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RESUMO

As disfungdes temporomandibulares (DTMs) sao freqlientes na populagédo e
geralmente estdo associadas a processos inflamatérios. Estudos anteriores
tém evidenciado efeitos positivos da fotobiomodulagao laser (FBML) nas DTMs.
Contudo, seu mecanismo de agdo na resposta inflamatéria da articulagcao
temporomandibular (ATM) ainda é pouco conhecido. O objetivo deste trabalho
foi avaliar através da anadlise histolégica a acdo da Fototerapia Laser - FTL
(GaAlAs, A780nm - IV, P=50mW, CW, ¢~4mm? 10J/cm? por sessdo
isoladamente, ou associado ao A660nm - V, P=40mW, 5J/cm? cada 1) na
resposta inflamatéria da ATM de ratos induzida por carragenina. Oitenta e
cinco ratos Wistar foram divididos em nove grupos: G1 — Solug&o salina; G2 —
Solugédo salina + FTL IV; G3 — Solugédo salina + FTL IV+V; G4 — Carragenina;
G5 — Carragenina + FTL IV; G6 — Carragenina + FTL IV+V; G7 — Laser prévio +
carragenina; G8 — Laser prévio + carragenina + FTL IV e G9 — Laser prévio +
carragenina + FTL IV+V, que foram subdivididos em subgrupos de trés e sete
dias. Apos o sacrificio, os espécimes de tecidos foram processados e corados
com HE, Picrosirius e Azul de Toluidina. Foi realizada analise descritiva das
estruturas que compdem a ATM, observagao da expressdo de colageno no
cobndilo e disco articular e contagem das camadas de células da membrana
sinovial. Nos grupos em que foi injetada solugdo salina ndo foi observada
reacao inflamatdéria e os grupos irradiados nao apresentaram diferenca em
relacdo ao grupo néo irradiado. Apds injegao de carragenina, foram observados
intenso infiltrado inflamatério e proliferagdo do numero de camadas da
membrana sinovial. O grupo irradiado com laser IV apresentou menor
inflamagao e menor numero de camadas nos dois periodos de observagao
comparado a todos os grupos. A aplicagédo do laser prévio ndo promoveu
melhora nos resultados finais. Conclui-se que a FTL apresentou efeitos
positivos em relacdo a reducdo do infiltrado inflamatério e aceleracdo do
processo de inflamagéo, especialmente com a utilizag&do do laser IV. Os grupos
irradiados apresentaram maior quantidade de colageno no céndilo comparado
ao grupo néo irradiado. Os grupos irradiados com laser apos a indugao da
inflamacao ndo apresentaram hiperplasia da membrana sinovial, o numero de
camadas de células foi semelhante ao grupo em que nao foi induzida a
inflamacao.

Descritores:  Articulagdo Temporomandibular, Carragenina, Inflamacgao
Fototerapia laser, Fotobiomudulacéo Laser.



ABSTRACT

Temporomandibular disorders (TMDs) are frequent in the population and
generally present an inflammatory component. Previous studies have
evidenced positive effects of laser photobiomodulation (LPB) on TMDs.
However, its mechanism of action on the inflammation of the
temporomandibular joint (TMJ) is not known yet. The aim of this study was to
evaluate, by light microscopy, the effects of laser phototherapy - LPT (GaAlAs,
A780nm, infrared - IR, 50mW, CW, ¢~4mm? 10J/cm? per session, and its
association with A660nm, red - R, 40mW, 5J/cm? each A) in the inflammatory
process of the rat's TMJ induced by carrageenan. Eighty five Wistar rats were
divided into nine groups: G1 - Saline Solution; G2 - Saline Solution + LPT IR;
G3 - Saline Solution + LPT IR+R; G4 - Carrageenan; G5 - Carrageenan + LPT
IR; G6 - Carrageenan + LPT IR+R; G7 - previous LPT + Carrageenan; G8 -
previous LPT + carrageenan + LPT IR and G9 - previous LPT+ carrageenan +
LPT IR+R, and then subdivided in sub-groups of three and seven days. After
animal death, specimens were taken, routinely cut and stained with HE, Sirius
Red and Toluidine Blue. Descriptive analysis of TMJ’s components was donne.
The collagen expression was observed in condyle and in articular disc. The
synovial cell layers were counted. The injection of salina solution did not
produced inflammatory reaction and the irradiated groups had not presented
difference compared to non irradiated ones. After carrageenan injection it was
observed intense inflammatory infiltration and synovial cell layers proliferation.
The infrared irradiated group presented less inflammation and less synovial cell
layers number compared to other groups. The previous laser irradiation did not
improve the results. It was concluded that the LPT presented positive effects on
inflammatory infiltration reduction and accelerated the inflammation process,
mainly with IR laser irradiation. The irradiated groups presented greater amount
of collagen in condyle compared to non irradiated. The number of synovial cell
layers was reduced on irradiated group.

Key Words: Temporomandibular Joint, Carrageenan, Inflammation, Laser
Phototherapy, Laser Photobiomodulation.
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1. Introdugao

As disfungdes temporomandibulares (DTMs) apresentam geralmente um
componente inflamatério. No entanto, a patogénese da inflamagdo nas
articulagdes temporomandibulares (ATMs) tem sido baseada nos dados de outras
articulagdes sinoviais. Poucos estudos na literatura avaliaram apenas os eventos
imediatos do processo de inflamacao das ATMs (HUTCHINS et al., 2000).

As caracteristicas especiais das ATMs podem influenciar sua resposta
como articulagado sinovial. A sua superficie, por exemplo, apresenta uma
cobertura de tecido fibroso denso, enquanto que a maioria das demais
articulagdes sinoviais sdo cobertas apenas por cartilagem hialina. Além disso,
as concentragcoes de algumas substancias inflamatoérias presentes na ATM
diferem das encontradas em outras articulagdes, como os niveis de substancia
P, peptideo relacionado a calcitonina e o neuropeptideo Y, que se apresentam
mais elevados nas artrites das ATMs em humanos que na articulagdo do joelho,
provavelmente devido a inervagédo densa das ATMs (TOMINAGA et al., 1999).

As ATMs s&o susceptiveis a uma variedade de alteracdes inflamatérias,
incluindo as osteoartrites e a artrite reumatéide. Os sintomas mais freqlientes
sdo: dor ao movimentar, sensibilidade a palpacdo, rigidez, crepitacdo e
tumefagdo. Os objetivos terapéuticos do tratamento incluem a manutencéo da
fungdo aliviando a sintomatologia dolorosa e rigidez das ATMs. O uso de
medicamentos antiinflamatérios nao esterdides € usualmente a primeira opg¢ao

de tratamento farmacolégico (DURANDO et al., 2002).
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A carragenina € um polissacarideo amplamente utilizado para induzir
uma reacao inflamatéria em modelos animais, sendo utilizado no teste de
drogas e avaliacao de novas terapias antiinflamatérias (PETER-SZABO et al.,
2007). Diversos estudos anteriores utilizaram com sucesso este modelo
(GAITAN et al., 2005; GOULART et al., 2005).

A fototerapia laser (FTL) € uma opgédo de tratamento que pode ser
oferecida ao paciente em diversas areas da clinica odontolégica. A FTL € usada
principalmente para aliviar a dor, reduzir a inflamagéo e acelerar a cicatrizagéo
(TUNER; HODE, 2004).

O uso da FTL para o tratamento de diversas patologias orofaciais vem
sendo realizado com sucesso. Esta modalidade de tratamento vem se tornando
bastante conhecida no tratamento das disfungdes temporomandibulares, em
virtude da efetividade comprovada, receptividade dos pacientes e redugao do
uso de medicamentos (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO et al., 1998).

Estudos anteriores evidenciaram resultados positivos no uso da FTL em
DTMs (SERAFIM; TEODOROSKI, 2003) e no edema em pata de rato
(ALBERTINI et al., 2004). Os antiinflamatérios n&o esterdides (AINES) tém sido
utilizados para o tratamento de desordens articulares inflamatoérias agudas e
cronicas. Embora o AINE possibilite a reducado da inflamagao no tecido alvo e
consequente reducdo da sintomatologia, o uso frequente, pode também
aumentar o risco de complicagdes como ulceras gastricas e nefrotoxidade. Desta
forma, a FTL apresenta-se como uma alternativa para a ag¢ao antiinflamataria,

eliminando estas reagdes desagradaveis (ISHIMARU, J. et al., 2003).
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Estudos prévios evidenciaram efeitos positivos da FTL nas DTMs,
porém sua acdo e mecanismo no infiltrado inflamatério da articulagao
temporomandibular ainda s&o pouco conhecidos. Para os individuos portadores
de disturbios na ATM este tratamento surge como uma alternativa de
tratamento ndo invasivo sem efeitos colaterais, restaurando a fungcdo e
reduzindo a sintomatologia dolorosa. Desta forma €& necessario entender a
acao da luz laser nas ATMs para contribuir na sua aplicacdo clinica e
indicacao.

