo lateral € mais comum em racgas grandes (HARASEN, 2006), mas também
ocorre em racas pequenas (BOUND et al., 2009), e, quando presente, geralmente
€ de origem congénita, podendo progredir para marcante impoténcia funcional dos
membros afetados (PADILHA FILHO et al., 2005).

Na LP medial os cdes acometidos podem apresentar anormalidades

musculoesqueléticas associadas tais como deslocamento medial do quadriceps,



torcéo lateral do fémur distal, displasia epifisaria femoral, instabilidade rotacional
do joelho ou deformidade tibial (HULSE & JOHNSON, 1997; MORTARI et al.,
2009). O desalinhamento medial dos musculos quadricipitais produz presséo
suficiente sobre a fise femoral distal para retardar o crescimento. Ao mesmo
tempo ocorre menos pressdo na face lateral da fise femoral distal, permitindo
crescimento acelerado. A diminuicdo no crescimento do cortex medial em relacéo
ao cortex lateral resulta em encurvamento medial do fémur distal (ROUSH, 1993;
HARASEN, 2006). O crescimento anormal continua enquanto o quadriceps ficar
deslocado medialmente e as fises ficarem ativas (HULSE & JOHNSON, 1997).
Portanto, o grau de arqueamento lateral depende da gravidade da LP e da idade
do paciente no momento da luxacdo (HARASEN, 2006).

Em casos de LP leve, o musculo quadriceps raramente fica deslocado
em sentido medial e apresenta efeito anormal minimo na fise femoral distal
(HULSE & JOHNSON, 1997). Entretanto, em casos de luxacbes graves, 0
musculo quadriceps se desloca medialmente em todas as vezes e o efeito
maximo na fise femoral resulta em arqueamento lateral grave do fémur distal
(MORTARI et al., 2009). As deformidades tibiais observadas resultam de forgcas
anormais que agem sobre as fises proximal e distal da tibia. As deformidades
tibiais descritas na LP medial incluem deslocamento da tuberosidade tibial,
arqueamento medial (deformidade vara) da tibia proximal e torcéo lateral da tibia
distal (HULSE & JOHNSON, 1997). A cartilagem articular é a fise da epifise e

responde a uma pressdo maior ou menor da mesma maneira que a placa



metafisaria, cujo aumento da pressdo retarda o crescimento e a reducdo da
pressao o acelera (HARASEN, 2006).

Cées com LP lateral apresentam desenvolvimento anormal do sulco
troclear. A articulacdo da patela dentro do sulco patelar exerce uma pressao
fisiolégica na cartilagem articular que retarda o crescimento cartilaginoso
(ROUSH, 1993). A pressdo continua exercida pela patela € responsavel pelo
desenvolvimento de profundidade normal do sulco troclear. Se a presséo
fisiologica exercida pela patela néo estiver presente sobre a cartilagem articular, a
troclea ndo adquire a profundidade apropriada (HULSE & JOHNSON, 1997;
HARASEN, 2006). Pacientes imaturos com luxacdes leves mostram perda minima
de profundidade do sulco troclear, pois a patela se posiciona normalmente
durante o desenvolvimento (HULSE & JOHNSON, 1997). Entretanto, pacientes
imaturos com luxacBes graves ndo apresentam sulco troclear, pois a pressao
normal responsavel pelo desenvolvimento do sulco ndo esta presente.

O grau da LP varia conforme a gravidade. Ha um método de
classificacao para o grau de luxacao e deformidade 6ssea que esta fundamentado no
sistema de Putman (REMEDIOS et al., 1992; HAYES et al., 1994) o qual foi adaptado
por Singleton (VASSEUR,1993; NAGAOKA et al.,, 1995; FERGUNSON, 1997,
PIERMATTEI & FLO, 1997; MARIA et al., 2001) e consiste em classificar a doenca
em quatro graus. A divisdo da luxacdo em graus é importante para a determinacéo da
escolha da terapia e prognostico (ROUSH, 1993, HARASEN, 2006).

Grau I: uma LP manual pode ser realizada durante um exame fisico, mas a

patela se reduz quando se libera a pressdo. A flexdo e a extensdo da



articulacdo sdo normais. Nao ha evidéncia clinica de crepitacdo. Quando a
patela é reduzida, o desvio da tuberosidade tibial da linha média € minimo
e nao ocorre abducdo do tarso (HAMMER, 1979; ROUSH, 1993;
VASSEUR, 1993; HULSE & JOHNSON, 1997, L'EPLATTENIER &
MONTAVON, 2002).

Grau II: a patela pode ser deslocada manualmente ou pode luxar com uma
flexdo da articulacdo do joelho. A patela permanece luxada até ser
reduzida pelo examinador ou ser reduzida espontaneamente quando o
animal estende o membro. Podem ser encontradas deformidades leves
angulares e torsionais do fémur. O terco proximal da tuberosidade tibial
pode apresentar rotacbes de até 30°. Os sinais de claudicacdo em geral
sdo intermitentes. Com o curso crénico da doenca, pode haver erosao da
superficie articular da patela e troclea, resultando em crepitacdo aparente e
desconforto do paciente, podendo equilibrar maior parte do peso nos seus
membros toracicos (HAMMER, 1979; ROUSH, 1993; VASSEUR, 1993;
HULSE & JOHNSON, 1997; LEPLATTENIER & MONTAVON, 2002).

Grau lll: a patela se encontra luxada na maior parte do tempo, mas pode
ser reduzida manualmente com o joelho em extensao, voltando a luxar
novamente quando h& flexdo e extensdo da articulagcdo. Ocorre
deslocamento do quadriceps e podem ocorrer deformidades do fémur e da
tibia. A crista tibial pode apresentar rotacdes entre 30° e 60°. Como a
patela esta permanetemente luxada, o animal ndo consegue estender 0s

membros, que ficam semi-flexionados. Durante flexdo e extensdo do



joelho, ha abducéo e aducéo do tarso. Ha deslocamento do grupo muscular
quadricipital (HAMMER, 1979; ROUSH, 1993; VASSEUR, 1993; HULSE &
JOHNSON, 1997; L'EPLATTENIER & MONTAVON, 2002).

Grau 1V: a patela fica luxada de forma permanente e n&do pode ser
reposicionada manualmente. O sulco troclear femoral € raso ou ausente e
ocorre deslocamento do quadriceps. As deformidades femorais e tibiais
ficam mais acentuadas e pode ocorrer uma rotacdo medial de 80 a 90
graus do platé tibial proximal. A crista tibial pode apresentar rotacdes entre
60° e 90°. A patela esta constantemente luxada, posicionando-se logo
acima do condilo medial nas luxagcdes mediais. Um espaco entre o
ligamento patelar e a extremidade distal do fémur pode ser palpado durante
o exame fisico. Em luxacdes unilaterais o membro pode ser mantido
erguido, enquanto nas bilaterais pode se apresentar em posi¢cdo agachada
(HAMMER, 1979; ROUSH, 1993; VASSEUR, 1993; HULSE & JOHNSON,

1997; EPLATTENIER & MONTAVON, 2002).

2.4.1 Sinais clinicos

Os sinais clinicos observados em episédios de LP incluem: claudicacéo

intermitente ou duradoura; erguimento anormal do membro pélvico durante

deambulacéo, podendo ou ndo haver sustentacdo de peso; mau posicionamento

em postura; incapacidade de manter o membro estendido nos casos mais graves,

mantendo-os semi-flexionados (ROUSH, 1993; VASSEUR, 1993; MARIA et al.,

2001).



Durante a marcha podem ser observados passos curtos, agachamento,
rotacdo dos membros para dentro ou para fora, hipermetria, tropecos, fraqueza
generalizada, ataxia, sons anormais (crepitacdo) e até inclinacdo da cabeca
(HULSE & JOHNSON, 1997; PIERMATEI & FLO, 1997).

O grau de doenca e comprometimento das estruturas musculo-
esqueléticas associado as luxacdes patelares apresentam variacdes
consideraveis entre as formas mais leves ou brandas e formas mais graves

(VASSEUR, 1993; MCLAUGHLIN, 2001).

2.4.2 Diagnostico

O diagnostico da LP é feito com base no exame fisico do membro
acometido e pelos sinais clinicos apresentados. Os exames complementares
como radiografias, tomografia computadorizada ou ressonancia magnética
determinam as anormalidades esqueléticas que podem ser corrigidas durante a
cirurgia (MARIA et al., 2001; VIEIRA, 2006).

A patela pode se apresentar em posi¢cdo normal ao exame radiogréfico
nas luxacdes entre os graus | e I, porém, nas luxacdes de graus Ill e IV a patela
se apresenta desviada medial ou lateralmente. As radiografias também podem
auxiliar no diagnéstico de LP em animais obesos ou muito musculosos, nos quais
a palpacédo da patela é dificil (HULSE & JOHNSON, 1997; L'EPLATTENIER &
MONTAVON, 2002). A projecdo skyline pode ser atil no pré-operatério para
determinar a profundidade do sulco troclear (ROUSH, 1993; VASSEUR, 1993;

MARIA et al., 2001).



A tomografia computadorizada e ressonancia magnética ndo sao
necessarias para confirmacéo da LP, mas sdo métodos precisos para mensurar 0
angulo de inclinacdo da articulagdo do joelho, angulo do quadriceps femoral,
angulo de anteversao da articulacdo coxo-femoral, profundidade do sulco troclear
e alinhamento da crista tibial (KAISER et al., 2001).

