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RESUMO

Neste estudo avaliou-se histologicamente o efeito do laser de baixa poténcia na membrana
sinovial, nos ligamentos cruzados, no enxerto e nos meniscos apds ruptura experimental do
LCCr em gatos e substituicdo por autoenxerto de fascia lata, por meio de videoartroscopia.
Foram utilizados fragmentos de membrana sinovial, meniscos, LCCr, LLCd e enxerto de 32
articulacoes femorotibiopatelares (FTP) provenientes de experimento anterior. Foram
constituidos trés grupos: grupo I - controle; grupo II- estabilizagao cirdrgica da articulagao FTP;
grupo III - estabilizacdo cirdrgica da articulacdo FTP associada ao laser GaAs de 904 nm com a
fluéncia de 4 J. A aplicacao do laser foi feita imediatamente ap6s a cirurgia e a cada 48 horas
por vinte e um dias consecutivos. Os grupos foram formados por fragmentos de tecido colhidos
aos 60 e 90 dias. Estes fragmentos foram fixados em solucdo formol neutra tamponada a 10%,
desidratadas, diafanizados e embedidos em parafina, laminados e corados com HE e picrosirius
red. Verificou-se histologicamente, no grupo submetido ao laser de baixa poténcia, melhor
reparacdo tecidual quando comparado ao grupo II, caracterizado por fibras coldgenas mais
organizadas, neovascularizacdo, auséncia ou discreta inflamacdo, levando a concluir que a
irradiacdo de laser infravermelho na fluéncia de 4 J exerce efeito benéfico nos tecidos moles
articulares em gatos com doenca articular degenerativa secundéria a ruptura experimental do
ligamento cruzado cranial.

Palavras chave: gato, ligamento cruzado cranial, osteoartrose, laserterapia.

ABSTRACT

In this study we assessed histologically for the effect of low power laser in the synovial
membrane, cruciate ligament, meniscus and the graft after experimental rupture LCCr in cats
and substituting fascia lata graft by means of arthroscopy. Synovial membrane fragments,
menisci, LCCr, LLCd and graft 32 femorotibiopatelares joints (FTP) from the previous
experiment were used. Three groups were formed: Group I - control; group II surgical
stabilization of FTP joint; Group III - surgical stabilization of the FTP link associated with the
GaAs laser of 904 nm with the fluency of 4 J. The irradiation was performed immediately after
surgery and every 48 hours for twenty-one consecutive days. The groups were formed by tissue
fragments collected at 60 and 90 days. These fragments were fixed in neutral buffered formalin
10% solution, dehydrated, and diaphanized embedidos in paraffin, and stained with HE
laminates and picrosirius red. It was found histologically in the group submitted to low-power
laser, better tissue repair compared to group II, characterized by more organized collagen fibers,
vessels, absence or mild inflammation, leading to the conclusion that the infrared laser
irradiation fluency of 4 J exerts beneficial effect on articular soft tissue in cats with degenerative
joint disease secondary to experimental rupture of the cranial cruciate ligament.

Keywords: cat, cranial cruciate ligament, osteoarthritis, laser therapy.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos observou-se crescente expansao da populacdo mundial de gatos domiciliares,
com perspectiva de se tornarem o mais popular animal de companhia, substituindo os caes,
como ja ocorre nos Estados Unidos e China. Outro fator observado é o aumento da expectativa
de vida destes animais (Genaro, 2010). Tais mudancas impulsionaram o crescente interesse pela
medicina de felinos e pela procura por cuidados veterinarios para esta espécie (Godfrey, 2005;
Clark e Bennet, 2006; Lascelles e Duncan, 2010; Lascelles et al., 2012).

A maior longevidade destes animais possibilita 0o surgimento de doencas geriatricas como a
doenga articular degenerativa (DAD) que é de diagnéstico pouco frequente nos gatos enquanto é
reconhecidamente um problema comum no cdo. Nos dltimos anos, entretanto, mais aten¢do tem
sido dada as patologias articulares no felino, cujos estudos radiograficos mostram alta
incidéncia desta afeccdo, mas sua relevancia clinica ainda é subestimada (Hardie et al., 2002;
Scott e McLaughlin, 2007). Maior conhecimento e desenvolvimento de técnicas de diagndstico
mais aprimoradas sdo requeridos para se obter um diagndstico clinico da DAD em gatos
(Langley-Hobbs, 2009).

As alteragdes associadas com a DAD se manifestam pela dor e reducdo do uso da articulacdo e
apesar das diferentes proposicGes para tratamento no cdo e homem, pouco se sabe sobre as
terapias no gato. Dentre as possibilidades de tratamento da DAD encontra-se o laser de baixa
poténcia, cujo efeito biomodulador ja é conhecido em situacdes especificas (Enwemeka e
Reddy, 2000; Gyeyeop e Eunjung, 2013). A laserterapia é um recurso fisioterapico capaz de
produzir efeitos bioquimicos e fisiologicos nos tecidos devido a sua propriedade tnica de
biomodulacdo, que propicia efeito anti-inflamatorio, analgésico e estimulo celular (Karu, 1989;
Baxter, 2003). Os animais acometidos com DAD submetidos a laserterapia de baixa poténcia,
apresentam melhor resposta clinica e histolégica quando comparado com os tratamentos
convencionais (Calatrava et al., 1997, Enwemeka e Reddy, 2000; Mantovani 2010).

Apesar dos resultados clinicos satisfatorios, pouco ainda se conhece sobre os efeitos do laser
de baixa poténcia nos tecidos moles articulares e no controle do processo articular
degenerativo (Enwemeka e Reddy, 2000; Peavy, 2002).

2. OBJETIVO

Objetivou-se com este trabalho foi avaliar histologicamente o efeito da laserterapia de baixa
poténcia nos tecidos moles articulares em gatos submetidos a ruptura experimental do ligamento
cruzado cranial (LCCr) seguida da estabilizacdo articular por autoenxerto de fascia lata, guiada
por videoartroscopia.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. DOENCA ARTICULAR DEGENERATIVA
Doenga articular degenerativa, osteoartrose (AQO) ou osteoartrite é uma alteracdo potencialmente

debilitante, dolorosa, de dificil controle, que tem instigado continuas pesquisas. Dentre as
causas esta a instabilidade articular causada pela ruptura do LCCr que é utilizada com modelo
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classico para inducdo do processo articular degenerativo. A utilizacdo de modelos experimentais
é de extrema importancia para melhor compreensdo da patogénese desta alteragdo, bem como
para a avaliacdo da eficcia de terapias (Vasseur, 1993; Lipowitz et al., 1985).