O objetivo deste estudo foi avaliar histologicamente, através da
microscopia de luz, o efeito da FTL no processo inflamatério induzido por

carragenina na ATM de ratos.
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2. Revisao da literatura

2.1. Disfungao Temporomandibular

As disfungdes temporomandibulares (DTMs) sdo as patologias nao-
dentarias relacionadas a dor crénica orofacial mais frequentes na populagcao
(VOOG et al., 2003).

As DTMs sédo condigdes multifatoriais nas quais os sintomas mais
comuns sao a dor (nos musculos e articulagdo), a limitagdo do movimento e
estalidos nos movimentos de abertura e fechamento (FRICTON, 2004).

Os mecanismos fisiologicos das DTMs ainda s&o pobremente
conhecidos e sao dificeis de serem avaliados em humanos. As disfungbes da
ATM geralmente apresentam inflamagéo da estrutura envolvida e incluem
componentes biolégicos e comportamentais (KERINS et al., 2003).

Tratamentos ndo-cirurgicos das DTMs freqlientemente consistem de
medicacdes, como AINES e antidepressivos. Os AINES podem reduzir a
inflamacdo, mas também podem aumentar o risco de complicacdes, como,
Ulceras gastricas e nefrotoxidade (HERSH et al. 2008; ISHIMARU et al. 2003).
Outros tratamentos indicados sdo: splints oclusais; fisioterapia e tratamento de
atividades parafuncionais (CETINER et al. 2006).

Os mecanismos intrinsecos que iniciam a inflamagéo da ATM, como nos
casos de osteoartrite, artrite inflamatoria e trauma e a histéria natural da

mesma sao ainda pouco conhecidos na atualidade.
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O trauma repetitivo na ATM pode estimular a liberagao de substancias
que resultam em alteragdes vasculares e inflamacéo nos tecidos envolvidos. A
distensao do espaco articular pode ser o resultado da inflamacao local. Edema,
sinovite e liberagcdo abundante de liquido sinovial ocorrem com freqléncia
como parte do processo inflamatério (MOLINA et al., 2001).

Estudos prévios demonstraram um aumento na concentragcéo de IL-1p,
TNF-a e IL-6 no liquido sinovial de ATMs com alteragdes degenerativas. Essas
citocinas podem induzir a liberagao de proteinases e estimular a expresséo de
mediadores inflamatérios, resultando na degradacdo do osso e cartilagem e

inflamacéo na articulagdo (KANEYAMA et al., 2004).

2.2. Inflamacgao

A inflamagédo é uma resposta inespecifica do corpo a diferentes tipos
de agressoes, constituindo-se, essencialmente, de uma resposta protetora que
inicia o processo de reparo tecidual. Na fase inicial da inflamag¢ao aguda, entre
zero e uma hora apos estimulo agressor, moduladores tais quais a histamina e
a bradicinina estdo envolvidos. Durante a fase tardia, as prostaglandinas, a
ciclooxigenase-2 (COX-2), a infiltragdo e a ativagdo de neutrofilos contribuem
para a resposta inflamatoria (ALBERTINI et al, 2004; KHALIL et al., 1992).

A resposta inflamatdria consiste em dois componentes principais: uma
reagao vascular e uma reagado celular. Muitos tecidos e células estao
envolvidos nestas reagdes, incluindo o fluido e as proteinas do plasma, as

células circulantes, os vasos sangliineos e os componentes celulares e extra-
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celulares do tecido conjuntivo. As células circulantes incluem neutrofilos,
mondcitos, eosindfilos, linfécitos, basdfilos e plaquetas. As células do tecido
conjuntivo, incluem os mastocitos que estdo intimamente ligados aos vasos
sanguineos, os fibroblastos do tecido conjuntivo, macrofagos locais e linfocitos.
A matriz extracelular, consiste em proteinas fibrosas estruturais, glicoproteinas
de adeséo e proteoglicanos (KUMAR et al., 2005).

A inflamagéo se caracteriza pelos seguintes sinais: rubor, calor, tumor,
dor e perda da funcdo, refletindo os efeitos das citocinas e de outros
mediadores inflamatérios nos vasos sanguineos locais (KUMAR et al., 2005;
JANEWAY et al., 2007).

As inflamagbes agudas caracterizam-se pelo predominio de fenébmenos
exsudativos, ou seja, consequentes a alteragdes da permeabilidade vascular,
permitindo o acumulo na regido inflamada de liquido (edema), fibrina (que se
forma no intersticio pela interagdo entre componentes do plasma e fatores dos
tecidos), leucdcitos, especialmente neutrofilos e hemacias. Nas inflamagoes
cronicas, além destes elementos, ocorrem no local fenbmenos produtivos, ou
seja, proliferagdo de vasos, fibroblastos (com consequiente deposi¢cao de
colageno), como também migracdo e proliferacdo local de mondcitos e
linfécitos (KUMAR et al., 2005).

Na inflamacdo ocorrem alteragdes hemodindmicas da circulacdo e da
permeabilidade vascular no local da agresséo. A fase vascular reune todas as
transformacgdes ocorridas na microcirculacdo do local inflamado. Esta fase
ocorre alguns minutos apos o inicio da agéo do agente flogogistico; intervalo

em que se processa a liberagdo dos mediadores quimicos (RANG et al., 2007).
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Os mediadores envolvidos na origem da dor inflamatéria também
exercem um papel essencial na ativacdo de outros eventos inflamatorios,
incluindo edema e migracdo leucocitaria. As prostaglandinas podem ser
essenciais para a formacao de edema e citocinas podem ser relevantes para o
recrutamento de leucocitos em diversos modelos de inflamagéo. Existem
evidéncias que esses eventos podem ocorrer de forma independente. Por
exemplo, drogas antitinflamatoérias ndo esterdides ndo interferem na migracéo
leucocitaria, mas inibem a formagdo de edema e dor. Analgésicos periféricos,
como a dipirona, reduzem a dor inflamatéria sem afetar o edema e a migracao
leucocitaria (FERREIRA, 1972; WHITE et al., 2005).

A producdo de prostaglandina, através do metabolismo do &cido
araquidonico pela cicloxigenase (COX), € um dos meios envolvidos na
patogénese da inflamacado aguda. A fosfolipase A2 libera acido araquiddnico
dos fosfolipidios da membrana e a COX converte o acido araquidénico em
prostaglandina. Existem dois tipos de COX: a COX-1 ou constitutiva, que
promove fungdes reguladoras como na circulagdo sanguinea renal, na
citoprotecdo da mucosa gastrica, e a COX-2 ou induzida, normalmente
indetectavel na maioria dos tecidos (TILLEY et al., 2001).

Citocinas, como fatores de necrose tecidual, e diversas interleucinas
podem rapidamente regular a expressdo da COX-2 e ela apresenta um
importante papel na inflamac&o. No entanto, estudos demonstraram que a COX-
2 também possui fungdes fisioldgicas, ndo tendo papel somente em estados
patolégicos. Nos rins a COX-2 regula a excre¢do de sal através da renina, o

volume circulante e a homeostasia da pressao arterial (EGAN et al., 2002).
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Estudos tém demonstrado um aumento na expressdo de RNAm de
COX-2 em tecido subplantar de ratos com inflamagéo induzida por carragenina
(NANTEL et al., 1999).

A formacao de radicais livres devido ao estresse durante o movimento
da mandibula possui um efeito significativo na origem da DTM inflamatéria
(MILAM et al., 1998). Niveis elevados de 6xido nitrico (ON) e da expressao da
enzima oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) foram observados na membrana
sinovial de pacientes com inflamac&o da ATM (HOMMA et al., 2001).

O oxido nitrico (ON) é um radical envolvido na patofisiologia da
osteoartrite produzido por diversas células, incluindo os condrécitos. A iINOS é
uma enzima responsavel pela sintese de éxido nitrico, a partir do aminoacido
L-arginina. Niveis aumentados de nitritos (usado como forma de mensuragao
do ON foram encontrados no liquido sinovial de pacientes com osteoartrite
(CASTRO et al., 2006). Masuda et al. (2002) relataram a presenga de iINOS em
células sinoviais na ATM de ratos.