O diagnéstico diferencial inclui principalmente necrose asséptica da
cabeca femoral, luxacdo coxo-femoral, torcdo ligamentar da articulacdo do joelho
e estiramento muscular, displasia coxo-femoral e ruptura do ligamento cruzado
cranial dentre outras afeccdes ortopédicas que possam provocar 0s sinais clinicos

descritos anteriormente (HULSE & JOHNSON, 1997; MCLAUGHLIN, 2001).

2.4.3 Tratamento

O tratamento da LP pode ser cirdrgico ou conservativo, e a deciséo entre
qual método a ser aplicado depende, entre outros, do grau de luxacdo. A correcédo
cirrgica consiste em um realinhamento do mecanismo extensor e estabilizagéo
da patela na troclea femoral por meio de reconstrucdo dos tecidos moles e éssea
(VASSEUR,1993; SEGUIN & HARARI, 1994; MARIA et al., 2001).

A cirurgia em pacientes jovens adultos ou imaturos, assintomaticos, é
recomendada devido a possibilidade de desgaste da cartilagem articular
correspondente a luxacdo intermitente (HULSE & JOHNSON, 1997). O reparo
cirurgico é indicado em animais de qualquer idade que apresentem sinais clinicos
como claudicacdo evidentes, principalmente em animais com placas de

crescimento ativas, pois estdo mais susceptiveis a deformidades musculo-



esqueléticas (HULSE & JOHNSON, 1997; PIERMATEI & FLO, 1997). A idade em
que o animal é submetido a intervencdo cirargica estd correlacionada
positivamente com a severidade da osteoartrite em joelhos tratados
cirurgicamente, sendo que, quanto mais jovens, melhores os resultados (ROY et
al., 1992).

Ha procedimentos cirargicos que visam a reconstrucao de tecidos moles,
como o pregueamento do retinaculo, pregueamento da fascia lata, sutura anti-
rotacional patelar e tibial, desmotomia, capsulectomia, e liberacdo do quadriceps;
e procedimentos que visam a reconstrugcdo Ossea, como trocleoplastia,
condroplastia troclear, transposicdo da tuberosidade tibial, osteotomia femoral,
patelectomia e artrodese. Eles podem ser combinados para reduzir o desvio
provocado pela LP e o grau de anormalidade musculo-esquelética associada
(HULSE & JOHNSON, 1997; MARIA et al., 2001, VIEIRA, 2006; SCHULTS,
2008).

As técnicas cirurgicas aplicaveis na estabilizacdo e reparo das luxacoes
tanto em procedimentos de reconstrucdo de tecidos moles, como éssea, sao
utilizadas com critério, de acordo com o julgamento do cirurgido para definir qual o
melhor procedimento ou combinacdo deles para cada caso, de acordo com a
gravidade da luxacdo e presenca de deformidades esqueléticas (VASSEUR,

1993; NAGAOKA et al., 1995; VILLANOVA JUNIOR & CARON, 2010).



2.4.3.1 Técnicas de reconstrucédo de tecidos moles

Os procedimentos de reconstrucdo de tecidos moles sdo empregados
para casos de luxacbes leves, ou combinados com procedimentos de
reconstrucdo Ossea em casos mais graves (HULSE & JOHNSON, 1997,
PIERMATEI & FLO, 1997; MARIA et al., 2001).

O pregueamento do retindculo pode ser utilizado tanto na face lateral
para luxacdes mediais como na face medial para luxa¢des laterais (CAMPBELL &
POND, 1972). J& o pregueamento da fascia lata tem sua aplicacdo restrita as
luxagcGes mediais. Esta técnica consiste em tracionar o biceps cranialmente para
exercer tensédo lateral no quadriceps e patela, de forma a estabilizar a LP medial e
corrigir o desvio no mecanismo extensor do joelho (PIERMATEI & FLO, 1997).

A técnica de aplicacao de suturas anti-rotacionais dos ligamentos patelar
e tibial pode ser associada a outras técnicas de reconstrucdo de tecidos moles
para se conseguir visando uma correcdo mais efetiva da LP. Além disso, esse
procedimento € vantajoso para cdes que apresentam ruptura do ligamento
cruzado cranial além da LP, pois reduz a movimenta¢do cranio caudal da
articulacdo e corrige a rotacgao tibial, conferindo maior estabilidade a articulacéo
do joelho (MARIA et al., 2001).

A desmotomia consiste na liberacdo simples do retindculo medial ou
lateral, retraido no lado para qual a patela encontra-se luxada (ROUSH, 1993). A
capsulectomia consiste na remocdo de porcdo eliptica da cépsula articular

BN

estendida e retinaculo na face oposta a LP. Tanto a desmotomia quanto a



capsulectomia raramente sdo utilizadas isoladamente e sim combinadas com
outras técnicas (ZASLOW, 1972; ROUSH, 1993).

Em pacientes que apresentam luxacdes patelares de graus I, Il e IV, a
musculatura do quadriceps femoral encontra-se desalinhada em relagdo ao eixo
longitudinal do membro, prejudicando o mecanismo extensor do joelho. Nesses
casos, 0 quadriceps precisa ser dissecado até a porcdo meédia do fémur

(PIERMATEI & FLO, 1997).

2.4.3.2 Técnicas de reconstrucdo 0ssea

Dentre as técnicas de recontrucdo 0ssea, algumas podem ser utilizadas
isoladamente, e outras combinadas entre si ou com técnicas de recontrucao de
tecidos moles para melhor estabilizacdo (HULSE & JOHNSON, 1997).

A trocleoplastia € um método de aprofundamento do sulco troclear
através da remocdo de cartilagem articular até expor o tecido 0sseo esponjoso
subcondral. E a técnica que aprofunda a troclea rasa, ausente ou convexa.
(VILLANOVA JUNIOR & CARON, 2010). Associando-se sobreposicao da fascia
lata, promover-se-a reducao da lassidéo articular (PIERMATTEI & FLO, 1997). A
vantagem dessa técnica € a sua simplicidade. A desvantagem é que ela remove
cartilagem articular da troclea e permite a articulacdo da patela na superficie do
tecido 6sseo esponjoso grosseiro, 0 que resulta em desgaste da cartilagem
articular patelar. Entretanto, o sulco troclear finalmente se preenche com uma

combinacao de tecido fibroso e fibrocartilagem e os pacientes apresentam fungéo



de membro aceitavel, embora figuem mais predispostos a uma evolucdo da
doenca articular degenerativa (HULSE & JOHNSON, 1997).

A condroplastia troclear tem sua aplicacdo restrita apenas a animais
jovens até 10 meses de idade, pois com o desenvolvimento do animal, a
cartilagem se torna mais fina e mais aderida ao osso subcondral, dificultando a
dissecc¢do do retalho cartilagineo (ROUSH, 1993).

A transposicdo da tuberosidade tibial visa a correcdo do desvio da crista
da tibia e rotacdo excessiva da tibia. A crista tibial é transposta de modo que a
patela e o quadriceps sejam realinhados com o fémur e a tibia (RICHARDS,
1975). A crista pode ser fixada por meio de fios de aco de Kirschner, parafusos ou
bandas de tenséo, se necessario (PADILHA FILHO, 2005).

NAGAOKA et al. (1995) obtiveram os mesmos resultados vistos com a
transposicdo da crista tibial, por meio de um sulco na face medial ao longo da
crista da tibia, no qual foi depositado ceramica Ossea artificial ou enxerto 0sseo
autogeno para a corre¢do da luxacdo medial da patela. No entanto, para que a
luxacdo seja corrigida, 0 método deve ser aplicado em caes de 1 a 3 meses de
idade no maximo, nos quais 0 0sso é ainda imaturo, com consisténcia mole e tem
crescimento rapido.

Seguindo a linha da transposicdo da tuberosidade tibial, Maria et al.
(2001) promoveram deslocamento lateral da crista tibial, mesmo que sem
osteointegragcdo, utilizando poliuretana de mamona aplicada em sulco

confeccionado na face medial proximal da tibia de cées imaturos.



Em muitos cées, o sucesso é obtido com a combinacg&o da transposi¢ao
da crista tibial, trocleoplastia por ressec¢do em cunha e sobreposicdo da fascia
lata (ROUSH, 1993). Segundo PIERMATTEI & FLO (1997), a causa mais comum
do insucesso ¢é a dificuldade em transpor a crista tibial.

Outras técnicas cirlrgicas devem ser avaliadas a fim de restaurar a
funcdo normal do membro e prevenir ou inibir a progressao da OA (ROY et
al.,1992). A correcao cirdrgica ndo impede a progressdo da OA, mesmo que em
estado inicial, todavia melhora a funcdo do membro operado (FERGUNSON,
1997; READ, 1999; MARIA et al., 2001).

Entre os métodos de tratamento da LP em cé&es, a técnica de
sulcoplastia de resseccao tem sido considerada uma das mais adequadas para
aprofundar o sulco da tréclea uma vez que preserva grande area de cartilagem e
pode ser aplicada em cdes de todas as idades (ROUSH, 1993; SLOCUM &
SLOCUM, 1993). Além disso, permite o retorno mais rapido da fungcdo do membro
quando comparada a sulcoplastia troclear (SEGUIN & HARARI, 1994). Segundo
SEGUIN & HARARI (1994), a cicatrizagcdo subcondral ocorre em oito semanas e
as bordas laterais da cunha formam fibrocartilagem. Uma vez que a patela
continua mantendo contato com a cartilagem hialina da tréclea do fémur, as
probabilidades de aparecimento de alteracdes degenerativas na articulagdo séo
menores comparativamente aos outros métodos (ROUSH, 1993; SLOCUM &
SLOCUM, 1993).