A DAD é caracterizada por uma lesdo cronica degenerativa, ndo inflamatdria de articulacoes
sinoviais. Sua patogenia é um processo complexo e nio totalmente elucidado que culmina em
atividades catabdlicas que superam a capacidade regenerativa da cartilagem frente a uma lesao
(Sanz, et al., 2006). Em medicina veterinaria os quadros geralmente sao secundarios, sendo a
instabilidade articular em decorréncia da ruptura do LCCr uma das mais frequentes.
Independentemente da causa, inicia-se um ciclo de degradacao da cartilagem articular e dos
tecidos moles adjacentes que reflete no paciente como quadros dolorosos, claudicacdo e
incapacidade locomotora (Johnston, 1997).

A ruptura do LCCr, apesar de incomum em gatos resulta em DAD (Harasen, 2005; Scott e
McLaughlin, 2007) e acredita-se que, assim como em cdes e humanos, esteja correlacionada a
causas multifatoriais como genética, trauma e alteracdes degenerativas (McLaughlin, 2002).
Segundo Harasen (2005) a etiologia da ruptura do LCCr em gatos associa-se a causas
traumaticas, excesso de peso, e idade. Assim como em cdes, ¢ indicada a correcao cirdrgica com
intuito de estabilizar a articulacdo, prevenir ou minimizar a DAD. Por outro lado, com os
mesmos objetivos, a terapia com o laser de baixa poténcia também pode ser utilizada
(McLaughlin, 2002, Cho et al., 2004; Calatrava et al., 2007).

A cartilagem é avascular, ndo inervada, constituida por condrdcitos e matriz extracelular, com
os condrdcitos tendo como funcgdo a sintese de coldgeno, proteoglicanos, e metalopreoteinases
que sdo enzimas degradativas. (Junqueira e Carneiro, 2013). Os proteoglicanos sdo proteinas
ligadas a cadeia de glicosaminoglicanos (GaGs) que propicia rigidez e resisténcia a compressao
e regula a quantidade de dgua que compode a matriz. Os GaGs mais abundantes na cartilagem é
o agrecano e o sulfato de condroitina. As principais metaloproteinases incluem a colagenase e a
estromelisina. A primeira atua sobre as fibrilas de coldgeno para decompor a cartilagem, e a
segunda desdobra tanto os proteoglicanos como o colageno (Johnston, 1997). A matriz
extracelular contém altas concentracdes de proteoglicanos imobilizados dentro de uma rede
densa de colagenos. Em cdes e humanos, o coldgeno mais abundante é o tipo II, mas observa-se
também os tipos VI, IX, X e XI. Sua principal fungao é dar suporte estrutural para a matriz da
cartilagem. Esta rede de coldgeno e proteoglicanos fazem com que a cartilagem suporte as
forcas de compressdo. Na auséncia de lesdo essas atividades anabdlicas e catabolicas
promovem, mesmo que de forma lenta a manutencdo da cartilagem. Quando se perde esta
homeostase inicia-se a DAD (Sanz et al., 2006).

A DAD acarreta em perda progressiva da cartilagem articular, degradacao dos proteoglicanos,
desorganizacao das fibrilas de colageno, erosdo e degeneracdo progressiva da cartilagem, além
de alteragGes reativas da capsula e dos tecidos adjacentes. Durante o curso da doenca ha um
desequilibrio do metabolismo celular, com supremacia do catabolismo (Melo et al., 2008).

Estudos demonstram que esta afeccdo é frequente em gatos assim como em cdes e humanos
(Godfrey, 2005; Clark e Bennet, 2006; Lascelles e Duncan, 2010). Segundo Hardie e
colaboradores (2002) evidéncias radiograficas de DAD foram encontradas em 90% dos gatos
acima de 12 anos de idade. Outro estudo recente sugere que gatos com DAD apresentam
quadros dolorosos que poderiam influenciar no temperamento, tornando-os hostis e menos
ativos (Lascelles et al., 2012).
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A DAD resulta de uma complexa interacdao entre fatores bioquimicos e biomecanicos e as
alteracOes associadas com o processo degenerativo envolvem todos os tecidos incluindo a
capsula articular, osso subcondral, ligamentos, meniscos e miusculos resultando em dano e
destruicdo da cartilagem. As alteragdes da superficie articular entretanto, sdo as mais bem
documentadas histologica e bioquimicamente (Johnston 1997).

Os ligamentos sdo estruturas constituidas de tecido fibroso que unem dois ossos e atuam
resistindo ao movimento articular em uma direcdo especifica. Os ligamentos cruzados sdo
intracapsulares e subdivididos de acordo com sua insercao na tibia. O ligamento cruzado cranial
(LCCr) origina-se no condilo lateral do fémur, e insere-se na face cranial da tibia, enquanto o
caudal origina-se no condilo femoral medial e insere-se na face tibial caudal. O LCCr tem como
principal fungao a estabilizacao articular, impedindo o deslocamento cranial da tibia e limitando
a hiperextensdo e rotacado da articulacao femurotibiopatelar (FTP). Apesar de também contribuir
para estabilizacdo dessa articulagcdo, o ligamento cruzado caudal (LCCd) possui um papel
secundario e recebe menor carga mecanica e é mais espesso que o LCCr. Esses fatores
contribuem para uma maior fragilidade e importancia do LCCr (Fossum, 2012).

Os gatos, em particular, apresentam o LCCr mais espesso que o caudal sdo animais de baixa
massa corporal e com grande capacidade biomecanica adaptativa, caracteristicas diferentes do
cdo e do homem (McLaughlin, 2002; Harasen, 2005).