O fator nuclear de transcricido Kappa B (NFkB) exerce uma fungao
essencial na regulagcao de genes associados a inflamagao e esta envolvido na
progressao da inflamacédo da ATM (YAMAZA et al., 2003). A forma ativada do
NFkB desloca-se do citoplasma para o nucleo e acelera a transcrigdo de genes

associados com a inflamacgao, como TNF-q, IL-1 e INOS.
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2.3. Carragenina

Durante a década de 60, a carragenina passou a ser muito utilizada
experimentalmente, por induzir uma reagao inflamatéria aguda (DI ROSA, 1972).

A carragenina é originada principalmente da alga Chondrus crispus,
Irish Moss, ocorrendo em Carragheen (Waterford, Irlanda), local em que cresce
em abundéancia. Material de composi¢cao semelhante foi isolado de outras algas
como Gigartina stellata e Rhodymenia palmata. A carragenina € um
mucopolissacarideo extraido das paredes celulares de alga vermelha. Ela a
composta de polimeros anibnicos lineares compostos de 1, 3o-1, 4pB-
galactanos, que possuem por cada unidade dissacaridea, um sulfato de (k-),
dois de (I-) ou trés de (A-). Em solug¢des ibnicas, k- e I- associam-se em
estruturas helicoidais que formam géis rigidos ou flexiveis. A carragenina A-
nao forma hélices e sao ndo-gelatinosos (SIGMA-ALDRICH).

A carragenina nao gelatinosa é utilizada para induzir inflamacéo e dor
inflamatéria em modelos de roedores, especialmente na pata. Recentemente, a
carragenina tem sido injetada diretamente na articulagdo dos roedores para
modelos de artrite. O uso da carragenina como agente irritante para indugao de
edema na pata de rato foi introduzido por Winter; Risley e Nuss (1962). Logo
em seguida, o efeito da indometacina foi avaliado através deste modelo, que é
um dos métodos mais utilizados para o teste e avaliagao de drogas e terapias
antiinflamatérias (MISIEWICZ et al., 1996). A carragenina é freqlientemente
utilizada como agente de indugao da inflamagao experimental e dor inflamatéria

(PETER-SZABO et al., 2007).
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A inflamacéao induzida por carragenina na pata de rato representa um
modelo de formagdo de edema e hiperalgesia, que tem sido utilizado
extensivamente no desenvolvimento de drogas antiinflamatérias nao-esterdides
e inibidores seletivos da COX-2. Diversas evidéncias indicam que a COX-2
media o aumento na produgéo de prostaglandina E; no sistema nervoso central
que contribuem para a severidade das respostas inflamatdrias e dolorosas
neste modelo. A COX-2 é rapidamente induzida na espinha dorsal e outras
regides do sistema nervoso central apos a injecédo de carragenina na pata
(GUAY et al., 2004).

Peter-Szabo et al. (2007) introduziram um novo modelo de inflamagao
subcrbénica através da administragcao unilateral repetida de carragenina na
articulagao do tornozelo de rato (450ug/30ul de carragenina diluida em solugao
salina nos dias um, quatro e sete e os resultados foram avaliados em 15 dias).
A administracdo repetida de carragenina promoveu edema e respostas
dolorosas, sugerindo que este € um modelo apropriado. Estes autores também
avaliaram a agao do diclofenaco oral, que reduziu significativamente o edema
no dia 3, e seu efeito anti-alodinico foi observado no dia nove.

Daher et al. (2004) relatou a utilizacédo de injegdes repetidas de
carragenina, 300ug com intervalo de 72 horas no joelho de ratos como um
modelo de inflamagao cronica para avaliacdo da sensibilidade nociceptiva de
ratos.

Apdés a administracdo de carragenina na pata do rato ocorre uma

formacdo de bradicinina que induz subsequente liberagdo de citocinas
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proinflamatérias (TNF-a, IL-1B) ativando a liberagcdo de prostaglandinas e
aminas simpaticas (CUNHA et al., 2008).

Durante a inflamagdo aguda induzida por -carragenina, varios
mediadores inflamatorios ja foram descritos no tecido da pata de rato, como
prostaglandinas (PGE;), leucotrienos (LTD4), interleucinas (IL-1 e IL-6), 6xido
nitrico (ON) e espécies reativas de oxigénio. Esses mediadores apresentam
potenciais para continuar a estimulagdo da resposta inflamatéria e sua

perpetuacao (GUAY et al., 2004).

2.4. Estudos experimentais da ATM de ratos

A dor orofacial € mais comumente causada por inflamacéao, seja aguda
ou cronica, e geralmente esta dor é refrataria a tratamentos existentes. Para que
ocorram evolugdes nessa area € necessaria uma melhor compreensao dos
mecanismos inflamatérios. Existem poucos estudos especificos nos tecidos orais
ou faciais. Um modelo orofacial satisfatorio tem a vantagem de permitir o estudo
da inflamagado de uma maneira geral, assim como 0os mecanismos que podem
ser especificos deste tecido, como algumas formas de DTMs (HAAS et al. 1992).

A ATM normal do rato foi descrita histologicamente em alguns estudos. Ela
contém um disco que divide a cavidade articular em superior e inferior. A
eminéncia articular ndo é distinguida no rato. As superficies articulares condilar e
temporal sdo cobertas por tecido fibrinoso, compacto e avascular, com o colageno
constituindo o componente mais predominante. A porcdo anterior do disco

articular contém fibras de ligagdo do musculo pterigoideo lateral. Essa porgao
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gradualmente torna-se mais fina anteroposteriormente até a porgao intermediaria.
O disco é semelhante ao humano, porém a fossa articular € convexa. Posterior a
porcao intermediaria, o disco gradualmente aumenta em espessura e conecta-se
posteriormente ao tecido gorduroso retrodiscal. A porgéo anterior da membrana
sinovial na cavidade superior consiste de uma ou duas camadas de células e
apresenta uma superficie lateral lisa, onde medialmente apresenta uma superficie
irregular ou formagao vilosa. O ligamento posterior € composto, principalmente, de
fibras colagenas e elasticas (MUTO et al., 1998).

Luz (1995) descreveu histologicamente a ATM do rato. As superficies
articulares sao recobertas por fibrocartiagem. O condilo apresenta as
seguintes camadas: zona fibrosa, composta de feixes colagenos
entrecruzados; zona de mitose, delgada; zona cartilaginosa, correspondente a
cartilagem de crescimento; zona de ossificagdo, que apresenta trabéculas em
formagado e zona éssea, correspondente a parte de maior volume. O disco
articular € composto de feixes colagenos e células condréides, compondo uma
fibrocartilagem.

O mecanismo do desenvolvimento e a progressao das DTMs ainda nao
foram completamente elucidados (YAMAZA et al., 2003). Milam et al. (1998)
propuseram trés modelos experimentais em animais para explicar a
patogénese da disfungéo temporomandibular: lesdo mecanica direta, hipdxia e
modelos de inflamag&o neurogénica.

Goulart et al.(2005) avaliaram o efeito da injecdo de dois agentes
flogisticos, carragenina e formalina na ATM de rato e o processo inflamatério

induzido. Quarenta e cinco ratos foram utilizados neste estudo que descreveu
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histologicamente as alteragdes nas ATMs em trés horas, 24 horas, trés dias,
sete dias e 15 dias apods a inducdo. Uma injegao local unica de carragenina e
formalina na ATM foi capaz de induzir a inflamagédo. No grupo da carragenina
com 15 dias nenhum sinal de inflamacao e alteragao dos tecidos foi observado.

Haas et al.(1992) desenvolveram um modelo de inflamag&o aguda na
ATM de ratos e utilizaram como sinais de inflamagado o extravasamento
plasmatico com azul de Evans e infiltragdo de neutréfilos polimorfonuclares.

Diversos estudos observaram hiperplasia da membrana sinovial em
ATM com osteoartrite (DIJIKGRAAF et al., 1996). Gynther et al. (1998)
definiram como hiperplasia sinovial da ATM um numero maior que duas
camadas de células. Estes autores propuseram o seguinte sistema de
graduacao: normal (1 a 2 camadas de células), hiperplasia leve (2 a 3
camadas), hiperplasia moderada (3 a 5 camadas), hiperplasia intensa (5 ou
mais camadas). Muto et al. (1998) criaram outro sistema de classificagao: Grau
0 (1 a 3 camadas), Grau 1 (4 a 6 camadas) e Grau 2 (7 ou mais camadas).

A membrana sinovial consiste de uma porgao superficial de células
conjuntivas, denominada camada intima que se esta presente sobre uma
camada de tecido conjuntivo densamente vascularizado e inervado,
denominada camada subintima. A camada intima apresenta diferentes tipos
celulares e apesar de compacta ndo € continua e geralmente pode ser
visualizada em contato com o espaco articular. A camada subintima é
constituida por um tecido conjuntivo frouxo que contém vasos sanguineos,

linfaticos e nervos, além de uma escassa populacdo de células como
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fibroblastos, macréfagos e mastocitos. A superficie da membrana sinovial pode
apresentar pregas e projecdes (DIJKGRAAF et al., 1996).