Em cées de racas grandes ou gigantes, com LP grave e deformidades

do fémur, com desalinhamento do mecanismo extensor do joelho, podem ser



necessarias as osteotomias femorais, nas quais o fémur é reposicionado a fim de
minimizar sua deformidade e centralizar a patela sobre o sulco troclear. Podem
ser associadas outras técnicas de reconstrugcdo de tecidos moles e
aprofundamento do sulco troclear para complementar a osteotomia femoral
(PIERMATTEI & FLO, 1997).

Técnicas mais radicais, como a patelectomia e a artrodese tem sua
aplicacdo restrita somente em raras ocasifes, nas quais se observa erosao da
cartilagem articular grave, e o animal ndo tenha apresentado melhora clinica
significativa apds o reparo cirlrgico utilizando outras técnicas (PIERMATTEI &
FLO, 1997).

De acordo com DENNY & BUTTERWORTH (2006) o progndstico
depende da graduacédo da leséo, da técnica cirdrgica utilizada e dos cuidados no

periodo pos-operatorio.

2.5 Laserterapia

A palavra laser é um acrénimo com origem na lingua inglesa: Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation (Amplificacdo de Luz por
Emissao Estimulada de Radiacéo). Esta radiacdo é eletromagnética ndo ionizante,
sendo um tipo de fonte luminosa com caracteristicas bastante distintas daquelas
de uma luz fluorescente ou de uma lampada comum (ALMEIDA-LOPES, 1999;

LAMAS, 1999; LOBATO, 2003).



Segundo MISERENDINO & PICK citados por FERREIRA (2006), os
lasers sdo compostos em sua maioria por ressonador (tubo ou cavidade optica
com um arranjo de espelhos que amplificam seus efeitos, sendo um espelho de
reflexdo total e outro parcial); meio ativo (determina o comprimento de onda da luz
emitida) e mecanismo de excitacdo ou bombeamento (consiste de uma fonte de
energia externa que excita os elétrons do meio ativo).

A radiacao laser € monocromética, ou seja, emite radiagdes em um unico
comprimento de onda. E uma radiacdo com coeréncia espacial e temporal onde as
ondas propagam-se com a mesma fase no espaco e no tempo. Sua
direcionalidade permite a obtencdo de alta densidade de energia concentrada em
pequenos pontos. Sao justamente as caracteristicas especiais desse tipo de luz
que a faz ter propriedades terapéuticas importantes (LBl ou terapéutico) assim
como ser utilizada em cirurgias (laser de alta intensidade) com vantagens muito
superiores ao uso do bisturi convencional. As radiacdes Opticas produzidas por
esses lasers tém basicamente as mesmas caracteristicas, porém com resultados
clinicos bastante especificos (ALMEIDA-LOPES, 1999).

A poténcia do laser é expressa em Watts (W) ou miliwatts (mW). A
densidade de poténcia ou intensidade é calculada em funcéo da poténcia de saida
por unidade de area em centimetro quadrado (cm?), ou seja, (W/cm?). A densidade
de energia ou fluéncia é a grandeza que determina a possibilidade de estimulo ou
inibicdo dos efeitos do laser, € a quantidade de energia em joules (J) por unidade
de area transferida ao tecido. Geralmente é medida em joules por cm? (J/cm?)

(FERREIRA 2006).
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O comprimento de onda € extremamente importante por estar
diretamente associado a profundidade de penetragdo no tecido alvo
(BOURGELAISE, 1983; LAMAS, 1999). Ele é medido em nanémetros (nm).
Diferentes comprimentos de onda apresentam diferentes coeficientes de absorcéo
para um mesmo tecido (ALMEIDA-LOPES, 1999).

A célula tem um limiar de sobrevivéncia, segundo o tecido onde ela esta
localizada e segundo seu estado fisiologico. Quando trabalhamos respeitando
esse limiar de determinada célula, Ihe oferecemos uma baixa intensidade de
energia, que sera utilizada por ela de maneira a estimular sua membrana, ou suas
mitocdndrias. Dessa forma estaremos induzindo essa célula a biomodulacao, ou
seja, ela trabalhara buscando um estado de normalizacdo da regido afetada. As
principais indicacdes do LBI sdo todos os quadros patolégicos em que se buscam
melhor qualidade e maior rapidez do processo de reparacéo tecidual como no pos-
operatorio com a finalidade de reparacédo de tecido mole, 6sseo e nervoso, nos
quadros de edema intersticial ou nos quadros de dor cronica e aguda (ALMEIDA-
LOPES, 1999).

Véarios mecanismos de acdo tém sido propostos para explicar as
propriedades terapéuticas e analgésicas do LBl A analgesia parece estar
relacionada a emissao luminosa coerente temporal e espacialmente com emissao
de ondas paralelas de mesmo comprimento, com picos e vales em sincronia
(KARU, 2003). Efeitos como biomodulacdo, capacidade de estimular a divisdo
celular, vasodilatagdo por liberagdo de oxido nitrico, aumento de cortisol e da

sintese proteica, aumento do calcio intracelular e da atividade da superoxido



dismutase também tém sido associados a analgesia do LBI (KARU et al., 1994,
KUJAWA et al., 2004). Outro possivel mecanismo de ag&do ocorreria por meio da
ativacdo de croméforos intracelulares presentes nas mitocondrias (BERTOLONI et
al., 1993). A hipdtese de trés mecanismos de acédo do LBI também foi sugerida: a)
acao fotodinamica nas membranas celulares acompanhada por aumento dos
niveis de calcio intracelular e da estimulacdo celular; b) fotorreativacdo da
cobrezinco superoxido dismutase e c) fotdlise dos complexos metalicos do 6xido
nitrico com liberacdo desse vasodilatador, sendo essas caracteristicas do laser
responsaveis por seu efeito regenerativo e vasodilatador (VLADIMIROV et al.,
2004).

O LBI estimula os citocromos presentes na mitocondria a converterem
adenosina difosfato (ADP) em adenosina trifosfato (ATP), fornecendo energia para
a célula e, consequentemente, promovendo um aumento no seu metabolismo
(sintese de proteinas, replicacdo, motilidade celular, manutencdo do potencial de
membrana). Como os citocromos sdo fotossensiveis, a energia do laser &
absorvida e convertida em energia para a célula (LABBE et al., 1990).

Os mecanismos apresentados sao principalmente decorrentes de agdes
intracelulares do LBI. Nao esta claro se o LBI age diretamente na célula ou através
de segundo mensageiro, porém seu efeito antiinflamatério ja foi demonstrado
(HONMURA et al., 1993). A mediacao do efeito analgésico por receptor opioide foi
estudada; entretanto, os resultados s&o conflitantes, tendo sido relatado efeito
mediado por receptor opidide (HONMURA et al., 1993; HAGIWARA et al., 2007),

assim como independente de receptor opidide (FERREIRA et al., 2005). A



influéncia de receptores serotoninérgicos na analgesia do LBI ndo foi relatada.
Observa-se que ndo ha consenso sobre o mecanismo de acdo do LBI e o estudo
de HONMURA et al. (1993) teve como objetivo estudar os papéis de receptores
opidides e serotoninérgicos na analgesia do LBl em modelo de dor inflamatoria
induzida por carragenina em pata de ratos.

Os lasers de baixa intensidade como o de rubi, hélio-nebnio (HeNe),
arseneto-galio (As-Ga) e arseneto-géalio-aluminio (AsGaAl) atuam em nivel celular
através da interacdo fotoquimica, promovendo aumento do metabolismo celular,
produzindo efeitos analgésicos, anti-inflamatérios e reparadores (BROSSEAU,
2000; THEODORO et al., 2002). O LBI tem sido utilizado para acelerar processos
regenerativos, por aumentar o fluxo sanguineo, possuir ac¢do antiinflamatéria,
antiedematosa, analgésica e estimular o metabolismo celular (SHULTZ et al.,
1985; ALMEIDA-LOPES, 1999). O efeito analgésico € devido a reducdo na
inflamacdo, retirada de substancias acidas, estimulacdo direta ou indireta de
endorfinas e prevencao da reducéo do limiar de excitabilidade dos nociceptores. O
efeito cicatrizante ocorre através do incremento a producdo de ATP e
consequientemente uma maior velocidade mitética, através do estimulo a
microcirculacdo e também pela neovascularizacdo. O efeito antiedematoso ocorre
através do estimulo a microcirculacao e acao fibrinolitica (BORATO, 2006).

Muitos trabalhos in vitro e in vivo tem demonstrado essa propriedade
regenerativa do laser, tanto na reparacédo de tecidos moles quanto na reparacao
ossea (NICOLAU, 2005). Para estudo da regeneracédo de tend&o calcaneo comum

em cdes, SCHMITT et al. (1993) empregaram um laser As-Ga, ap0s imobilizagédo



da articulacéo tibio-tarsiana e verificaram melhor desempenho funcional, melhor
vascularizacdo e menor aderéncia. J& MAZZANTI et al. (2004) concluiram que o
laser As-Ga nao interferiu no processo cicatricial nas areas de anastomose do
enxerto com o leito receptor em caes que foram submetidos ao implante
tenopatelar homogeno conservado em solugdo de glicerina a 98%, em
temperatura ambiente.

TRELLES E MAYAYO (1987) evidenciaram aumento da vascularizacao,
formacdo mais rapida de tecido 6sseo com densa rede trabecular em fraturas de
tibias de 30 ratos tratados com laser He-Ne (632 nm, 4 mW, 2,4 J) por 10 minutos
a cada 48 horas totalizando 12 sessées. Estes achados corroboram com LUGER
et al. (1998), que verificaram consolidacdo mais precoce em fraturas de tibias de
ratos tratados com laser He-Ne (632 nm, 35 mW) por 30 minutos durante 14 dias.