Histologicamente o ligamento cruzado é composto por tecido conjuntivo denso modelado,
formado por feixes paralelos de fibras coladgenas entrepostas por fileiras de células. Estas podem
apresentar baixa atividade de sintese ou serem metabolicamente ativas, sendo denominadas
fibrocitos e fibroblastos respectivamente. Fibroblastos sdo responsaveis pela sintese da matriz
extracelular, a qual é composta por proteinas colagénicas, elastina, fibronectina,
glicosaminoglanas, proteoglicanas e glicoproteinas multiadesivas (Silva, 2007). No cdo o
principal constituinte da matriz é o colageno, representando aproximadamente 75%, sendo 90%
de colageno tipo I, e 10% de colageno tipo III (Vasseur, 1993).

Silva (2007) avaliou as alteracdes degenerativas associadas ao ligamento cruzado cranial
rompido em cdes e observou diminuigdo da area ocupada por fibras colagenas e desorganizacdo
das mesmas em relacdo ao ligamento integro, com hiperplasia e hipertrofia celular e
neovascularizacdo da membrana sinovial que recobre o ligamento.

A capsula articular, estrutura que reveste a articulacdo sinovial, € uma membrana conjuntiva
composta por uma camada externa denominada membrana fibrosa e por um revestimento
interno, denominado membrana sinovial (Melo et al., 2008).

A estrutura histolégica da membrana sinovial caracteriza-se pela distribuicao de células do
tecido conjuntivo dispostas em duas ou trés camadas. Nao se observa lamina basal entre o
revestimento e o tecido subjacente, também chamado de camada subsinovial ou subintima
(Galloway e Lester, 1995; Junqueira e Carneiro, 2013).

A intima é composta por sinovidcitos dispostos em duas ou trés camadas que podem se
apresentar morfologicamente semelhantes a fibroblastos ou a macréfagos, com funcao secretora
e de defesa, respectivamente. As células secretoras sdo responsaveis pela ultra filtracdo do
plasma com consequente sintese do liquido sinovial, de coldgeno e do acido hialurénico
(Lipowitz, 1985; Junqueira e Carneiro, 2013).
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A regido subsinovial caracteriza-se por tecido conjuntivo areolar, ricamente vascularizado e
associado a células adiposas distribuidas de modo multifocal e em quantidade variavel. A
vascularizacdo é essencial para a producdo de liquido sinovial e, ao mesmo tempo, facilita as
trocas de nutrientes, a eliminagdo dos produtos de catabolismo e é fonte nutricional para a
cartilagem (Sanz et al.,, 2006). Sua matriz é caracteristica do tecido conjuntivo frouxo,
apresentando consisténcia delicada, flexivel e pouco resistente a tracdo e ndo ha predominancia
de nenhum dos componentes. As células mais frequentemente observadas sdo os fibroblastos e
macréfagos associadas as fibras colagenas e elasticas (Junqueira e Carneiro, 2013).

Embora pouco estudada, a membrana sinovial desempenha importante papel na inducao,
evolucdo e perpetuacao da DAD e pode ser um importante marcador desta patologia, uma vez
que a sinovite pode se apresentar precocemente a osteoartrose (Sanz et al., 2006).

Em casos da ruptura do LCCr as alteragdes iniciais sdo observadas ap6s uma semana e incluem
aumento de celularidade da camada sinovial e infiltracdo de células mononucleares na
subsinovia (Lipowitz et al, 1985; Johnston, 1997). Em casos cronicos, a membrana sinovial
torna-se hipertrofica e hiperplasica, com projecdo de suas vilosidades para a cavidade articular
e, as vezes aderindo-se a cartilagem. Pode-se observar presenca de infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario, neovascularizacdo e fibrose subsinovial (Galloway e Lester, 1995; Muzzi,
2003; Melo et al., 2008).

Os meniscos sdo estruturas em forma de meia lua, com uma margem interna concava e delgada
e outra externa, convexa e espessa. Embora sejam estruturas mdveis, apresentam-se inseridos ao
platé tibial pelos ligamentos meniscotibial cranial e caudal. O menisco medial (MM) é
firmemente aderido a capsula articular e este fato contribui para que as lesdes ocorram com
maior frequéncia neste menisco comparativamente ao lateral (Cury et al., 2002).

A constituicdo do menisco no cdo é de fibrocartilagem, esbranquicada, brilhante composta de
agua (70%), por tecido conjuntivo e células envoltas em abundante matriz extracelular. As
células tipicas, os fibrocondrocitos, sdo as responsaveis pela sintese dessa matriz que é
composta por colageno tipo I, que representa cerca de 80% do conteddo total, além de fibras
colagenas tipos I, III, V e VI. Outros constituintes importantes sdao os glicosaminoglicanos,
glicoproteinas, proteoglicanas e pequena quantidade de fibras elasticas. As fibras coldgenas
orientam-se predominantemente de modo circunferencial, porém sdo entremeadas por outras
orientadas radialmente a partir da superficie que se direcionam para as regides mais profundas
(Vilela et al., 2010). Apo6s a maturagdo esquelética a irrigacdo atinge 10 a 30% da largura do
menisco medial e 10 a 25% do lateral. Os vasos sanguineos originados das artérias geniculares
medial e lateral e de seus respectivos ramos, superior e inferior, formam o plexo capilar
perimeniscal que é circunferencial com ramos radiais, de orientacdo centripeta e irrigam o terco
externo do menisco. Os dois tercos centrais sao compostos de tecido avascular e ndo inervado,
portanto, o liquido sinovial é essencial para sua nutricio (Cury et al.,, 2002; Junqueira e
Carneiro, 2013).

O padrdo de organizacdo supracitado contribui para a manutencao das propriedades mecanicas
como forca ténsil e rigidez e influenciam no desempenho de suas fungdes. Os meniscos
apresentam importante papel na estabilizacdo da FTP, pois atuam na transmissdo de carga e
absorcdo de choque mecanico, mantém a congruéncia articular, distribuicdo do liquido sinovial
e desempenham papel fundamental na prevencdo da DAD devido as suas fungdes na
biomecanica (Vasseur, 1993) . Em cdes e gatos, as lesdes de menisco estdo associadas com a
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ruptura do LCCr, sendo rara a ocorréncia de lesdes isoladas (Fossum, 2012). Nesses casos, 0s
meniscos perdem a capacidade de dissipar as forcas exercidas, o que desencadeia e perpetua a
DAD. Dessa forma, quando lesionados, toda a articulacdo estda comprometida (Vasseur, 1993).