Yamaza et al. (2003) avaliaram a expressao de NFkB e iINOS na
membrana sinovial da articulacdo temporomandibular de ratos com inflamacéao
induzida por hipermovimento do condilo. Através da imunoistoquimica foi
identificada reatividade de NFkB no citoplasma nos ratos com inflamagao e nos
controles, enquanto na histoquimica southwestern foi demonstrada maior
expressao deste no nucleo com inflamagao presente. Também foi observado
um aumento do numero de células sinoviais com imunoreatividade para iNOS
apos inflamacéo.

Ozaki et al. (2008) observaram histologicamente a ATM de ratos com
alteragbes inflamatodrias causadas por abertura mandibular e ressecg¢ao do
masseter, e avaliaram a expressao da COX-2 e iINOS na membrana sinovial
através de imunoistoquimca. No grupo que associou a abertura mandibular
com resseccao do masseter observou-se maiores alteragdes inflamatorias,
incluindo hiperplasia sinovial, vascularizagao dilatada, deposicéo de fibrina e

intensa reatividade para COX-2 e iNOS.

2.5. Fototerapia Laser

Os laseres de diodo tém sido cada vez mais utilizados na odontologia e
na medicina. Este tipo de laser emprega cristais semicondutores como meio
ativo, que apos a excitagao ira emitir radiagdo coerente no espectro vermelho

ou infravermelho, geralmente entre 630 e A980nm (KNAPPE et al., 2004).
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O mecanismo biomolecular de interacdo do laser em baixa poténcia,
consiste em efeito foto-fisico ou foto-elétrico e estes efeitos provocam
modificagdes nos potenciais de membrana. Em decorréncia dos efeitos
bioelétricos, a radiacao laser provoca um aumento de ions de sédio e diminuicao
de ions potassio na regido extracelular, e inversamente a nivel intracelular,
levando a incrementos de ATP mitocondrial e favorecendo reagdes que interferem
no metabolismo celular. Com a atividade celular aumentada, ocorre maior sintese
de DNA e RNA; incremento na formagéo de colageno e precursores; aumento do
nivel de B-endorfina, peptideo responsavel pelo efeito analgésico; variagdo
quantitativa de prostaglandinas, oferecendo efeito antiinflamatério; modulagéo na
sintese de proteinas, na revascularizagéo, na proliferagdo e diferenciagao celular.
Em estados fisiologicos alterados, o laser interfere no processo de troca idnica,
acelerando o incremento de ATP (KARU, 1987).

A utilizagao da fototerapia no tratamento de diversas patologias, baseia-se
na utilizagdo de luz monocromatica no espectro vermelho e infravermelho proximo
que altera o metabolismo como resulatdo de sua absorgdo pela citocromo ¢
oxidase (KARU et al., 2008).

A mensuragdo da penetragao e absorg¢ao da luz em tecido bioldgico é
dependente de muitas variaveis, e uma delas € o comprimento de onda. Tem
sido demonstrado que a luz infravermelha apresenta uma profundidade de
penetragao de aproximadamente 3mm, enquanto a luz vermelha possui uma
penetracdo de 1mm (BJORDAL et al., 2003).

O aumento na produgéo de colageno, no numero de fibroblastos, além

do aumento da circulagdo sanguinea dentro do tecido regenerado e o efeito
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supressivo nas reagdes imunes sao efeitos alcangados no tratamento através

da fotobiomodulag&o laser (FBML) (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998).

2.6. Fotobiomodulagao laser na inflamagao

A FTL tem sido utilizada no tratamento de pacientes com patologias
inflamatdrias, reduzindo o processo de inflamagdo aguda, estimulando a
cicatrizagdo e reduzindo a dor (BJORDAL et al., 2006).

Técnicas como estimulagao elétrica, ondas curtas, ultra-sons e laser tém
sido utilizados clinicamente em pacientes com patologias inflamatérias, como
uma alternativa ao tratamento convencional com antiinflamatoérios esteroides e
nao-esterdides. A terapia fisica é utilizada para reduzir a inflamacéo, reduzir a
dor musculoesquelética e restaurar a fungdo motora e incluem exercicios e
técnica manuais. As modalidades eletrofisicas incluem o TENS (estimulagéo
nervosa transcutanea elétrica), ultra-som e o laser (MCNEELY et al., 2006).

Desde o inicio de 1960, diferentes comprimentos de onda e diferentes
doses da radiagao laser tém sido utilizados, especialmente na reducéo da duragao
da inflamac&o aguda, na estimulacédo do reparo tecidual e alivio da dor (TUNER;
HODE, 2004). Porém, poucos estudos relatam o mecanismo de acgdo da
irradiagao laser na producao de efeitos antiinflamatérios, a maioria dos estudos
avalia apenas as propriedades analgésicas do laser (ALBERTINI et al., 2004).

A fototerapia laser tem se mostrada efetiva na redugao do edema e da
expressao de RNAm de COX-2. Albertini et al. (2007) avaliaram o efeito da

FBML (laser diodo, 30 mW, 7,5J/cm? A660nm - Kondortech e A684nm —



37

Theralase, DMC®), aplicada uma hora apdés a inducao de inflamagao por
carragenina em tecido subplantar de ratos. A carragenina aumentou o edema,
assim como os niveis de RNAm de COX-2. Aimbire et al.(2005) utilizaram o
laser de diodo, GaAlAs, A685nm, 12mW, ¢~0,08cm? e doses de 1J/cm?
2,5J/cm? e 5J/cm? em modelo induzido de inflamacdo em rato e demonstraram
que a FTL produziu um efeito antiinflamatério em associagdo com a inibigao de
metabdlitos derivados da COX-2.

A expressao de RNAm para as citocinas TNF-a, IL-1B8 e IL-6 foi
reduzida nos grupos irradiados com laser diodo, 30mW, A660nm e A684nm,
dose de 7,5J/cm? em relagdo ao grupo controle (p<0,001) na inflamagdo da
pata de ratos induzida por carragenina (ALBERTINI et al., 2008).

Ensaios laboratoriais controlados concluiram que a FBML pode reduzir a
inflamacdo através da reducido dos niveis de PGE; e inibicdo da COX-2 em
culturas de células. Os niveis de RNAm da COX-2 foram reduzidos com a
utilizagdo do laser diodo (GaAlAs, A830nm, 700mW, fibra optica ¢~0,6mm,
doses variando entre 0,95 a 6,32 J/cm?, 3 a 20 minutos) e os niveis de RNAm
da COX-1 ndo foram alterados (SAKURAI et al. 2000). Estudos in vivo em
capsulas articulares de animais também mostraram uma redugéo dos niveis de
PGE; com o uso da FTL. Este resultado foi observado quando doses entre 0,4
a 19J foram utilizadas com densidade de energia entre 5 a 21,2 mW/cm?
(BJORDAL et al. 2003).

O tempo de irradiacdo é outro fator importante na efetividade da
fototerapia laser na inflamagao. Castano et al. (2007) demonstraram em seu

estudo que o laser de diodo, A810nm, ¢~45mm, foi efetivo no tratamento de
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artrite inflamatéria no joelho de ratos induzida por Zimosan, um polissacarideo
que estimula a producao de citocinas inflamatdrias e ativa a resposta imune
inata. A irradiagao foi realizada diariamente durante cinco dias com doses de
3J/cm? (DP= 5mW/cm?, 1minuto e 50mW/cm? 10minutos) e 30J/cm? (DP=
5mW/cm?, 10minutos e 50mW/cm? 100minutos). Os resultados foram
comparados ao grupo controle positivo que recebeu tratamento convencional
com dexametasona. O tempo maior de irradiagdo foi mais importante na

determinacgéo da efetividade do que a dose ou poténcia.

2.7. Fotobiomodulagao laser nas DTMs

Muitos estudos e relatos publicaram o efeito positivo da FBML no
tratamento da dor em disfun¢gdes musculoesqueléticas, mas alguns resultados
ainda sao conflitantes e faltam informagdes precisas sobre os parametros
utilizados.

Bjordal et al. (2006) revisaram o efeito da FBML na dor aguda e
concluiram que a luz laser pode modular o processo inflamatério de forma
dose-dependente e pode, significativamente, reduzir a dor de origem
inflamatéria. Porém, consideram que sdo necessarios mais estudos clinicos
com a aplicagdo de doses adequadas para estimar precisamente a magnitude
do efeito da luz laser.