Também em relac&o ao uso do laser no tecido 6sseo, GUZZARDELLA et
al. (2001) observaram maior grau de osteointegracdo na interface o0sso-
hidroxiapatita em fémures de coelhos tratados com laser de baixa poténcia.

Em relagéo aos efeitos do laser em pele e mucosas, ALMEIDA-LOPES
(1999) verificou em linhagem de fibroblastos de gengiva humana produzida in vitro
uma maior proliferacdo celular quando irradiadas com laser de baixa poténcia
operando entre os comprimentos de onda 670 nm, 780 nm e 786 nm. O
tratamento com LBI de 660 nm com 3 J/icm? durante 7 dias consecutivos, foi
eficiente para aumentar a re-epitelizacdo dos tecidos, tanto em animais jovens

guanto em idosos permitindo inferir que o tecido epitelial em idosos responde a



terapia laser da mesma forma que nos jovens, ndo havendo efeitos lesivos com a
terapia LBI (FERREIRA, 2006).

Os efeitos do LBI sobre os defeitos cartilagineos ainda ndo sdo bem
definidos (KAMALI et al, 2007). MORRONE et al. (2000) investigaram os efeitos
do laser infravermelho (As-Ga-Al) em defeitos osteocondrais em coelhos, sendo
que no grupo tratado com laser obtiveram uma reparacdo mais rapida, além de
melhor morfologia celular do tecido formado e um aspecto osteocondral mais
regular.

O laser modula a interacdo entre os componentes da matriz extracelular.
O balancgo entre componentes fibrosos e proteoglicanos em termos de proporcéo e
interacdes fisicas € fundamental para uma boa funcdo da cartilagem articular.
KAMALI et al. (2007) obtiveram melhor reparo tecidual em defeitos osteocondrais
em joelho de coelhos apds oito semanas utilizando o laser As-Ga (infravermelho),
aumentando a producdo do coladgeno, proliferacdo de condrdocitos e melhora na
morfologia celular, com aspecto regular no tecido de reparacao.

Resultados semelhantes obtiveram LOBATO et al. (2003), utilizando
laser infravermelho (As-Ga). Observaram diminuicdo da resposta inflamatoria,
lesbes locais e degradacdo de glicosaminoglicanos, retardando o caréater
progressivo da osteortrite em coelhos com osteoartrite em joelho induzida pela
carragenina. Ja BAYAT et al. (2009) ndo encontraram melhor reparo tecidual
utilizando laser infravermelho (As-Ga) em defeitos osteocondrais em coelhos,
assim como SANDOVAL et al. (2009) que, utilizando laser infravermelho (As-Ga)

em processo inflamatério em joelho de coelhos induzido por terebentina,



verificaram poucas diferencas entre grupo tratado e controle em relagdo aos sinais
inflamatorios e composicéo do fluido sinovial.

A indicagdo do laser na OA deve-se as suas caracteristicas
antiinflamatorias e analgésicas, e pelo fato de ser uma alternativa ao uso continuo
de medicamentos que podem causar efeitos colaterais, visto que o tratamento é
prolongado. A irradiacdo laser aumenta a producdo de coldgeno e estimulam a

microcirculacdo (PEDRO & MIKAIL, 2009).



3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar os efeitos do LBI na reparacdo cartilaginea apds trocleoplastia

em coelhos.

3.2 Especifico
Analisar a influéncia do comprimento de onda empregado na
laserterapia no processo de reparagdo cartilaginea de coelhos submetidos a

trocleoplastia, diferenciando histologicamente o tipo de cartilagem formada.



4. MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Foram utilizados 36 coelhos da raga Norfolk, machos, jovens, com peso

médio inicial entre 2,0 e 2,5 quilogramas (kg), provenientes de um criadouro em

Taquaritinga-SP. Os animais foram alocados em gaiolas individuais medindo 60 x

40 x 40 cm, suspensas do solo, com agua e racdo comercial ad libitum. Eles

foram distribuidos em 3 grupos com 12 animais cada: G1 (controle, trocleoplastia

sem tratamento pos-operatorio), G2 (trocleoplastia + irradiacéo laser 670 nm) e

G3 (trocleoplastia + irradiacédo laser 904 nm). ApOs a realizacdo dos protocolos

experimentais pré-estabelecidos, os grupos G1, G2 e G3 foram subdivididos em 3

grupos com 4 animais cada, segundo o tempo transcorrido entre a realizacao da

trocleoplastia e a eutanasia dos animais, em G1A, G2A e G3A (eutanasia 30 dias

apos a cirurgia), G1B, G2B e G3B (eutanasia 60 dias apos a cirurgia), G1C, G2C

e G3C (eutanéasia 90 dias apos a cirurgia) (Figura 1). O trabalho foi submetido ao

comité de ética da FCAV-UNESP sob o protocolo 024081/09.

Animais experimentais
36 coelhos

G1 (Controle)
Trocleoplastia
12 animais

G2

Trocleoplastia + irradiacéo laser 670 nm

12 animais

[

G3

Trocleoplastia + irradiacéo laser 904 nm

12 animais

[

G1A
Eutanasia 30 dias
4 animais

GiB GiC
Eutanasia 60 dias Eutanasia 90 dias
4 animais 4 animais

G2A
Eutanasia 30 dias
4 animais

G2B
Eutanasia 60 dias
4 animais

Gz2C
Eutanasia 90 dias
4 animais

G3A
Eutanasia 30 dias
4 animais

G3B
Eutanasia 60 dias
4 animais

G3C
Eutanasia 90 dias
4 animais

Figura 1. Fluxograma da distribuicAo dos grupos de animais segundo o

protocolo experimental e o tempo transcorrido até a eutanasia.




Os coelhos foram alojados em galpdo com foto-periodo (12 horas claro/12
horas escuro) na fase pos-cirargica imediata até o décimo dia do experimento, e
em seguida foram transferidos para um galpao ao ar livre até o dia da eutanasia

(Figura 2)

Figura 2. Alojamento dos coelhos durante o periodo experimental pds-operatério
imediato até o décimo dia de experimento (A). Alojamento dos coelhos
apos o periodo de laserterapia até o dia da eutanasia (B). Fonte: Arquivo
pessoal.

4.2 Anestesia

Os coelhos foram anestesiados com 30 mg/kg de cloridrato de cetamina,
1mg/kg de midazolam e 0,5 mg/kg de xilazina por via intramuscular (im). A veia
cefélica direita foi cateterizada e a presséao arterial foi monitorada de forma néo
invasiva utilizando aparelho Pet Map com manguito nimero 3.0 (Figura 3). Uma
segunda dose 5 mg/kg de cloridrato de cetamina e 0,2 mg/kg de cloridrato de

midazolam foi realizada por via intravenosa (iv). ApoOs tricotomia do membro



pélvico direito e area lombossacra foi efetuada a raqui-anestesia com cloridrato de

bupivacaina 0,5% hiperbarica na dose de 0,3 mL/kg (Figura 4).

Figura 3. Fotografia de um coelho ilustrando a cateterizacdo da veia cefalica
direita para obtencdo do acesso venoso (A) e afericdo de presséo arterial
com o pet map (B). Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 4. Raquianestesia de um coelho para procedimento cirlirgico experimental
de trocleoplastia. Introducdo da agulha no espaco sub-aracnodideo (A).
Injecdo do anestésico (B). Fonte: Arquivo pessoal.



4.3 Procedimento cirurgico - Trocleoplastia

O procedimento cirdrgico foi realizado no joelho direito de todos os
coelhos. Eles foram posicionados em decubito dorsal sobre a mesa cirdrgica e a
antissepsia da area cirargica foi efetuada com solucao alcodlica de clorexidine a
0,5%.

Foi realizada incisdo parapatelar lateral na pele e na capsula articular.
Ao expor a troclea, foi retirado um fragmento de cartilagem e de osso subcondral
medindo 3 x 6 milimetros (mm), e 0 osso subcondral foi desgastado para
aprofundamento do sulco troclear em aproximadamente 3 mm de profundidade
utilizando-se uma broca de alta rotagéo.

Para a sintese foram utilizadas suturas continua simples na capsula
articular e retinaculo, e sutura intradérmica, ambas com nailon monofilamento 4-0.
N&o foi realizada sutura da pele com pontos externos com a finalidade de n&o
estimular a automutilagéo nos coelhos.

As etapas do procedimento cirdrgico estdo ilustradas na Figura 5.



(continua na pagina seguinte)



(continuacéao Figura 5)

Figura 5. Fotografias das etapas do procedimento cirlrgico experimental de
trocleoplastia realizado nos coelhos: incisdo de pele (A), inciséo lateral da
fascia e capsula articular (B), exposicao da troclea (C), demarcacdo do
defeito a ser realizado e medicdo com régua metalica (D), desgaste com
broca de alta rotacdo (E), desgaste subcondral (F,G), sutura da capsula

articular e fascia ((H), sutura intradérmica (l), aspecto final da ferida (J).
Fonte: Arquivo pessoal.

A antibioticoterapia foi iniciada logo apds o procedimento cirdrgico, com
enrofloxacina na dose de 5mg/kg por via subcutanea e, mantida a cada 12 horas,
durante cinco dias. Ao final da cirurgia foi administrado cloridrato de tramadol na
dose de 2mg/kg, o qual foi reaplicado a cada 12 horas, durante cinco dias. Os

animais foram avaliados quanto ao apoio do membro operado, presenca ou nao

de edema e sinais de infecgéo.