3.2. LASERTERAPIA DE BAIXA POTENCIA

O Laser (Light Amplification by Stimulated Emissonof Radiation) é amplamente utilizado em
diversas éareas da saide devido as suas propriedades benéficas no controle do processo
inflamatdrio, na reparacao tecidual, na modulacdo da dor e na maturacdo neural apos lesdo
(Karu, 1989; Enwemeka e Reddy, 2000; Levine et al., 2005). Os tipos de laser que tém
aplicacdo em medicina veterinaria sdo classificados de acordo com sua poténcia em laser
terapéutico e laser cirtirgico. O laser de baixa poténcia ou terapéutico tem efeito biomodulador,
ndo-térmico e as reacgdes fotoquimicas geradas atuam no metabolismo celular. Suas principais
indicac0es sdo cicatrizacdo de feridas, tratamento de areas com inflamacdo ou edema, alivio da
dor, tratamento de lesdes osteoarticulares e lesdo de nervo periférico (Levine et al, 2005).

O laser é uma luz artificial que produz energia eletromagnética transmitida através de fétons.
Possuem comprimentos de onda discretos e tém origem em um meio emissor onde os atomos
sdo excitados para um meio mais rico em energia. A medida que retornam a seu estado mais
estavel, os atomos excitados liberam energia na forma de fétons, processo conhecido como
emissdo estimulada. Estes fotons ressoam entre as extremidades espelhadas da camara de laser,
excitando mais atomos no meio emissor. Quando adquirem energia suficiente, os fétons passam
através de um espelho parcialmente reflexivo em uma extremidade da cimara de laser como um
feixe de luz altamente concentrado. Diferentemente da luz de uma lampada incandescente, a luz
do laser apresenta caracteristicas especiais que a torna Unica e capaz de promover a
biomodulagdo. E uma luz monocromética, possui um tinico comprimento de onda, é colimada,
com baixo grau de divergéncia, é coerente e possui ondas de luz paralelas (Karu, 1989; Peavy,
2002).

A emissdo da radiacdo é possivel, pois cada aparelho possui uma caracteristica radioativa que
pode se apresentar em forma de cristais sélidos, gases e diodos semicondutores (Baxter, 2003).
A substancia presente determinard o comprimento de onda, sua acdo nos tecidos e o nome
comercial do produto (Levine et at., 2005). O comprimento de onda varia de 600 a 1.000
nanémetro (nm) e é proporcional a sua capacidade de penetracdo nos tecidos, quanto maior o
comprimento de onda, maior sua capacidade de penetragdo. O laser de GaAs (904 nm) é
amplamente utilizado quando se deseja a irradiacdo em tecidos mais profundos (Karu, 1999;
Arruda et al., 2007).

Quando irradiado, o tecido absorve a energia e sofre alteragdes biologicas de biomodulagao,
inibindo ou estimulando as células. A absorcao é possivel devido aos fotorreceptores primarios
e secundarios. Sdo exemplos de receptores primarios os cromoéforos naturais como o pigmento
heme da hemoglobina, mioglobina, bilirrubina, o pigmento citocromo da cadeia respiratéria na
mitocdndria e o pigmento melanina. Os secunddrios seriam as estruturas que absorvem a
energia por intermédio dos campos eletromagnéticos, causando uma ressonancia desses campos
com as biomoléculas e alterando cargas especificas na membrana e nas proteinas da superficie.
Tal fendmeno provocaria modificacdes moleculares ou espaciais dessa substancia, provocando
diferentes respostas (Karu, 1989; Karu 1999; Mikail e Pedro, 2006). O laser de GaAs penetra e
produz efeitos diretos em uma extensdao de até 2 cm de profundidade e indiretos até 5 cm
(Baxter, 2003).
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O efeito biomodulador é compativel com a intensidade de radiagdo aplicada sobre o tecido. A
bioestimulacdo é conseguida quando se aplica baixas doses, consideradas até 10 J, enquanto o
acréscimo de radiagdo provoca um efeito contrario, diminuindo a resposta tecidual e

Embora os mecanismos precisos de acdo permanecam pouco elucidados, sabe-se que a
fotoestimulacdo promove alteracdes bioldgicas nos tecidos. Os principais efeitos biolégicos no
local da aplicacédo sdo o aumento do metabolismo celular, da circulagdo sanguinea, estimulo a
formacdo de novos capilares, aumento da atividade do sistema linfatico, da sintese de DNA e
RNA, dos niveis de endorfina, da liberacdo de histamina e serotonina, e da quantidade de
fibroblastos, estimulo da producdo de colageno pelos fibroblastos, estimulo de producao de
osteoblastos, da fagocitose, aumento dos niveis de ATP (trifosfato de adenosina), liberacao
de fatores de crescimento, diminuicdo da velocidade de conducdo sensorial, reducdo do grau
de excitabilidade dos receptores da dor e manutencao do potencial de membrana (Karu, 1989;
Karu, 1999; Pinheiro et al., 2000; Mikail e Pedro, 2006).

A laserterapia de baixa poténcia é empregada em casos de DAD com o intuito de promover
bioestimulacdo, atuando como analgésico e anti-inflaméatorio além de promover a reparagao
tecidual (Enwemeka e Reddy, 2000; Peavy, 2002).

Em estudos histoldgicos realizados em humanos, cdes, eqiiinos e cobaias foram observados
recuperacao da cartilagem articular, dos tecidos moles adjacentes, menor reacgao
inflamatoria, fibras coldgenas com melhor arranjo, aumento da sintese de colageno,
modulacdo e maturacdo de colageno recém formado, inducdo da neovascularizacdo e tecidos
com menor grau de degeneragdo (Calatrava et al., 1997; Enwmwka e Reddy, 2000; Cho et al.,
2004; Arruda et al., 2007; Gyeyeop e Eunjung, 2013).