A FBML tem se mostrada efetiva para o tratamento da DTM e pode ser
considerada como uma alternativa a outros métodos. Diversos estudos

anteriores comprovaram a efetividade da FTL na reducdo da sintomatologia
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dolorosa em pacientes com DTM, utilizando o laser diodo, A830nm, nas doses
de 7J/cm?, 10J/cm? e 15J/cm? (CETINER et al., 2006; FIKACKOVA et al., 2006)
e utilizando a associagéo do laser diodo IV (A790nm) com o laser V (A632nm) na
dose de 1,7J/cm? (PINHEIRO et al., 1997). A FTL também se mostrou efetiva na
melhora da abertura maxima de boca. O efeito positivo do laser diodo, A830nm
(7J/cm2) e A670nm (3J/cm2 por ponto) foi comprovado por diversos estudos
(CETINER et al., 2006; FIKACKNOVA et al., 2007; NUNEZ et al., 2006).

Alguns estudos nao relataram diferenga na redugdao da dor da ATM
entre o grupo placebo e o grupo tratado com o laser de HeNe, A,632nm, 30mW,
na dose de 1,5J/cm?, utilizando a Escala Visual Analdgica (EVA) para avaliagéo
ou relataram redu¢édo da EVA do grupo irradiado com laser A780nm, 30mW,
6,3J/cm? em trés pontos, porém sem diferenca estatisticamente significante em

relacéo ao grupo placebo (EMSHOFF et al., 2008; VENANCIO et al., 2005).
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3. Proposicao

3.1. Objetivo geral

Avaliar, histologicamente, através da microscopia de luz, o efeito da FTL
(GaAlAs, A780nm, P=50mW, 10J/cm? por sessdo isoladamente ou associado
ao A660nm, P=40mW, 5J/cm? cada A) no processo inflamatério induzido por

carragenina na ATM de ratos.

3.2. Objetivos especificos

Descrever e comparar alteracdées na capsula articular e no céndilo através
da caracterizagao do infiltrado inflamatério;

Observar alteragdes morfolégicas e expressao de fibras colagenas no
disco articular e no céndilo;

Avaliar alteragbes na membrana sinovial através da contagem das

camadas de células.
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4. Metodologia

4.1. Aspecto ético

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
da Bahia (Anexo 1).

O presente estudo respeitou todos os principios éticos de
experimentacdo animal, bem como as normas didatico-cientificas da
vivisseccdo de animais, de acordo com a Lei 11.794, de 08 de outubro de

2008.

4.2. Modelo experimental e grupos

O modelo experimental utilizado foi o rato Wistar da espécie Rattus
norvegicus, machos, com peso médio de 200 gramas. Os procedimentos e a
manutencédo dos ratos ocorreram no Instituto de Ciéncia da Saude (ICS) da
Universidade Federal da Bahia. Os animais foram mantidos em gaiolas
apropriadas, forradas com maravalha, contendo cinco ratos em cada, em local
livre de ruidos, mantidos em condigdes normais de temperatura, umidade e
luminosidade, com periodos iguais de exposicdo a luz e a escuridao.
Receberam ragdo comercial para roedores (Labina®) e agua ad libidum. Oitenta
e cinco ratos foram divididos em nove grupos e subdivididos em dois

subgrupos de trés e sete dias, com cinco ratos cada:
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Quadro 1- Divisao e descrigao dos grupos experimentais (CARVALHO, 2008).

G1 Sem laser Solucdo salina Sem FTL 3 dias 5 ratos
prévio pos

G2 Sem laser Solugao salina FTL IV 3 dias 5 ratos

prévio 7 dias 5 ratos

G3 Sem laser Solugao salina FTL IV +V 3 dias 5 ratos

prévio 7 dias 5 ratos

G4 Sem laser Carragenina Sem FTL 3 dias 5 ratos

prévio pos 7 dias 5 ratos

G5 Sem laser Carragenina FTL IV 3 dias 5 ratos

prévio 7 dias 5 ratos

G6 Sem laser Carragenina FTL IV +V 3 dias 5 ratos

prévio 7 dias 5 ratos

G7 Laser prévio Carragenina Sem FTL 3 dias 5 ratos

pos 7 dias 5 ratos

G8 Laser prévio Carragenina FTL IV 3 dias 5 ratos

7 dias 5 ratos

G9 Laser prévio Carragenina FTLIV +V 3 dias 5 ratos

7 dias 5 ratos

4.3. Procedimentos:

4.3.1. Anestesia

Os ratos foram submetidos a anestesia geral com injecao intraperitonial

de cloridrato de cetamina (Vetaset®) e xilazina (Copazine®), na posologia de

0,06mlI/100g e 0,03mI/100g respectivamente.
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4.3.2. Indugéao da Inflamagao

Foi realizado um adequado treinamento para padronizagdo do local da
injecdo (ATM esquerda) através da utilizagdo do corante Azul de Evans. Foi
realizada a tricotomia por arrancamento da regido da ATM esquerda e os ratos
foram submetidos a indugcéo da inflamagao através da injegdo de 20ul de
carragenina (C1867, Sigma-AIdrich®), diluida a 1% em solugao salina. Os ratos
dos grupos em que néo foi induzida a inflamagéao receberam a injegéo de 20pl
de solugao salina. Uma agulha de calibre G30 foi conectada a uma micro
seringa Hamilton de 50pl através de uma canula de polietileno (PE 50), que foi
aquecida e moldada para se adaptar na Hamilton sem vazamentos (Fig. 1).
Esta foi inserida posteriormente ao processo zigomatico do osso temporal e
movimentada anteriormente através do espaco articular superior até contatar a

parede postero-lateral do condilo (Fig. 2).

4.3.3. Irradiagao

O aparelho utilizado foi o diodo de Arseneto de Galio e Aluminio
(GaAlAs), modelo Twin Laser (MMoptics®), A780nm, com poténcia de 50mW e
A660nm, com poténcia de 40mW, CW (Continuous Wave) e didmetro do feixe
na ponteira de 4mm?.

Os grupos G7, G8 e G9 receberam a primeira aplicagado de laser 24
horas antes da indugao (10J/cm?, A780nm e 50mW). A FTL pds foi realizada 24

horas apdés a indugao, com intervalo de 48 horas durante o periodo
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experimental de trés ou sete dias. Os grupos G2, G5 e G8 foram irradiados
com dose de 10J/cm?, A780nm e 50mW. Os grupos G3, G6 e G9 receberam a
associagdo dos comprimentos de onda: 5J/cm? do A780nm, 50mW e 5J/cm? do
A660nm, 40mW. A irradiacao foi realizada em contato na ATM esquerda em um
ponto, identificado por palpacdo no mesmo local da inducéo da inflamacéo, de

forma perpendicular (Fig. 3).

4.3.4. Morte animal e processamento histolégico

Ao término do tempo experimental, os animais foram mortos com uma
overdose intraperitoneal de anestésico - cloridrato de cetamina (Vetaset®) e
xilazina (Copazine®). A pele de toda a cabeca foi removida e foi realizada uma
fixacao intermaxilar com resina acrilica nos incisivos e molares do lado direito,
antes da fixacdo por 48 horas em formol tamponado (composi¢gdo: 100ml de
formol PA de 37 a 40%, 900ml de agua destilada, 4g de fosfato de sddio
monobasico, 6,59 de fosfato de sddio dibasico por litro). Apds a descalcificagao
com acido féormico a 5% durante 48 horas, verificada sua efetividade por
apresentar consisténcia borrachoide, foi realizado um corte coronal da cabeca
do rato com uma navalha passando pelas duas ATMs. O local do corte foi
definido entre a cavidade orbitaria e o conduto auditivo, dividindo esta distancia
por trés, o corte foi realizado no terco préximo ao conduto auditivo. Os
espécimes de tecidos foram processados de acordo com a rotina para inclusao
em parafina. Os blocos submetidos a inclusao foram identificados e submetidos

a microtomia. Cortes de 5um foram corados com HE, Azul de Toluidina e
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Picrosirius. As imagens histopatolégicas dos cortes corados foram capturadas

e avaliadas por sistema computadorizado de captura de imagens Axion Vision

(Zeiss®, Berlim, Alemanha). A andlise descritiva comparativa foi realizada no

Laboratério de Patologia Cirurgica Oral do Departamento de Diagndstico e

Terapéutica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia —

FOUFBA e no Departamento de Cirurgia e Traumatologia da Faculdade de

Odontologia da Universidade de Sao Paulo — FOUSP de acordo com os

critérios apresentados no Quadro 2. A descricdo de alteragbes morfologicas,

infiltrado inflamatdrio e vascularizagéo foram realizadas, com as coloragbes HE

e Azul de Toluidina, através da observacdo da regido da capsula articular e

coéndilo. A presencga de colageno foi observada com a coloragao de Picrosirius

na regido do disco articular e nas camadas de tecido fibroso e camada de

fibrocartilagem do céndilo.