4.4 Laserterapia

Para realizacdo das sessoes foi utilizado um laser Indio-Galio-Aluminio
(In-Ga-Al) comprimento de onda (A) 670 nm (espectro vermelho) e um laser de
Arseneto de Galio (As-Ga) com A 904 nm (espectro infravermelho) da marca
Ibramed® cedido gentilmente pelo Prof. Dr. Nivaldo Parizotto da Faculdade de
Fisoterapia da Universidade Federal de Séo Carlos. No grupo G2 foi utilizado o
laser vermelho com irradiacdo continua, e no grupo G3 foi utilizado o laser
infravermelho com irradiagao pulsada, frequéncia de 2000 Hz e duracgéo do pulso
de 180 ms. Em ambos a energia utilizada foi de 2 J por ponto, perfazendo um
total de 4 pontos, sendo um medial, um lateral, um cranial e um caudal ao defeito
realizado (Figuras 6 e 7).

A poténcia de saida de cada laser, vermelho e infravermelho, foi aferida
utilizando-se um potencidometro (Field Mate Laser Power Meter — Coherent Inc.®).
As medidas foram realizadas no Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da
Universidade do Vale do Paraiba — S&o José dos Campos e os valores de
poténcia obtidos foram 38 mW e 33 mW (poténcia média), para os comprimentos
de onda de 670 nm e 904 nm, respectivamente. O tempo de irradiacdo foi
calculado considerando-se a poténcia de saida (P) e a energia pré-estabelecida
(E), utilizando-se a seguinte equacéo: E = P x t, dessa forma obteve-se o tempo

de irradiacéo de 52 segundos para o laser vermelho (A = 670 nm) e 60 segundos

para laser infravermelho (A = 904 nm). Os animais dos grupos G2 e G3 foram



irradiados uma vez ao dia durante 10 dias, sendo a primeira sessao realizada 24

horas ap6s o procedimento cirdrgico.

Figura 6. Fotografia do joelho direito de um coelho ilustrando o procedimento de
irradiacao nos 4 pontos com o laser vermelho (670 nm). Ponto cranial (A),
ponto lateral (B), ponto caudal (C) e ponto medial (D). Fonte: Arquivo
pessoal.



Figura 7. Fotografia do joelho direito de um coelho ilustrando o procedimento de
irradiacdo nos 4 pontos com o laser infravermelho (904 nm). Ponto lateral
(A), ponto caudal (B), ponto cranial (C) e ponto medial (D). Fonte: Arquivo
pessoal.

4.5 Analise anatomopatoldgica

Para realizagdo do exame anatomopatoldgico, os coelhos foram
eutanasiados com 1 ml de cloridrato de midazolam e 1ml de cloridrato de xilazina
por via subcutanea, seguida de aplicacdo de 5 ml de tiopental soddico por via intra-
cardiaca e 5 ml de cloreto de potassio pela mesma via, sendo 12 animais (4 de
cada grupo) aos 30 dias de poés-operatério, 12 com 60 dias e 12 com 90 dias.

Para o exame histopatoldgico, apds o sacrificio de todos, os tecidos moles e



patelas de ambos os joelhos foram removidos e os 0ssos longos (fémur e tibia)
separados. O fémur foi seccionado 2 centimetros (cm) acima da articulagdo, e
uma seccdo de 3 mm no centro do defeito foi retirada (Figura 8) e foi fixada em
solucdo tamponada de formol a 10%. No grupo G1 o fémur esquerdo (néo
operado) também foi seccionado e submetido aos mesmos procedimentos que
seguem para fins de obtencdo de dados de uma cartilagem normal que nao

passou por cirurgia e processo regenerativo.

Figura 8. Exposicdo da troclea (A), regido demarcada a ser retirada e
encaminhada para analise histologica (B). Fonte: Arquivo pessoal.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Histotologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, onde foram
descalcificadas com solugéo de &cido nitrico a 7% durante 3 a 4 dias (as amostras
foram testadas com uma agulha sobre a cortica para avaliacdo de sua rigidez) e
em seguida foram neutralizadas em solucdo de cloreto de sddio a 0,9%.
Posteriormente, foram desidratadas com alcool a 96% (2 passagens de 1 hora

cada) seguido por alcool absoluto (4 passagens de 1 hora cada) e xilol (3



passagens de 1 hora cada). Em seguida, foram embebidas em parafina a 60-65
graus célsius onde se procedeu a inclusdo do material. Apos estes
procedimentos, as amostras foram cortadas em micrétomo manual Leica®
(seccdes de 4 upm) utilizando navalhas de aco descartaveis. Durante o
processamento, as amostras de 90 dias (Grupos G1C, G2C e G3C) foram
descalcificadas em excesso, e ap0s a coloracdo ndo restou material visivel para
ser avaliado nas laminas, as quais foram descartadas.

Os cortes obtidos foram submetidos as seguintes coloracoes:
Picrossirius Red (PS) e hematoxilina-eosina (HE). O PS possui cor vermelha
escura fortemente acida resultante do fato de o mesmo apresentar quatro
grupamentos azéicos, que sao cromoforos. Foi demonstrado que quando os
tecidos séo corados pelo PS as moléculas do corante se dispdem paralelamente
as moléculas alongadas de colageno, que apresentam birrefringéncia assumindo
cores que variam desde o verde (colageno tipo Ill) até o vermelho (colageno tipo 1)
(FONTES et al, 2006).

Todos os cortes corados foram observados em microscépio’ com luz
polarizada, a qual permitiu a observagéo da distribuicdo das fibras colagenas e
seu tipo predominante nas estruturas analisadas. Foram mensuradas espessura e
area da lesdo. As preparacdes foram fotodocumentadas por camera® com lente de

polarizacéo®. A analise morfométrica foi realizada com o auxilio de software®.

1- Microscépio Nikon — OPTIPHOT — 2 — Japan
2- Camera Digital Sight V — 1

3- Olynpus — U Pot/UP 110 037855 — Japan

4- Image Pro-Plus 6.0.



Foram quantificados cinco a sete campos em cada lamina. Desta forma,
a fracdo de area ocupada pelo colageno foi analisada e apds a somatoria dos
campos de cada animal, o calculo foi feito da seguinte forma: nimero de fibras =
namero de fibras / area total de tecido (FAFVM). Esta medida foi feita em aumento
de 400X. A medida da espessura e area de preenchimento da lesao foi realizada

em aumento de 40X (Figura 9).

Figura 9. Fotomicrografia do joelho direito corado com PS do grupo G1 sem luz
polarizada em aumento de 40X. A seta larga vermelha delimita o 0sso
subcondral, a seta larga azul aponta as extremidades da cartilagem de
crescimento, a seta larga lilas mostra 0 osso medular. O defeito (ja

preenchido) esta localizado dentro do circulo, e a seta indica a espessura
de preenchimento do defeito. Fonte: Arquivo pessoal.




Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo programa
Bioestat 5.0, utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov ap6s a avaliacdo da
distribuicdo da amostra. Em seguida foram feitas as comparacgdes entre 0s grupos
utilizando o teste Mann-Whitney ou o teste t de acordo com a homogeneidade da

amostra.



5. RESULTADOS

Os coelhos foram fotografados diariamente durante o periodo de
laserterapia para comparacdo do aspecto da pele e pélos e observou-se que no
grupo G2 (animais irradiados com laser vermelho), houve um rapido crescimento
de pélos, quando comparado aos grupos G1 (controle) e G3 (animais irradiados

com o laser infravermelho), como pode ser observado na figura 10.

: g

Figura 10. Fotografias do joelho direito dos coelhos submetidos a trocleoplastia
realizadas durante o periodo de laserterapia ilustrando o aspecto da pele
e pélos com 5 dias dos grupos G1 (A), G2 (D), G3 (G), com 8 dias dos
grupos G1 (B), G2 (E), G3 (H) e com 10 dias dos grupos G1 (C), G2 (F),
G3 (I). Notar um crescimento de pélos mais rapido no grupo G2 (D, E e F)
em relacdo aos grupos G1 e G3. Fonte: Arquivo pessoal.



Durante o periodo de laserterapia, os animais foram filmados diariamente
para comparacdo do apoio do membro operado. Analisando as filmagens, foi
possivel observar que os animais do grupo G3 apresentaram uma recuperacao
mais rapida, seguido pelo grupo G2 e por ultimo o grupo G1 quanto ao retorno da
funcdo do membro, a qual foi a avaliada pelo periodo decorrido até o apoio do
membro e presenca ou nao de claudicacéo.

A palpacéo, foi possivel notar menor desconforto e sensibilidade nos
grupos tratados em relagdo ao grupo controle nos primeiros 6 dias possivelmente
pela reducdo do processo inflamatério. Apdés esse periodo a sensibilidade foi
muito semelhante nos 3 grupos.

Em relacdo a presenca ou ndao de edema, apenas 1 coelho do grupo G2
apresentou edema e producdo de seroma, sendo este fato considerado como
uma variacdo individual, e correlacionado com o temperamento mais agitado
deste animal, o qual ndo permanecia em repouso em sua gaiola.

Nenhum coelho apresentou problemas em relacdo a cicatrizacdo da
ferida de pele ou deiscéncia de sutura.

Apbs a eutandsia, todos os joelhos foram fotografados para comparacéo
macroscopica entre os grupos (Figuras 11 a 13). Foi possivel observar que com
30 dias, o grupo G1 apresentou uma falha no preenchimento do defeito
comparado aos grupos G2 e G3. Com 60 dias essa diferenca macroscépica em
relacdo ao preenchimento do sulco se tornou menor, e com 90 dias, 0 aspecto

macroscopico dos 3 grupos foi muito semelhante neste aspecto.