Gyeyeop e Eunjung (2013) avaliaram os efeitos anti-inflamatério e condroprotetor da
laserterapia de baixa poténcia com comprimento de onda de 850 mn e 3,6 J/cm?®, em
osteoartrite induzida. Segundo os autores, os animais submetidos a laserterapia apresentavam
menores niveis séricos de mediadores inflamatorios do que o grupo controle e
histologicamente melhor recuperacdo articular. Além do efeito antiinflamatorio, o laser pode
ter também acdo condroportetora, uma vez que com a reducdo de mediadores inflamatérios
tem-se uma efetiva reducdo da degradacdo da cartilagem articular. Os autores consideram
ainda que o laser pode ser uma terapia eficaz na abordagem do tratamento da dor articular
associada a DAD.

Arruda e colaboradores (2007) compararam pela histologia a recuperagao tendinea de ratos
submetidos a laserterapia de baixa poténcia com comprimento de onda de 670mn (laser
vermelho) e 904mn (laser infravermelho) na fluéncia de 3 J/cm?. Os autores concluiram que
independente do comprimento de onda irradiado obteve-se, quando comparado ao controle,
uma melhor organizacdo das fibras coldgenas, evidenciando melhor qualidade no reparo
tendineo.

Geralmente os animais quando submetidos a laserterapia apresentam uma maior amplitude de
movimento articular, menor escore de claudicacdo, menor sinal de dor e retorno precoce as
fungGes habituais (Calatrava et al., 1997; Mikail e Pedro, 2006; Mantovani, 2010).
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4. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 32 articulagdes femorotibiopatelares (FTP) de gatos provenientes de
experimento prévio (Mantovani, 2010), aprovado pelo CETEA/UFMG, sob o protocolo nimero
283/2008, no qual foram utilizados 16 gatos adultos jovens, oito machos e oito fémeas, sem raca
definida, de massa corporal entre 2,7 e 4,9 kg. Os gatos foram submetidos a ruptura
experimental do LCCr do membro posterior direito, guiado por videoartroscopia, seguindo-se a
substituicdo do mesmo por autoenxerto de fascia lata, segundo técnica descrita por Schawalder
(1987) e adaptada por Muzzi (2003). Todos os procedimentos foram realizados pelo mesmo
cirurgido. Os animais foram igualmente divididos em grupo controle (I) e grupo tratado (II).

Os animais do grupo II foram submetidos ao tratamento pés-operatério com laserterapia de
baixa poténcia, utilizando aparelho de laser GaAs de 904 nm de comprimento de onda,
infravermelho, com a fluéncia de 4,0 J/cm?, com tempo automatizado (50 segundos), aplicados
em quatro pontos, denominados lateral-cranial, lateral-caudal, medial-cranial e medial-caudal na
articulacdo FTP. A irradiacdo do laser foi feita em intervalos de 48 horas por 21 dias com inicio
imediato ap6s a cirurgia. Os animais do grupo I foram submetidos a contengdo fisica semelhante
a do grupo II, mas sem a aplicagdo de laser. Quatro animais, escolhido de forma aleatéria, de
cada grupo foram submetidos a eutandsia por sobredose anestésica aos 60 e 90 dias apds a
cirurgia. Fragmentos de tecidos moles das articulagdes FTP dos membros tratados e
contralaterais, foram coletados e fixados em solucido formol neutra tamponada a 10%.

Neste projeto, avaliou-se histologicamente as amostras de membrana sinovial, LCCr, LCCd,
menisco e do enxerto. Foram analisadas amostras de 32 articulagdes, divididas em trés grupos
(Fig. 1): controle (grupo I), estabilizagdo cirdrgica da articulacdo FTP (grupo II) e estabilizacdo
cirdrgica da articulacdo FTP associada ao laser pds-operatério (grupo III), em dois diferentes
tempos:

- Grupo I (controle): formado por 16 articulacdes FTP esquerda, sendo oito amostras de 60
dias de po6s-operatério (Grupo Ia) e as demais de 90 dias (Grupo Ib).

- Grupo II (estabilizacdo cirirgica da articulacao FTP): consistituido por oito articulagdes
FTP direita, sendo quatro de 60 dias de pds-operatério (Grupo Ila) e as demais de 90 (Grupo
IIb).

- Grupo III (estabilizacao cirargica da articulacao FTP associada ao laser): constituidas por
oito articulacdes FTP direita, sendo quatro de 60 dias de pés-operatério (Grupo I11a) e as demais
de 90 (Grupo IIIb).

A figura 1 ilustra o esquema da distribuicdo dos grupos experimentais supracitados e suas
respectivas denominagoes.
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Figura. 1 — Fluxograma da divisdo dos grupos experimentais.
FTP - femorotibiopatelar; PO — pés-operatério; EC — estabilizacdo cirurgica.

Ap6s a fixacdo em formol a 10% neutro e tamponado, por periodo minimo de 96 horas, os
fragmentos de membrana sinovial, dos ligamentos cruzados cranial e caudal, do enxerto e do
menisco medial foram processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina e os cortes
histol6gicos foram feitos em plano longitudinal com espessura de 4pm. As secc¢des foram
coradas pela técnica de Hematoxilina e Eosina para avaliagdo morfol6gica. A microscopia foi
analisada em duplo cego de forma descritiva, para comparacdo nos diferentes grupos.

Laminas de seccoes do LCCr e do enxerto foram incubadas com solucdo de Picrosiriusred
(PSR) durante uma hora, diferenciadas em acido cloridrico 0,01 N por cinco minutos e contra
coradas por hematoxilina de Harris por um minuto. Em seguida as ldminas foram lavadas em
agua correntel5 minutos, desidratadas em solugdes crescentes alcool etilico, diafanizadas em
xilol e montadas em balsamo. Posteriormente, foram examinadas sob luz polarizada. Trés
campos dos cortes histolégicos foram capturados com aumento de 40X utilizando-se uma
camera de video (Leica ® DFC 500) acoplada a um microscopio de luz polarizada (Leica ® DM
4000 B) instalado em um microcomputador.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os relatos sobre estudos histolégicos de tecidos moles articulares em gatos sdo escassos, mas a