Quadro 2- Critérios para avaliacao histolégica (CARVALHO, 2008).

CRITERIO

AREA
OBSERVADA

DISCRETO

MODERADO

INTENSO

Inflamacgao
Aguda

Capsula articular
e coéndilo

Presenca de
<25% de
neutrofilos em
relacdo ao total
de células da
area observada

Presenca de
<25-50% de
neutrofilos em
relagdo ao total
de células da
area observada

Presenca de
>50% de
neutrofilos em
relacdo ao total
de células da
area observada

Inflamacao
Cronica

Capsula articular
e condilo

Presenca de
<25% de
linfocitos em
relacéo ao total
de células da
area observada

Presenca de
<25-50% de
linfocitos em
relacéo ao total
de células da
area observada

Presenca de
>50% de
linfocitos em
relagédo ao total
de células da
area observada

Vascularizacao

Capsula articular
e condilo

Presenca de
<25% de vasos
sanguineos na
area observada

Presenca de
<25-50% de
vasos
sanguineos na
area observada

Presenca de
>50% de vasos
sanguineos na
area observada

Presencga de
Colageno

Disco articular e
camadas de
tecido fibroso e
fibrocartilagem
do condilo

Marcacgao de
Picrosirius
<50% da
extensdo da
estrutura
observada

Marcacgao de
Picrosirius em
50% da
extensao da
estrutura
observada

Marcacao de
Picrosirius
>50% da
extensao da
estrutura
observada
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4.3.5. Histomorfometria

Para contagem das camadas de células da membrana sinovial foram
selecionados dois campos de cada ATM de todos os ratos denominados
externo e interno (Figs. 4, 5 e 6). As camadas de células foram contadas em
cada campo e em seguida calculada a média por cada subgrupo de cinco ratos
por campo.

Graduagéo histopatolégica do numero de camadas foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Muto et al.(1998). A hiperplasia
sinovial da membrana foi graduada de 0 a 2:

Grau 0 — presenga de 1 a 3 camadas de células;

Grau 1 — presenga de 4 a 6 camadas de células;

Grau 2 — presenga de 7 ou mais camadas de células.
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Fig. 1 — Agulha G30 conectada a microseringa Hamilton
através da canula PE50 (CARVALHO, 2008).

Fig. 2 - Injegcdo de carragenina na ATM
esquerda do rato (CARVALHO, 2008).

Fig. 3 - Irradiagdo com o laser
A780nm na ATM esquerda
(CARVALHO, 2008).



Fig. 4 - Campos padronizados para a contagem das
camadas celulares da membrana. Campo interno (l) e
campo externo (E), HE (CARVALHO, 2008).

Fig. 5 — Campo interno Fig. 6 — Campo externo
de observagdao, HE de observagdo, HE
(CARVALHO, 2008). (CARVALHO, 2008).

48
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5. Resultados

Os ratos nado apresentaram intercorréncias no periodo pés-indugéo da
inflamacao e permaneceram em condigdes de temperatura e luminosidade
saudaveis durante o periodo de observacéo.

Macroscopicamente foi observado edema na regido em que foi injetada
a carragenina nas primeiras 24 horas e apds esse periodo a regido da ATM
esquerda apresentou areas feridas provocadas pelas patas dos ratos (Figs. 7,

8e9).

5.1. Avaliacado Histolégica por Microscopia de Luz — Analise Descritiva -

Céndilo e Capsula Articular

Trés dias

Grupo 1 (Solugao salina)

Os componentes da ATM, céndilo, disco articular e fossa articular
apresentaram caracteristicas usuais (Figs. 10 e 11). O cdndilo apresentou as
camadas bem definidas: superficie articular composta por tecido fibroso; zona
proliferativa; fibrocartilagem com condrécitos em varias camadas e 0sso
subcondral com espagos medulares (Figs. 12 e 13).

Grupo 2 (Solugao salina + FTL IV)

Os componentes articulares apresentaram caracteristicas de

normalidade similares ao Grupo1. A vascularizagado apresentava-se discreta.
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Grupo 3 (Solugao salina + FTL IV+V)

Os componentes articulares apresentaram caracteristicas de
normalidade similares ao Grupo1. Foi observada moderada vascularizagao.

Grupo 4 (Carragenina)

Na regido préxima a capsula articular e ao céndilo foi observado
infiltrado inflamatdrio misto intenso estendendo-se entre as fibras musculares
(Fig. 14). Exsudato fibrinoso foi observado préximo ao condilo. Areas de
reabsorcao na lateral do condilo foram observadas (Fig. 15). A vascularizacao
na regiao articular estava discreta. Observou-se espessamento da membrana
sinovial com areas focais de hiperplasia e presenca de tecido de granulagao.

Grupo 5 (Carragenina + FTL IV)

Na regiao lateral do céndilo (Fig. 16) e na capsula articular (Fig. 17) foi
observado discreto infiltrado inflamatério composto predominantemente por
linfocitos. Na regidao proxima ao céndilo estavam presentes vasos congestos.
Nas laterais do condilo estavam presentes areas de reabsor¢gao em dois casos.
Discreta vascularizacdo foi observada. Areas focais de hiperplasia foram
observadas na membrana sinovial.

Grupo 6 (Carragenina + FTL IV+V)

Observou-se intenso infiltrado inflamatério crénico préximo a capsula
articular, na regido de céndilo e estendendo-se entre as fibras musculares (Fig.
18). Exsudato fibrino-hemorragico foi observado na regido préxima ao céndilo.
Nas laterais do condilo observou-se reabsorgdo e na regido mais central do

condilo a presenga de células gigantes. Discreta vascularizagao foi observada.
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Na membrana sinovial foram observadas extensas areas de hiperplasia e
presenca de vilosidade nesta regiao (Fig. 19).

Grupo 7 (Laser prévio + Carragenina)

Presenca de inflamacéo discreta na capsula articular (Fig. 20) e infiltrado
inflamatdrio misto intenso no colo do céndilo (Fig. 21). Vasos congestos foram
observados no colo do céndilo. Nas regides laterais do céndilo foram
observadas células gigantes e osteoclastos estavam presentes proximos a
cartilagem. A vascularizagdo apresentou-se discreta. Areas escassas de
hiperplasia foram observadas na membrana sinovial.

Grupo 8 (Laser prévio + Carragenina + FTL IV)

Infiltrado inflamatério moderado presente no colo do céndilo, proximo a
capsula articular e estendendo-se no tecido muscular (Fig. 22). Presenca de
vasos congestos. Na regidao do condilo foi observada a presenga de células
gigantes (Fig. 23). A vascularizagdo apresentava-se discreta. A membrana
apresentou areas escassas de hiperplasia. Alteragdo vilosa da membrana
sinovial foi observada em um caso.

Grupo 9 (Laser Prévio + Carragenina + FTL IV+V)

Na regido do colo do condilo e da capsula articular foi observado
moderado infiltrado inflamatério linfoplasmocitario (Figs. 24 e 25). Discreta
vascularizacao foi observada. Na membrana sinovial estavam presentes areas

de hiperplasia e vilosidade.



Fig 7 - Grupo 1 - Regido da
ATM sem alteragcao 24 horas
apos a injecdo de solugao
salina (CARVALHO, 2008).

Fig 8 - Grupo 4 - Regido da
ATM com edema e presenga
de feridas 24 horas apdés a
injecao de carragenina
(CARVALHO, 2008).

Fig 9 - Grupo 5 - Regidao da
ATM com edema e presenga
de feridas 24 horas apdés a
injecao de carragenina
(CARVALHO, 2008).
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Fig. 10 — Fotomicrografia do
Grupo 1 (Solugdo salina) —
Componentes articulares com
aspecto de normalidade,
condilo (C), disco articular (D),
capsula articular (CA) e tecido
muscular adjacente (M), HE
(CARVALHO, 2008).

Fig. 11 — Fotomicrografia do
Grupo 1 (Solugdo salina) —
Estruturas normais da ATM:
condilo (C), disco articular (D)
e fossa articular (F), HE
(CARVALHO, 2008).



Fig. 12 — Fotomicrografia do Grupo 1 (Solugdo salina) — Camadas
bem definidas do céndilo: camada de tecido conjuntivo fibroso
(TF), proliferativa (P), fibrocartilagem (F) e osso subcondral (O),
HE (CARVALHO, 2008).