Figura

11. Fotografias do joelho direito dos coelhos ilustrando o aspecto
macroscopico imediatamente apos a eutanasia dos 3 grupos no trigésimo
dia. A: grupo G1A. B: grupo G2A. C: grupo G3A. Notar o preenchimento
deficitario do defeito troclear em A. Em B e C, notar o preenchimento
completo do defeito do sulco troclear. Fonte: Arquivo pessoal.

Figura

12. Fotografias do joelho direito dos coelhos ilustrando o aspecto
macroscopico imediatamente apds a eutanasia dos 3 grupos no
sexagésimo dia. A: grupo G1B. B: grupo G2B. C: grupo G3B. Em A, o
preenchimento do defeito troclear esta quase completo. Em B e C, notar o
aspecto da troclea semelhante ao normal, com o defeito totalmente
preenchido. Fonte: Arquivo pessoal.



Figura 13. Fotografias do joelho direito dos coelhos ilustrando o aspecto
macroscopico imediatamente ap0s a eutanasia dos 3 grupos no
nonagésimo dia. A: grupo G1C. B: grupo G2C. C: grupo G3C. Em A, B e
C, notar o aspecto da troclea semelhante ao normal e semelhantes entre
si, com o defeito totalmente preenchido. Fonte: Arquivo pessoal.

Apbs a coleta e processamento de todo o material, as laminas obtidas de
cada grupo coradas com PS foram avaliadas com e sem luz polarizada. Todas as
preparacdes foram fotodocumentadas (Figuras 14 a 17).

A analise histologica da cartilagem articular do joelho esquerdo (que
manteve-se integro, tanto nos animais eutanasiados aos 30 dias como aos 60
dias) mostrou que os condrdcitos apresentavam-se distribuidos de maneira
heterogénea ao longo de sua espessura, ou seja, na regido superficial as células
apresentavam-se relativamente mais isoladas e dispostas paralelamente a
superficie articular, enquanto que nas regides intermediaria e profunda, os
condrécitos estavam dispostos em grupos isogénicos perpendiculares a superficie

articular (Figura 14A e 15A).



Os joelhos dos animais que foram submetidos ao tratamento cirdrgico e
que ndo sofreram nenhuma intervencdo terapéutica mostraram, aos 30 dias de
pés-operatorio, a presenca de um tecido de reparo que recobria toda a superficie
0ssea no local da lesdo. Este tecido era constituido por grande quantidade de
células, que puderam ser reconhecidas morfologicamente como condrécitos
rodeadas por uma delicada trama de fibras colagénicas. No entanto, a distribuicédo
dos condrécitos ndo foi a mesma observada na cartilagem articular intacta do
joelho esquerdo, pelo fato que nas zonas intermediaria e profunda deste novo
tecido, os condrdcitos ndo estavam distribuidos em fileiras perpendiculares a

superficie, mas sim dispostos aleatoriamente (Figura 14B).

A superficie articular dos joelhos dos animais do grupo G2A mostrou que a
regido mais profunda do tecido de reparo estava mais organizada, com o0s
condrocitos distribuidos em fileiras, de acordo com o padrdao de cartilagem
articular normal (Figura 14C).

Quando as superficies articulares dos joelhos dos animais do Grupo G3A
foram avaliadas qualitativamente observou-se a presenca de um tecido também
bastante celularizado, porém pobre em colageno na matriz exracelular (Figura

14D).



Figura 14. A: Fotomicrografia do joelho esquerdo (que ndo passou por cirurgia)
corado com PS do grupo G1A sem luz polarizada. Nesta figura é possivel
observar que os condrocitos mais superficiais tendem a formar menor
quantidade de grupos isogénicos (seta simples) que aqueles localizados
mais profundamente (seta dupla). B: Fotomicrografia do joelho direito
corado com PS do grupo G1A. As células mais superficiais apareceram
menos diferenciadas (seta simples) enquanto que as mais profundas
puderam ser caracterizadas como condrocitos verdadeiros (circulo). C:
Fotomicrografia do joelho direito corado com PS do grupo G2A sem luz
polarizada. Observar a grande celularidade do tecido de reparo, como
aguela observada nos joelhos dos animais controle. No entanto, nas
regibes mais profundas, ja € possivel notar as fileiras de condrécitos
associados a uma densa trama colagénica (circulo). D: Fotomicrografia
do joelho direito corado com PS do grupo G3A sem luz polarizada Na
imagem capturada com luz convencional é possivel observar a grande
quantidade de células e poucas fibras colagenas. Fonte: Arquivo pessoal.



Figura 15. A: Fotomicrografia do joelho esquerdo (que ndo passou por cirurgia)
corado com PS do grupo G1A a luz polarizada. A andlise sob luz
polarizada mostra uma rica trama colagénica birrefringente na matriz
cartilaginosa. B: Fotomicrografia do joelho direito corado com PS do
grupo G1lA a luz polarizada. Quando os cortes histologicos foram
observados com luz polarizada, a trama colagénica revelou estar
constituida por fibras finas (setas simples), diferente da riqgueza de
colageno observada nos joelhos intactos. C: Fotomicrografia do joelho
direito corado com PS do grupo G2A a luz polarizada. Notar as fileiras de
condrdcitos associados a uma densa trama colagénica fortemente
birrefringente que s&o caracteristicas do tecido cartilaginoso. D:
Fotomicrografia do joelho direito corado com PS do grupo G3A a luz
polarizada. H& presenca de poucas fibras colagénicas localizadas apenas
nas zonas mais profundas (setas simples). Fonte: Arquivo pessoal.



Aos 60 dias de pos-operatorio, a cartilagem articular que nédo recebeu
nenhum tratamento terapéutico (G1B) mostrou-se muito semelhante
histologicamente ao padrdo normal da cartilagem, com recuperacdo da
distribuicdo espacial dos condrocitos, ainda que a quantidade de matriz
extracelular fosse menor (Figura 15B).

Os animais tratados do grupo G2B mostraram recuperacao do tecido de
revestimento articular. No entanto, observou-se que a densidade celular
permaneceu muito alta em detrimento da matriz extracelular (Figura 15C).

Do mesmo modo que grupo G2B, os animais do grupo G3B apresentaram
padrdo de matriz extracelular parecido a cartilagem normal, porém com maior
densidade celular. No entanto, observou-se que o arranjo do colageno na matriz

extracelular era mais organizado (Figura 15D).



Z

Figura 16. A: Fotomicrografia do joelho esquerdo (que ndo passou por cirurgia)
corado com PS do grupo G1B sem luz polarizada. Nesta figura € possivel
observar que os condrocitos mais superficiais (seta simples) tendem a
formar menor quantidade de grupos isogénicos que aqueles localizados
mais profundamente (seta dupla). B: Fotomicrografia do joelho direito
corado com PS do grupo G1B sem luz polarizada. Os condrdcitos da zona
intermediaria e profunda apresentam-se dispostos em fileiras intercaladas
por matriz extracelular (circulo). C: Fotomicrografia do joelho direito
corado com PS do grupo G2B sem luz polarizada. Observar a alta
celularidade na cartilagem neo-formada impedindo o arranjo e distribuicao
normais do colageno nas zonas intermediaria e profunda da cartilagem.
D: Fotomicrografia do joelho direito corado com PS do grupo G3A sem luz
polarizada. Observar o padrdo normal da cartilagem neoformada com os
condradcitos distribuidos paralelamente a superficie na zona superficial da
cartilagem (seta simples) e em fileiras perpendiculares a superficie nas
zonas intermediaria e profunda (seta dupla). Fonte: Arquivo pessoal.



Figura 17. A: Fotomicrografia do joelho esquerdo (que ndo passou por cirurgia)

corado com PS do grupo G1B a luz polarizada. A andlise sob luz
polarizada mostra uma rica trama colagénica birrefringente na matriz
cartilaginosa. B: Fotomicrografia do joelho direito corado com PS do
grupo G1B a luz polarizada. Os condrocitos da zona intermediaria e
profunda apresentam-se dispostos em fileiras intercaladas por matriz
extracelular birrefringéncia. C: Fotomicrografia do joelho direito corado
com PS do grupo G2B a luz polarizada. Observar a alta celularidade na
cartilagem neo-formada impedindo o arranjo e distribuicAo normais do
colageno nas zonas intermediaria e profunda da cartilagem (circulo). D:
Fotomicrografia do joelho direito corado com PS do grupo G3A a luz
polarizada. Observar que o colageno da matriz extracelular é mais
escasso que na cartilagem normal (A). Fonte: Arquivo pessoal.



A luz polarizada, observou-se que a presenca de fibras verdes era
escassa, e Nnos campos em que estavam presentes, elas se apresentavam tao
finas que o computador ndo as identificava no sentido de estabelecer um limiar.

Os valores das médias de FAFVM com desvio padrdo nos animais
eutanasiados apoés 30 dias foram: G1A (0,0061 + 0,0049), G2A (0,0316 + 0,0325)
e G3A (0,0303 = 0,0126). Os valores das medianas foram: G1A (0,0061), G2A
(0,0223) e G3A (0,0297). Os valores das medianas e quartis estéo ilustrados na
figura 18.

AplGs a realizacdo das comparacfes entre 0s grupos segundo o teste
Mann-Whitney, houve diferenca (p < 0,05) entre os grupos G1A e G3A (p= 0,02),
ou seja, a quantidade de fibras vermelhas foi maior no grupo G3A gue no grupo

G1A. (figuras 19 a 21).
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Figura 18. Representacdo grafica dos valores de medianas e quartis de FAFVM
dos grupos G1A, G2A e G3A.
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Figura 19: Representacao grafica da comparacdo de FAFVM entre 0s grupos
G1A e G2A (p = 0,0833).
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Figura 20: Representacdo grafica da comparacdo de FAFVM entre os grupos
G1A e G3A (p = 0,0209).
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Figura 21: Representacdo grafica da comparacdo de FAFVM entre os grupos
G2AeG3A(p=1).