técnica utilizada permitiu avaliar a membrana sinovial, os ligamentos cruzados, o menisco e o
enxerto de fascia lata como proposto.
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A membrana sinovial do grupo controle apresentou-se histologicamente normal com
sinoviocitos dispostos em duas ou trés camadas apoiadas sobre tecido conjuntivo, ricamente
vascularizado associado a células adiposas, sendo este o padrdo de normalidade como ja
mencionado por Sanz (2003). O grupo que ndo recebeu o laser (Grupo II) apresentava, aos 60
dias, discreta hiperplasia de sinoviécitos, sendo os mesmo dispostos em até cinco camadas.
Observaram-se também infiltrado inflamatorio perivascular discreto composto por linfécitos e
raros plasmécitos, areas multifocais de desorganizacdo de fibras colagenas. Aos 90 dias a
membrana sinovial mostrou discreta hiperplasia de sinoviécitos, sendo os mesmo dispostos em
até cinco camadas, areas focais de hemorragia e desorganizacdo mais acentuada das fibras
colagenas (Fig. 2). Essas alteracdes histoldgicas, observadas na membrana sinovial aos 60 e 90
dias de gatos que ndo receberam o laser (Grupo II) caracterizam uma sinovite linfopasmocitaria
associada ao processo degenerativo. Os achados deste estudo sdo semelhantes aos de Lipowitz e
colaboradores (1985), Galloway e Lester (1995), Muzzi (2003) e Melo e colaboradores, (2008)
que ao avaliarem a membrana sinovial de cdes em modelo experimental semelhante também
observaram hiperplasia da membrana sinovial e presenca de infiltrado inflamatoério.

Na membrana sinovial dos animais tratados com laser de baixa poténcia (Grupo III) observou-se
aos 60 dias sinoviocitos dispostos em até quatro camadas, fibras coldgenas mais organizadas
quando comparado aos animais que ndo foram submetidos ao laser, areas focais de infiltrado
inflamatério linfopasmocitario discreto e presenca de angiogénese discreta. Aos 90 dias, os
sinovidcitos mostrava-se dispostos em até quatro camadas, fibras colagenas mais organizadas
quando comparado aos animais do grupo II com fibroblastos mais ativos (ntcleo maior, mais
basofilico e cromatina frouxa), areas focais de infiltrado inflamatério discreto e angiogénese
mais intensa que aos 60 dias, com endotélio bem definido (Fig. 3).

As alteragdoes da membrana sinovial observadas no presente estudo indicam que houve um
processo degenerativo de maior intensidade nos animais que ndo receberam o tratamento com
laser. Disso, pode-se inferir que a laserterapia tem ac¢do benéfica sobre a reagdo inflamatéria da
membrana sinovial, estimula o desenvolvimento de fibroblastos e induz a producao de colageno
para reparacdo tecidual, induz a angiogénese e a resposta celular, contribuindo assim para o
retardo no desenvolvimento da DAD.
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Figura. 2- Fotomicroscopia da membrana sinovial de gatos submetidos a substituicdo artroscopica do
ligamento cruzado cranial, sem irradiacdo com o laser, aos 90 dias (HE, 100X) Hiperplasia e proliferacdo
das vilosidades (seta), perda da organizacdo das fibras colagenas (asterisco), e neovascularizacdo discreta
(seta vermelha).

Figura. 3 - Fotomicroscopia da membrana sinovial de gatos submetidos a substituicao artroscopica do
ligamento cruzado cranial, associado a laserterapia, aos 90 dias. (HE, 100X. Neovascularizagao moderada
com vasos em diferentes fases de maturacao (asterisco), fibroblastos ativos (seta).

Os ligamentos cruzados do grupo controle (Grupo I) mostraram-se sem alteracoes histolégicas,
formado por tecido conjuntivo propriamente dito, denso modelado, formado por feixes de fibras
coldgenas organizadas paralelamente, entrepostas por fibroblastos dispostos em fileiras com
citoplasma escasso e nticleos alongados. Este padrdo de normalidade é semelhante ao descrito
por Junqueira e Carneiro (2013) no homem. O grupo II, ndo submetido a terapia com laser,
apresentou areas multifocais de discreta degeneracdo evidenciada principalmente por perda da
organizacdo paralela dos feixes de coldgeno. Notou-se ainda neovascularizacao discreta nas
extremidades dos segmentos avaliados e camada interna espessa com aumento da celularidade.
Aos 90 dias as alteracdOes foram semelhantes, porém mais acentuadas, com degeneracdo
moderada das fibras coldgenas, associadas a infiltrado inflamatério com raros linfocitos e areas
multifocais de discreta hemorragia, predominantemente perivascular, evidenciando sinais de
evolucdo do processo degenerativo. Em algumas regides as fibras colagenas apresentavam-se
separadas, sugerindo edema e eram desprovidas de fibrécitos e fibroblastos, ou estas células
apresentavam nucleo picnético como ja relatado por Silva (2007) ao avaliar LCCr de caes, onde
foram observados sinais de alteracdes degenerativas no ligamento rompido evidenciados por
fibras colagenas fragmentadas e com perda do padrdo de organizagao estrutural e alteragdes na
morfologia dos fibroblastos.

Nos animais submetidos ao laser (GIII) notou-se aos 60 dias, fibras coldgenas mais organizadas
quando comparado ao GII e dispostas paralelamente, entrepostas por fibroblastos e fibrocitos.



20

Observou-se areas multifocais de proliferacdo de fibroblastos associados a matriz recém-
formada e neovascularizacdo moderada com diferentes fases de maturacdo do endotélio
vascular. Alguns vasos com angioblastos agrupados em ninhos de células e outros com padrado
de organizacdo vascular mais evidente e limen de didmetro varidvel e presenca de hemaécias.
Resultados semelhantes foram observados aos 90 dias, destacando-se a intensa
neovascularizacdo. As alteracdes do ligamento cruzado observadas no presente estudo indicam
que de forma semelhante aos achados da membrana sinovial desenvolvendo, independente do
tratamento, um processo degenerativo, porém menos intenso nos animais que receberam o
laser. Portanto, pode-se inferir que a laserterapia tem acdo benéfica sobre a articulagdo,
reduzindo os efeitos da degeneracdo tecidual.