Fig. 13 - Fotomicrografia do Grupo 1 (Solugdo salina) -
Camadas bem definidas do coéndilo: camada de tecido
conjuntivo fibroso (TF), proliferativa (P), fibrocartilagem (F) e
osso subcondral (O), Azul de Toluidina (CARVALHO, 2008).
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Fig. 14 — Fotomicrografia do Grupo 4 (Carragenina) aos trés dias.
Presenca de infiltrado inflamatério misto na capsula articular
estendendo-se no tecido muscular, HE (CARVALHO, 2008).

Fig. 15 — Fotomicrografia do Grupo 4 (Carragenina) aos trés
dias. Observagao de osteoclasto (seta) e area de reabsorgao
no condilo, HE (CARVALHO, 2008).
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Fig. 16 — Fotomicrografia do Grupo 5 (Carragenina + FTL IV)
aos trés dias. Presenga de discreto infiltrado inflamatoério
cronico na lateral do céndilo, HE (CARVALHO, 2008).

Fig. 17 - Fotomicrografia do Grupo 5 (Carragenina + FTL IV
aos trés dias. Observa-se discreta inflamag¢ao cronica na
capsula articular, HE (CARVALHO, 2008).
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Fig. 18 — Fotomicrografia do Grupo 6 (Carragenina + FTL IV+V)
aos trés dias. Presenca de intenso infiltrado inflamatoério
croénico na capsula articular, HE (CARVALHO, 2008).

Fig. 19 — Fotomicrografia do Grupo 6 (Carragenina + FTL IV+V)
aos trés dias. Observa-se infiltrado inflamatério crénico na
capsula articular estendendo-se entre o tecido muscular.
Presenca de vilosidades e hiperplasia da membrana sinovial
(setas), HE (CARVALHO, 2008).

57



58

Fig. 20 - Fotomicrografia do Grupo 7 (Laser Prévio +
Carragenina) aos trés dias. Presenca de discreto infiltrado
inflamatério misto na capsula articular, HE (CARVALHO,

2008).

Fig. 21 - Fotomicrografia do Grupo 7 (Laser Prévio +
Carragenina) aos trés dias. Presenga de intenso infiltrado
inflamatério misto no colo do condilo estendendo-se entre o
tecido muscular, HE (CARVALHO, 2008).



Fig. 22 - Fotomicrografia do Grupo 8 (Laser Prévio +
Carragenina + FTL IV) aos trés dias. Observa-se infiltrado
inflamatério composto predominantemente de linfécitos na
capsula e no tecido muscular, HE (CARVALHO, 2008).

Fig. 23 - Fotomicrografia do Grupo 8 (Laser Prévio +
Carragenina + FTL IV) aos trés dias. Observa-se infiltrado
inflamatério na capsula e presenga de células gigantes (setas),
HE (CARVALHO, 2008).
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Fig. 24 — Fotomicrografia do Grupo 9 (Laser Prévio + Carragenina
+ FTL IV+V) aos trés dias. Observa-se moderado infiltrado
inflamatério cronico no colo do condilo, HE (CARVALHO, 2008).

Fig. 25 — Fotomicrografia do Grupo 9 (Laser Prévio + Carragenina
+ FTL IV+V) aos trés dias. Observa-se moderado infiltrado
inflamatorio linfocitario na capsula e no tecido muscular, HE
(CARVALHO, 2008).
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Sete dias

Grupo 2 (solugao salina + FTL IV)

Caracteristicas de normalidade dos componentes articulares foram
observadas (Fig. 26). A vascularizagao apresentava-se discreta.

Grupo 3 (solugao salina + FTL IV+V)

Os componentes articulares também apresentaram caracteristicas de
normalidade (Fig. 27). Presencga de discreta vascularizagao foi notada.

Grupo 4 (Carragenina)

Infiltrado inflamatdrio intenso predominantemente composto por linfécitos
na capsula articular foi observado (Fig. 28). Poucos vasos congestos estavam
presentes (Fig. 29). As camadas de cartilagem do condilo apresentavam-se
preservadas e o tecido muscular ndo apresentou alteracdo. Foi visualizada
alteracdo degenerativa com reabsor¢cdo nas regides laterais do céndilo. A
vascularizagdo apresentou-se discreta. Na membrana sinovial foram
observadas vilosidades e areas focais de hiperplasia.

Grupo 5 (Carragenina + FTL IV)

Processo inflamatério discreto linfocitario foi observado na capsula
articular (Figs. 30 e 31). Foi observada uma regiao de reabsorc¢ao na lateral da
estrutura condilar em 3 casos. A vascularizagcdo apresentou-se discreta. Na
membrana sinovial estavam presentes areas focais de espessamento sem
vilosidades.

Grupo 6 (Carragenina + FTL IV+V)

Processo inflamatério linfocitario moderado e presenca de vasos

congestos foram observados préximo ao colo do céndilo e a capsula articular
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(Figs. 32 e 33). Reabsorcgao na lateral do condilo foi observada em trés casos.
Discreta vascularizagdo foi observada na regido articular. Na membrana
sinovial observou-se areas focais de espessamento.

Grupo 7 (Laser prévio + Carragenina)

Infiltrado inflamatdrio crénico intenso no colo do condilo e na capsula
articular foi observado (Fig. 34). Foi observada reabsorgédo nas porgdes laterais
do céndilo. Observou-se discreta vascularizagdo. Areas de hiperplasia estavam
presentes na membrana sinovial e vilosidades foram observadas (Fig. 35).

Grupo 8 (Laser prévio + Carragenina + FTL IV)

Presenca de infiltrado inflamatério moderado no colo do céndilo e com
menor intensidade na capsula (Fig. 36). Presencga de vasos congestos no condilo.
Em dois casos foi observada reabsorgcédo lateral do céndilo. A vascularizagéo
apresentou-se de discreta a moderada. Escassa hiperplasia na membrana sinovial
foi observada com areas de vilosidades (Fig. 37).

Grupo 9 (Laser Prévio + Carragenina + FTL IV+V)

Processo inflamatério linfocitario moderado foi observado na capsula
articular e proximo ao colo do céndilo (Figs. 38 e 39). Reabsorcgéo na lateral do
condilo foi observada em trés casos. Presenga de vasos congestos. Discreta
vascularizagdo foi observada na regido articular. Na membrana sinovial

observou-se areas focais de espessamento.
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Fig. 26 — Fotomicrografia do Grupo 2 (Solugao salina + Laser
IV) aos 7 dias — Estruturas normais da ATM, o condilo (C), o
disco articular (D) e a membrana sinovial (setas), HE
(CARVALHO, 2008).

Fig. 27 — Fotomicrografia do Grupo 3 (Solugéo salina + Laser
IV+V) aos 7 dias —Observagao do condilo (C) com camadas
definidas, do disco articular (D), espago supradiscal(ES) e da
fossa articular (F) com aspecto de normalidade, HE
(CARVALHO, 2008).



Fig. 28 — Fotomicrografia do Grupo 4 (Carragenina) aos sete
dias. Presenca de intenso infiltrado inflamatoério crénico proximo
a capsula articular e entre o tecido muscular, HE (CARVALHO,
2008).

Fig. 29 — Fotomicrografia do Grupo 4 (Carragenina) aos sete
dias. Presenga de intenso infiltrado inflamatério cronico na
capsula articular e vasos congestos, HE (CARVALHO, 2008).
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Fig. 30 — Fotomicrografia do Grupo 5 (Carragenina + FTL IV) aos sete
dias. Presencga de discreto infiltrado inflamatério crénico na capsula
articular, HE (CARVALHO, 2008).

Fig. 31 — Fotomicrografia do Grupo 5 (Carragenina + FTL IV) aos
sete dias. Observa-se infiltrado inflamatério composto de
linfocitos na capsula articular, HE (CARVALHO, 2008).



Fig. 32 — Fotomicrografia do Grupo 6 (Carragenina + FTL IV+V) aos
sete dias. Observa-se discreto infiltrado inflamatério e vasos
congestos na regiao lateral do condilo, HE (CARVALHO, 2008).

Fig. 33 — Fotomicrografia do Grupo 6 (Carragenina + FTL IV+V) aos
sete dias. Presenca de vasos congestos e inflamagao crénica na
capsula articular, HE (CARVALHO, 2008).
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Fig. 34 — Fotomicrografia do Grupo 7 (Laser Prévio + Carragenina)
aos sete dias. Presenga de intenso infiltrado inflamatoério
linfocitario na capsula articular. Observam-se vilosidades na
membrana sinovial (setas), HE (CARVALHO, 2008).