Os valores das médias da espessura de preenchimento da lesdo em
micrometros (Wm) com desvio padrdo nos animais eutanasiados apds 30 dias
foram: G1A (152,77 + 136,27), G2A (365,72 + 214,87) e G3A (211,15 + 128,48).
Os valores das medianas foram: G1A (91,95), G2A (358,14) e G3A (184,62). Os
valores das medianas e quartis estdo ilustrados na figura 22.

ApOs a realizacdo das comparacdes segundo o teste t, houve diferenca,
porém nao significativa (p = 0,05), entre os grupos, sendo que G2A apresentou
maior espessura, seguido por G3A e por ultimo G1lA. Os gréaficos das

comparacdes entre 0s grupos estao ilustrados nas figuras 23 a 25.
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Figura 22. Representacdo grafica dos valores de medianas e quartis da
espessura de preenchimento da lesdo dos grupos G1A, G2A e G3A.
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Figura 23. Representacao gréfica da comparacao da espessura de preenchimento
da leséo entre os grupos G1A e G2A (p= 0,1451).
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Figura 24. Representacao grafica da comparacao da espessura de preenchimento
da lesdo entre os grupos G1A e G3A (p = 0,5559).
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Figura 25. Representacao grafica da comparacao da espessura de preenchimento
da lesdo entre os grupos G2A e G3A (p = 0,263).




Os valores das meédias da area de preenchimento da lesdo em
micrometros quadrados (um?) com desvio padrdo nos animais eutanasiados apds
30 dias foram: G1A (245992,8 + 75890,6), G2A (368208,6 + 92243,3) e G3A
(522369,3 + 324174). Os valores das medianas foram: G1A (268523,4), G2A
(385539,9) e G3A (561697,3). Os valores das medianas e quartis estdo ilustrados
na figura 26.

Apbs a realizacdo das comparacdes segundo o teste t, houve diferenca,
(p = 0,05), entre os grupos G1A e G2A (p=0,04), ou seja, a area da leséo foi
maior no grupo G2A que no grupo G1A. Os gréaficos das comparacdes entre 0s

grupos estéo ilustrados nas figuras 27 a 29.
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Figura 26. Representacao grafica dos valores de medianas e quartis da area de
preenchimento da lesao dos grupos G1A, G2A e G3A.



500000+

400000+

300000+

Area (um2)

200000+

100000+

0 I '
G1A G2A

p = 0.0407

Figura 27. Representacdo grafica da comparacao da area de preenchimento da
lesédo entre os grupos G1A e G2A (p= 0,0407).
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Figura 28. Representacdo grafica da comparacdo da area de preenchimento da
leséo entre os grupos G1A e G3A (p = 0,2238).
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Figura 29. Representacdo gréafica da comparagdo da area de preenchimento da
leséo entre os grupos G2A e G3A (p = 0,5804).

Os valores das médias de FAFVM com desvio padrdo nos animais
eutanasiados apos 60 dias foram: G1B (0,1402 + 0,031), G2B (0,1311 + 0,0232) e
G3B (0,0801 £+ 0,0566). Os valores das medianas foram: G1B (0,1269), G2B
(0,1423) e G3B (0,0737). Os valores das medianas e quartis estao ilustrados na
figura 30.

Apbs a realizacdo das comparacdes segundo o teste t, houve diferenca,
porém ndo significativa (p = 0,05), entre os grupos, sendo que G2B apresentou
maior FAFVM, seguido por G1B e por ultimo G3B. Os graficos das comparacdes

entre os grupos estao ilustrados nas figuras 31 a 33.



Figura 30. Representacdo grafica dos valores de medianas e quartis de FAFVM
dos grupos G1B, G2B e G3B.

Figura 31. Representacao gréafica da comparacao de FAFVM entre os grupos G1B
e G2B (p = 0,7055).



Figura 32. Representacao grafica da comparagcéo de FAFVM entre os grupos G1B
e G3B (p =0,182).

Figura 33. Representacao gréafica da comparacdo de FAFVM entre os grupos G2B
e G3B (p = 0,222).



Os valores das médias da espessura de preenchimento da lesdo em ym
com desvio padrado nos animais eutanasiados apos 60 dias foram: G1B (140,58 +
23,56), G2B (446,51 £+ 290,55) e G3B (349,87 = 147,56). Os valores das
medianas foram: G1B (143,49), G2B (355,83) e G3B (341,61). Os valores das
medianas e quartis estdo ilustrados na figura 34.

Apés a realizacdo das comparacdes segundo o teste t, houve diferenca,
porém ndo significativa (p = 0,05), entre os grupos, sendo que G2B apresentou
maior espessura, seguido por G3B e por Uultimo G1B. Os gréaficos das

comparacdes entre 0s grupos estao ilustrados nas figuras 35 a 37.

Figura 34. Representacdo grafica dos valores de medianas e quartis da
espessura de preenchimento da lesdo dos grupos G1B, G2B e G3B.



Figura 35. Representacao gréfica da comparacao da espessura de preenchimento
da lesé@o entre os grupos G1B e G2B (p = 0,2107).

Figura 36. Representacao grafica da comparacao da espessura de preenchimento
da lesdo entre os grupos G1B e G3B (p = 0,136).



Figura 37. Representacao grafica da comparacao da espessura de preenchimento
da lesdo entre os grupos G2B e G3B (p = 0,6345).

Os valores das médias da area de preenchimento da lesdo em pm? com
desvio padrdo nos animais eutanasiados ap6s 60 dias foram: G1B (175631,6 +
42327,3), G2B (648476,9 + 426847,9) e G3B (392556,9 + 40559,3). Os valores
das medianas foram: G1B (155757,5), G2B (545589,2) e G3B (387708,7). Os
valores das medianas e quartis estédo ilustrados na figura 38.

Apés a realizacdo das compara¢cdes segundo o teste t, houve diferenca,
(p < 0,05), entre os grupos G1B e G3B (p=0,003), ou seja, a area da de
preenchimento da lesao foi maior no grupo G3B que no grupo G1B. Os graficos

das comparacdes entre os grupos estao ilustrados nas figuras 39a 41.
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Figura 38. Representacao gréfica dos valores de medianas e quartis da area de
preenchimento da lesdo dos grupos G1B, G2B e G3B.
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Figura 39. Representacéo gréafica da comparacéo o da area de preenchimento da
leséo entre os grupos G1B e G2B (p= 0,1964).
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Figura 40. Representacdo grafica da comparacdo da area de preenchimento da
lesdo entre os grupos G1B e G3B (p = 0,003).
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Figura 41. Representacdo grafica da comparacdo da area de preenchimento da
lesdo entre os grupos G2B e G3B (p = 0,4098).



6. DISCUSSAO

A trocleoplastia é até hoje a técnica mais utilizada para a correcao da LP
devido a sua simplicidade, porém, ela remove cartilagem articular da tréclea
resultando na formacédo de tecido fibroso e fibrocartilagem e os pacientes se
tornam mais predispostos a degeneracéao articular (HULSE & JOHNSON, 1997), e
alguns animais podem chegar a apresentar aderéncia da patela a troclea. A OA
do joelho é uma doenca de carater inflamatério e degenerativo que provoca a
destruicdo da cartilagem articular (CAMANHO, 2001), e até o0 momento ainda ndo
possui um tratamento efetivo para sua cura. A regeneracédo da cartilagem hialina é
dificil e estas lesGes podem evoluir para doenca articular degenerativa, resultando
em hipofuncao da articulagcédo e comprometimento do desempenho e bem estar do
animal (SOUZA et al., 2001). Recentes avancos tém demonstrado que o uso de
terapias regenerativas nao invasivas podera substituir ou complementar

tratamentos cirdrgicos na resolucdo da OA do joelho (CAMANHO, 2001).

Os efeitos do LBl sobre os defeitos cartilagineos vém sendo muito
estudados, porém, ainda ndo sdo bem definidos (KAMALI et al, 2007). Muitos
trabalhos tém sido realizados, seja utilizando o laser no comprimento de onda
vermelho, ou no infravermelho. A maioria dos trabalhos publicados tem sido com o
laser infravermelho (MORRONE, 2000; LOBATO, 2003; KAMALI, 2007; BAYAT,
2009; SANDOVAL, 2009). Enquanto os lasers vermelhos penetram entre 2 e 3
mm, podendo atingir 5mm, os lasers infravermelhos atingem uma profundidade

em torno de 5mm podendo atingir até 50 mm (LAMAS, 1999).



Essa profundidade do laser estd correlacionada aos seus efeitos nos
diferentes tecidos. Neste trabalho foi possivel observar um estimulo dos foliculos
pilosos utilizando o laser vermelho, pois o grupo G2 apresentou um rapido
crescimento de pélos em relagdo aos outros 2 grupos. A cicatrizacdo da ferida
também ocorreu de forma mais rapida no grupo G2, corroborando com o0s
achados de FERREIRA (2006) e BORATO (2006) em relacdo a cicatrizacdo
epitelial utilizando o laser vermelho.

Os animais dos grupos tratados manifestaram menor desconforto e
sensibilidade articular a palpagdo quando comparados ao grupo controle, devendo
isto ser imputado ao laser, como observaram outros autores (MORRONE, 2000;
LOBATO, 2003; KAMALLI, 2007). O efeito analgésico do laser se deve a inibicdo da
sintese de prostaglandinas, estimulacdo da producdo de endorfinas endogenas,
favorecimento da producdo de peptideos enddégenos e por modificacdo na
conducéo elétrica celular interrompendo a propagacédo da dor (LOBATO, 2003,
BORATO, 2006). Segundo PEDRO & MIKAIL (2009), a indicacdo do laser na OA
deve-se as suas caracteristicas antiinflamatérias e analgésicas, sendo uma
alternativa ao uso continuo de medicamentos que podem causar efeitos colaterais,
visto que o tratamento € prolongado.