O enxerto de fascia lata do grupo ndo submetido a laserterapia (Grupo II) apresentou aos 60
dias, fibras coldgenas com degeneracdao moderada a intensa com perda da arquitetura tecidual
em areas multifocais, expressa por moderada basofilia da matriz e fibras coldgenas rompidas,
presenca de infiltrado inflamatério discreto com macréfagos e linfocitos, e dreas de hemorragia
discreta. Notou-se focos de morte celular evidenciada por fibroblastos com nicleo picnoéticos,
sugerindo necrose devido a ligamentizacdo do enxerto (Fig.4). Aos 90 dias observou-se
presenca de raras células gigantes e metaplasia cartilaginosa, caracterizada por grupos exdgenos
de condroécitos com ntcleo redondo, vesiculoso, com cromatina frouxa associado a matriz
discretamente basofilica, semelhante ao observado em cdes por Muzzi (2003).

O grupo tratado com laserterapia (Grupo III) apresentou aos 60 dias areas de degeneracao
discreta a moderada com fibras coldgenas com perda da organizacdo paralela, alternando com
focos de éarea tecidual semelhante ao LCCr, formado por tecido conjuntivo denso modelado,
entreposto por fibroblasto. Foram observadas também éreas multifocais de morte celular
intercalando com areas de reparo tecidual com fibroblasto em intensa atividade celular e vasos
com endotélio bem definido. Aos 90 dias, havia degeneracdao moderada a intensa alternando
com focos de érea tecidual semelhante ao LCCr, com coldgeno mais organizado e maturo que
aos 60 dias. Estas mudancas histolégicas iniciadas aos 60 dias e melhor definidas aos 90 dias, se
devem ao processo de ligamentizacdo do enxerto, que é caracterizada por uma série de
mudangas biolégicas no qual o tecido sofre um processo de necrose avascular, proliferacdo
celular, revascularizacdo, deposicdo e remodelamento do coldgeno e maturacdo, conforme
citado por Silva (2007). Estas modificacdes permitem que o enxerto adquira uma estrutura
semelhante ao ligamento. Mais uma vez, baseado nos resultados deste estudo, o grupo tratado
com o laser de baixa poténcia apresentou melhor padrdo de caracterizacao histologica,
indicando que essa terapia tem efeito benéfico na ligamentizacdo do enxerto e na reparacao dos
tecidos moles articulares, estimulando o metabolismo celular, a quantidade de fibroblasto e a
regeneracdo tecidual de forma semelhante aos achados de Enwmwka e Reddy (2000).
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Figura. 4- Fotomicroscopia do enxerto intra-articular de fascia lata de gatos submetidos a substitui¢do
artroscépica do ligamento cruzado cranial, associado a laserterapia aos 90 dias. (HE, 100X). Tecido
conjuntivo denso modelado entreposto por fibroblasto semelhante ao LCCr (seta) areas com intensa
fibroplasia (asterisco).

Os meniscos do grupo controle mostraram-se com morfologia habitual com fibras coldgenas
orientando-se predominantemente de modo circunferencial, entrepostas por fibrocondrécitos
como ja relatado em coelhos, cdes e humanos (Cury, 2002; Leiane, 2010; Junqueira e Carneiro,
2013). No grupo II observaram-se fibras coldgenas com perda do padrdo de orientacdo
circunferencial, entrepostas por fibrocondrdcitos e areas multifocais com hipercelularidade e
discreta vascularizagdo, aos 60 dias. Aos 90, a desorganizacdo da matriz e neovascularizacdo
eram mais evidentes. Observou-se ainda presenca de fissuras, superficie irregular e acelular
entrepostas por outras, com intensa atividade caracterizada por nucléolos evidentes e nticleo
grande e arredondados (Fig. 5). No grupo que recebeu o laser as alteragdoes foram mais
discretas mostrando melhor organizacdo das fibras coldgenas e neovascularizacdo exuberante

(Fig. 6).
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Figura. 5 - Fotomicroscopia de menisco de gatos submetidos a substitui¢do artroscépica do ligamento
cruzado cranial aos 90 dias. (HE, 100X). Hiperplasia de fibrocondrécitos (seta), area com espacamento
das fibras colagenas, sugerindo edema (asterisco), perda do padrdo circuferencial das fibras colagenas
(seta vermelha).

Figura. 6 - Fotomicroscopia de menisco de gatos submetidos a substituicdo artroscépica do ligamento
cruzado cranial, associado a laserterapia aos 90 dias. (HE, 100X) Hiperplasia de fibrocondrécitos (seta),
area com espacamento das fibras coldgenas sugerindo edema (asterisco) bordas irregulares (seta
vermelha).

Todos os grupos irradiados com o laser infravermelho apresentaram melhor recuperacdo
tecidual, mostrando-se de qualidade superior aqueles que ndo receberam a irradiacdo. (Grupo
IT). Histologicamente notou-se fibras coladgenas dispostas de forma mais organizadas,
neovascularizacdo evidente, auséncia ou discreto infiltrado inflamatério e proliferacdo celular.
Estes achados sugerem que o laser exerce efeitos benéficos nos tecidos moles articulares em
gatos. Esses achados corroboram a teoria da fotobioestimulagdo, mostrando que o laser
promove alteracOes biologicas favoraveis a recuperacdo tecidual e pode favorecer portanto, o
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controle da DAD (Karu, 1989; Pinheiro et al., 2000; Peavy, 2002; Baxter 2003). Segundo
Levine e colaboradores (2005) o uso do laser estimula o desenvolvimento de fibroblastos e
induz a producdo de coldgeno para reparacao tecidual, induz a angiogénese, acelera a taxa
metabolica dos tecidos e a resposta celular, como evidenciados nos achados deste estudo.

Existe na literatura um grande niimero de estudos investigando os efeitos da laserterapia de
baixa poténcia e a biomodulacdo em diversos tecidos (Karu, 1989; Calatrava et al, 1997; Karu,
1999; Enwmwka e Reddy, 2000; Peavy, 2002; Baxter, 2003; Cho et al, 2004; Arruda et al ,
2007; Gyeyeop e Eunjung, 2013). No entanto, evidéncias clinica e cientifica sobre a eficacia
desta modalidade é muitas vezes contraditéria. Nao hd uma padronizacdo dos trabalhos,
diferentes espécies sdo usadas, com variacoes no comprimento de onda, dose e tempo do
tratamento empregados (Levine et al., 2005; Arruda et al., 2005; Mikail e Pedro, 2006).
Entretanto, apesar das diferencas metodolégicas, ha um consenso de que a terapia com laser de
baixa potencia proporciona melhora clinica e histolégica, como observado neste trabalho
(Calatrava et al, 1997; Enwmwka e Reddy, 2000; Cho et al, 2004; Arruda et al , 2007;
Mantovani, 2010; Gyeyeop e Eunjung, 2013).