MORRONE et al. (2000) investigaram os efeitos do laser infravermelho
(As-Ga-Al) com A de 780 nm em defeitos osteocondrais medindo 2,5 mm de
diametro e 2 mm de profundidade em fémures de 80 coelhos, sendo que no grupo
tratado com laser obtiveram uma reparacdo mais rapida, além de melhor

morfologia celular do tecido formado e um aspecto osteocondral mais regular,



assim como neste trabalho, visto que o grupo tratado com o laser infravermelho
apresentou um aspecto semelhante ao normal da cartilagem neoformada com os
condrécitos distribuidos paralelamente a superficie na zona superficial da
cartilagem e em fileiras perpendiculares a superficie nas zonas intermediaria e
profunda.

BAYAT et al. (2009) nédo observaram melhora na reparacdo tecidual
utilizando laser infravermelho (As-Ga) em defeitos osteocondrais em coelhos,
assim como SANDOVAL et al. (2009) que, utilizando laser infravermelho (As-Ga)
em processo inflamatério em joelho de coelhos induzido por terebentina,
verificaram poucas diferencas entre grupo tratado e controle em relagéo aos sinais
inflamatdrios e composigéo do fluido sinovial. No trabalho de BAYAT et al. (2009)
as irradiacdes limitaram-se a 2 vezes por semana. No trabalho de SANDOVAL et
al. (2009) tanto a dose utilizada como o tempo de irradiacdo (0,1 e 0,3 s) laser
foram pequenos. E possivel crer que, aumentando o tempo de irradiacdo no
trabalho de SANDOVAL (2009), e a frequéncia de irradiacdo no trabalho de
BAYAT (2009), possivelmente seus resultados seriam melhores em relagdo a
reducdo do processo inflamatorio.

Os lasers de baixa intensidade levam a estimulacdo da biossintese do
coladgeno (LAMAS (1999) em duas a trés vezes em relacdo ao nivel normal por
estimular a microcirculacdo, (BORATO, 2006), fato este também observado no
presente trabalho, visto que a quantidade de colageno foi maior nos grupos

tratados com laser em relagdo ao grupo controle.



A principal func&o das fibrilas de colageno é dar suporte estrutural para a
matriz da cartilagem, com resisténcia as forcas de tracdo. A orientacdo dos
condraécitos e do coldgeno dentro da matriz cartilaginosa confere maior resisténcia
frente as forgcas mecénicas. No presente trabalho, os animais tratados com o laser
infravermelho apresentaram uma melhor disposi¢cao da matriz extracelular, com os
condrécitos se apresentando de maneira mais organizada quando comparados
aos animais dos outros 2 grupos. Morfologicamente, o padrdo zonal na
organizagdo dos condrocitos, na orientacdo das fibrilas de colageno e distribuicdo
de proteoglicanos, formam um material composto, resistente as forcas de tracéo e
compressdo sem sofrer danos, transmitindo-as ao 0sso subcondral adjacente
(JOHNSTON, 2001). No grupo tratado com o laser vermelho, a alta celularidade
na cartilagem neo-formada impediu o arranjo e distribuicdo normais do colageno
nas zonas intermediaria e profunda da cartilagem. Estudos de forca e tracdo
seriam interessantes para avaliar a resisténcia mecanica da cartilagem
neoformada.

Tanto os animais do grupo tratado com o laser vermelho como os
animais tratados com o laser infravermelho apresentaram uma melhor
recuperacao funcional do membro operado. Segundo SCHULTZ et al. (1985) e
BROSSEAU et al. (2000), h4 melhora na recuperacdo funcional e aumento da
amplitude do movimento articular com o uso do LBI devido ao seu efeito
analgeésico, antiinflamatoério, aumento da sintese de proteoglicanos e de colageno
e reducdo de edemas. Nos 2 grupos tratados, ndo houve sinais de inflamacéo,

edema ou aumento da temperatura local. A acdo vasodilatadora capilar do LBI



melhora a circulagdo, aumenta a oxigenacdo, o aporte de nutrientes e a retirada
de catabdlitos além de promover modificacbes na pressdo hidrostatica,
favorecendo a reabsor¢édo de edemas (LOBATO, 2003).

Em relacdo ao efeito antiinflamatério do LBI, LOBATO (2003), utilizando
laser infravermelho (As-Ga) em defeitos osteocondrais em joelho de 70 coelhos
medindo 5 mm de didmetro por 10 mm de profundidade observou diminuicdo da
resposta inflamatoria, lesdes locais e degradacdo de glicosaminoglicanos,
retardando o carater progressivo da osteortrite em coelhos com osteoartrite em
joelho induzida pela carragenina. No presente estudo, em nenhum dos grupos foi
utilizado antiiflamatoério apés o primeiro dia de pds-operatdrio, € nos 2 grupos
tratados com laser, a extensdo do membro operado para avaliagao e inspecéo da
ferida cirargica foi mais facil de ser realizada, provavelmente porque o LBI ao inibir
a sintese de prostaglandinas, eleva o limiar da dor, estimula a producdo de
endorfinas enddgenas, inibe a quimiotaxia e restabelece a homeostase celular
(LAMAS, 1999).

O laser modula a interacdo entre os componentes da matriz extracelular.
O balanco entre componentes fibrosos e proteoglicanos em termos de proporcéo e
interacdes fisicas € fundamental para uma boa funcdo da cartilagem articular.
KAMALI et al. (2007) obtiveram melhor reparo tecidual em defeitos osteocondrais
medindo 5 mm de didametro por 4 mm de profundidade em joelho de 41 coelhos
apos 8 semanas utilizando o laser As-Ga (infravermelho) com 890 nm de
comprimento de onda utilizando energia de 4,8 Jicm® Com este protocolo

obtiveram aumento da producdo do colageno, proliferacdo de condrdcitos e



melhora na morfologia celular, com aspecto regular no tecido de reparacéo,
resultados estes muito semelhantes aos do presente trabalho em relagcéo ao grupo
tratado com o laser infravermelho.

De acordo com os resultados do presente trabalho, com o protocolo
utilizado, ambos os tratamentos (laser vermelho e infravermelho) aceleraram o
processo de reparacgao tecidual, visto pela espessura e area de preenchimento do
defeito, que foram superiores nos 2 grupos tratados com laser em relacdo ao
grupo controle. O que se observou na cartilagem articular do grupo tratado com o
laser vermelho foi uma cicatrizacdo tecidual, havendo grande proliferagdo celular,
com muitos condrécitos dispostos de maneira desorganizada, permeados por
pouca quantidade de matriz extracelular. Até o sexagésimo dia ainda ndo havia
um remodelamento deste tecido neoformado, o qual, histologicamente, foi
classificado como fibrocartilagem. No grupo tratado com o laser infravermelho,
houve regeneracao tecidual, havendo grande proliferacdo celular até o trigésimo
dia, e a partir dai, observou-se um remodelamento deste tecido em formacéo,
originando um tecido muito préximo da cartilagem normal (que nao tenha sofrido
les&o), sendo classificado como cartilagem hialina.

Com o protocolo utilizado, ambos os lasers apresentaram um efeito
analgésico nos grupos tratados, visto que esses animais apresentaram menor
sensibilidade a palpacdo quando comparados aos animais do grupo controle. Em
relacdo a reparagcdo articular, o laser infravermelho se mostrou superior ao
vermelho utilizando a energia de 2 joules por ponto. De acordo com NICOLAU

(2005), durante a interacdo de diferentes lasers com os tecidos biol6gicos, um dos



fenbmenos 6pticos que normalmente acontece é a transmissao de radiacao laser
através de tecidos, sendo que quanto maior a interacdo entre o laser e o tecido
biolégico, mais energia ficara contida no tecido, e menor a quantidade de energia
que sera transmitida através deste. Dessa forma, pode-se supor que aumentando
o tempo de irradiacdo com o laser vermelho no presente trabalho, a energia
fornecida ao tecido alvo seria maior, e apesar da energia absorvida pela pele,
ainda chegaria energia aos tecidos mais profundos, obtendo-se provavelmente um
resultado melhor com o laser vermelho em relacdo ao efeito de regeneracéo
cartilaginea do que o visto com o protocolo utilizado, talvez semelhante ao
resultado obtido com o laser infravermelho. Sendo assim, sdo necessarios mais
estudos, com variacdes nos parametros de irradiacdo vislumbrando uma efetiva
comparacdo entre os lasers vermelho e infravermelho no que se refere ao

processo de reparacao cartilaginea.



7. CONCLUSOES

A irradiagdo com o laser vermelho acelerou o processo de reparacdo da
cartilagem articular do joelho de coelhos submetidos a trocleoplastia quando
comparado ao grupo controle, porém, o tecido neoformado foi fibrocartilagem.

A irradiacdo com o laser infravermelho com os parametros utilizados neste
estudo apresentou um resultado muito superior aquele observado utilizando-se o
laser vermelho e no grupo controle, promovendo a regeneracdo completa da
cartilagem articular do joelho de coelhos submetidos a trocleoplastia, induzindo a
formacao de cartilagem hialina sobre a &rea lesionada.

Sao necessarios mais estudos, com variagbes nos parametros de
irradiacdo vislumbrando uma efetiva comparacado entre os lasers vermelho e

infravermelho no que se refere ao processo de reparacao cartilaginea.
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