A utilizacdo do laser infravermelho com comprimento de onda de 904 nm no presente estudo se
deveu a sua capacidade de penetracdo nos tecidos e com vista a bioestimulacdo e acdo anti-
inflamatdria, regeneracgdo tecidual empregou-se a fluéncia de 4 J/cm?® A aplicagdo em quatro
pontos da articulacdo que permitiu a irradiacdo de toda a articulacdo femurotibiopatelar, com
efeito em todas as estruturas analisadas.

Quanto a andlise e qualificacdo dos tipos de colageno, o processamento utilizado permitiu
avaliar pela coloracdo PSR e observagdo em microscopio de luz polarizada as amostras de LCCr
e do enxerto intra-articular. Esta coloracao permitiu identificar os colagenos I, e III. Quando
submetido a microscopia de luz polarizada, cada colageno reflete uma cor, sendo o coladgeno
tipo I vermelho ou laranja e o tipo III, verde. As fibras tipo I sdo mais grossas e exibem
fortemente birrefringéncia, enquanto as do tipo III sdo mais finas e com menor birrefringéncia
(Junqueira e Carneiro, 2013).

No grupo controle evidenciou-se nas amostras de ligamento cruzado cranial aos 60 e aos 90
dias, fibras coldgenas dispostas de forma paralela, exibindo birrefringéncia moderada e uma
alternancia de colageno tipo I com colageno tipo IIT (Fig. 07). Este resultado, entretanto difere
daqueles da literatura consultada onde os autores trabalharam com outras espécies (Muzzi,
2003; Silva 2007; Arruda, 2007; Junqueira e Carneiro, 2013). Os diferentes estudos avaliando
ligamentos de cdes, humanos e cobaias relatam que o ligamento possui uma predominancia do
colageno tipo I diferente do observado neste estudo com gatos. Na literatura consultada nao
foram encontrados trabalhos que caracterizem o padrao de distribuicdo de fibras colagenas de
ligamento em gatos.
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Figura. 7 - Fotomicroscopia em luz polarizada de LCCr de gato (controle). PSR. 40x. Alternancia do colédgeno tipo
III (verde) com o tipo I (vermelho, alaranjado) ambos com moderada birrefringéncia.

Nos grupos submetidos a cirurgia com e sem laser (GII, GIII), observou-se predominancia de
colageno tipo III considerado imaturo.O colageno tipo I mostrava-se distribuido aleatoriamente
com éareas irregulares sem birrefringéncia e fibras desorganizadas. Os resultados sdo similares
aos 60 (Fig. 8) e 90 dias (Fig. 9).

Figura. 8 - Fotomicroscopia em luz polarizada de autoenxerto de fascia de gato sem laser (GII). PSR.
40x. Colageno tipo III (verde), colégeno tipo I (vermelho, alaranjado) ambos com moderada
birrefringéncia.
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Figura. 9 - Fotomicroscopia em luz polarizada de autoenxerto de gato submetidos a laserterapia (GIII).
PSR. 40x. Predominancia do colageno tipo III (verde) em relacdo ao tipo I (vermelho, alaranjado) ambos
com moderada birrefringéncia.

Em todos os grupos observou-se grande variacdo no percentual de colageno tipo I, com
tendéncia de predominancia do colageno tipo III, mais evidente nos grupos submetidos a
cirurgia com ou sem laser. Este resultado difere da literatura consultada onde é relatado que o
ligamento cruzado é constituido por 75% de sua massa seca por colagenos, sendo 90% tipo I, e
10% de colageno tipo III. Entretanto, estas informagoes referem-se a espécie humana, cdo e
cobaias (Vasseur, 1993; Muzzi, 2003; Silva, 2007; Fossum, 2012; Junqueira e Carneiro, 2013).
Estudos semelhantes na espécie felina ndo foram encontrados. E possivel que o gato tenha uma
constituicdo diferente.

E sabido que o colageno tipo III confere ao tecido menor resisténcia e maior flexibilidade
(Junqueira e Carneiro, 2013), o que poderia explicar a diferenca como uma particularidade da
espécie. Assim, pode-se inferir que talvez, o padrdo histolégico supracitado possa ser justificado
pelas diferencas biomecéanicas desta espécie quando comparado aos cdes. Contudo, sdo
necessarios mais estudos nesta espécie.

Os estudos envolvendo gatos datam de pouco mais de duas décadas, o que pode ter atrasado o
avanco da medicina nesta espécie (Hardie et al., 2002; Godfrey, 2005; Clark e Bennet, 2006;
Langley-Hobbs, 2009; Genaro,2010; Lascelles e Duncan, 2010; Lascelles et al., 2012) que ndo
pode ser confundido com um cdo de pequeno porte. Segundo Scott e McLaughlin (2007) apesar
de algumas similaridades com o cdo, existem também alguns aspectos tinicos para o paciente
felino. Como exemplo, pode-se citar a propria morfologia do ligamento cruzado cranial que ao
contrario dos cdes e humanos, apresenta-se mais espesso que o ligamento cruzado caudal. Além
disso, sdo animais de pequena massa corporal e com grande capacidade biomecéanica adaptativa
(McLaughlin, 2002; Harasen, 2005). Assim, estudos mais profundos devem ser realizados nesta
espécie para caracterizar suas particularidades.
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6. CONCLUSOES
Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

A irradiacdo com o laser de baixa poténcia com comprimento de onda de 904nm
infravermelhos, na fluéncia de 4 J/cm® tem efeito benéfico na reparagdo dos tecidos articulares,
atenuando a intensidade das lesdes e favorecendo a recuperacdo podendo, ser indicado como
terapia coadjuvante na doenga articular degenerativa em gatos.

Novos estudos sdo necessarios para caracterizar as particularidades histologicas dos tecidos
articulares nesta espécie.
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