Fig. 35 — Fotomicrografia do Grupo 7 (Laser Prévio + Carragenina)
aos sete dias. Vasos congestos sdo observados na lateral do
condilo. Presenga de vilosidades na membrana sinovial (seta), HE
(CARVALHO, 2008).
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Fig. 36 — Fotomicrografia do Grupo 8 (Laser Prévio + Carragenina
+ FTL IV) aos sete dias. Observa-se discreto infiltrado inflamatério
cronico na capsula articular e discreta hiperplasia da membrana
sinovial, HE (CARVALHO, 2008).

Fig. 37 — Fotomicrografia do Grupo 8 (Laser Prévio + Carragenina
+ FTL IV) aos sete dias. Observa-se infiltrado inflamatério
composto de linfocitos na capsula articular e vilosidades na
membrana sinovial (setas), HE (CARVALHO, 2008).



Fig. 38 — Fotomicrogréfia do Grupo 9 (Laser Prévio + Carragenina +
FTL IV+V) aos sete dias. Observa-se moderada inflamagéo cronica
na capsula e no tecido muscular, HE (CARVALHO, 2008).

Fig. 39 - Fotomicrografia do Grupo 9 (Laser Prévio +
Carragenina + FTL IV+V) aos sete dias. Observa-se moderada
infiltrado inflamatério no colo do céndilo, HE (CARVALHO,

2008).
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5.2. Avaliacao Histolégica por Microscopia de Luz - Expressdao de

colageno no céndilo e no disco articular

A expressao de colageno no céndilo foi observada nas camadas de

tecido conjuntivo fibroso e fibrocartiiagem com a coloragdo de Picrosirius. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Quantidade de colageno observada no condilo no periodo de trés dias e sete
dias (CARVALHO, 2008).

Grupos Descrigao Trés dias Sete dias
G1 (Sol. Salina) Discreto -
G2 (Sol. Salina + FTL IV) Moderado Intenso
G3 (Sol. Salina + FTL IV+V) Discreto Intenso
G4 (Carragenina) Moderado Moderado
G5 (Carragenina + FTL IV) Moderado Intenso
G6 (Carragenina + FTL IV+V) Intenso Intenso
G7 (Laser Pré + Carragenina) Moderado Intenso
G8 (Laser Pré + Carragenina + Intenso Intenso

FTL IV)
G9 (Laser Pré + Carragenina + Moderado Intenso

FTL IV+V)
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Nenhum grupo apresentou alteragées morfoldgicas no disco articular. A
expressdo de colageno no disco articular observada com a coloragdo de

Picrosirius pode ser visualizada na Tabela 2.

Tabela 2 — Quantidade de colageno observada no disco articular no periodo de trés dias

e sete dias (CARVALHO, 2008).

Grupos Descrigao Trés dias Sete dias
G1 (Sol. Salina) Moderado @ -
G2 (Sol. Salina + FTL IV) Moderado Discreto
G3 (Sol. Salina + FTL IV+V) Discreto Moderado
G4 (Carragenina) Moderado Moderado
G5 (Carragenina + FTL IV) Moderado Moderado
G6 (Carragenina + FTL IV+V) Intenso Discreto
G7 (Laser Pré + Carragenina) Moderado Moderado
G8 (Laser Pré + Carragenina + Moderado Moderado

FTL IV)
G9 (Laser Pré + Carragenina + Moderado Intenso

FTL IV+V)




Fig. 40 — Fotomicrografia do Grupo 2 (Solugao salina + FTL
IV) — Expressao discreta de colageno no disco articular,
Picrosirius (CARVALHO, 2008).

Fig. 41 — Fotomicrografia do Grupo 5 (Carragenina + FTL
IV) — Expressdao moderada de colageno no disco articular,
Picrosirius (CARVALHO, 2008).
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Fig. 42 - Fotomicrografia do Grupo 1 (Solugdo salina) —
Expressdo discreta de colageno nas camadas de tecido
fibroso e fibrocartilagem no céndilo, Picrosirius (CARVALHO,

2008).

Fig 43 — Fotomicrografia do Grupo 8 (Laser Prévio + Carragenina
+ FTL IV) — Expressdo intensa de colageno no coéndilo,
Picrosirius (CARVALHO, 2008).
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5.3. Histomorfometria — Membrana Sinovial

Alteragcbes na espessura da membrana sinovial foram observadas nos
diferentes grupos e tempos de observacéo e a graduagao por cada campo esta
representada na Tabela 3.

Nos grupos em que foi realizada a injegao de solugdo salina (G1, G2 e
G3) nédo foi observada alteragdo no numero de camadas relacionada a
inflamacgao, apresentando grau 0 nos dois campos (externo e interno) e nos
dois tempos (trés dias e sete dias) de observacao (Figs. 44 e 45).

No grupo em que foi realizada a inje¢ao de carragenina (G4) foi observada
hiperplasia da membrana resultante do processo inflamatério apresentando grau 1
nos dois campos analisados, nos periodos de trés e sete dias (Fig. 46).

O grupo 5 (carragenina+FTL 1V) em trés dias e sete dias, foi classificado
como grau 0 os campos externo e interno.

Aos trés dias, o grupo 6 (carragenina+FTL IV+V) apresentou nos dois
campos um maior numero de camadas, grau 1, (Fig. 47) e aos sete dias grau 0.

No grupo 7 (Laser prévio+carragenina) foi observado grau 1 em todos os
campos e periodos.

No periodo de trés e sete dias do grupo 8 (Laser
prévio+carragenina+FTL IV) observou-se grau 0 no campo externo e grau 1 no
campo interno.

Aos trés dias no grupo 9 (Laser prévio+carragenina+FTL IV+V) os
campos externo e interno foram classificados como grau 1 e aos sete dias

como grau 0.
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Nenhum grupo ou subgrupo apresentou um numero de camadas

superior a 7 e nao foi classificado como grau 2.

Tabela 3 - Graduacdo da espessura das camadas de células da membrana sinovial

(CARVALHO, 2008).

GRUPO PERIODO CAMPO GRAUO | GRAU1 GRAU 2
G1 3D EXTERNO
Salina INTERNO
G2 3D EXTERNO
Salina + FTL INTERNO
v 7D EXTERNO
INTERNO
G3 3D EXTERNO
Salina + FTL INTERNO
IV+V 7D EXTERNO
INTERNO
G4 3D EXTERNO
Carragenina INTERNO
7D EXTERNO
INTERNO
G5 3D EXTERNO
Carragenina + INTERNO
FTL IV 7D EXTERNO
INTERNO
G6 3D EXTERNO
Carragenina + INTERNO
FTLIV+V 7D EXTERNO
INTERNO
G7 3D EXTERNO
Laser Pre + INTERNO
Carragenina 7D EXTERNO
INTERNO
G8 3D EXTERNO
Laser Pré + INTERNO
Carrageni
F?ET\';‘a * 7D EXTERNO
INTERNO
G9 3D EXTERNO
Laser Pré + INTERNO
Carragenina +
FTL%%“L”?/ 7D EXTERNO
INTERNO




76

Fig. 44 - Fotomicrografia do Grupo 1 (Solugdo salina) — Membrana
sinovial classificada como Gau 0, HE (CARVALHO, 2008).

Fig. 45 - Fotomicrografia do Grupo 3 (Solugao salina + Laser IV+V)
aos trés dias — Membrana sinovial classificada como Gau 0, HE
(CARVALHO, 2008).
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Fig 46 - Fotomicrografia do Grupo 4 (Carragenina) aos sete dias —
Membrana sinovial classificada como Gau 1, HE (CARVALHO, 2008).

Fig 47 - Fotomicrografia do Grupo 6 (Carragenina + Laser IV+V) aos
trés dias — Membrana sinovial classificada como Gau 1, HE
(CARVALHO, 2008).
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6. Discussao

A DTM associada a sintomatologia dolorosa € uma alteragao frequiente
na populacdo e geralmente envolve um componente inflamatorio
(ALSTERGREN et al., 1996; MOLINA et al., 2001). A ATM apresenta algumas
caracteristicas que a diferem de outras articulagdes como superficie articular
constituida de fibrocartilagem e n&o cartilagem hialina, interferéncia da ocluséo
no movimento e posigao do condilo (TOMINAGA et al., 1999). Assim, o estudo
da inflamacao em um modelo experimental na ATM de ratos é importante para
a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos e sobre os efeitos de
tratamentos nesta articulagao especifica.

Neste estudo foi utilizada a carragenina como substancia flogistica. A
carragenina tem sido utilizada para avaliar os efeitos antiinflamatérios de drogas
como AINES e corticosteroéides, sendo uma substancia consagrada na literatura e
a comprovacao e descricdo dos seus efeitos ja foram relatados em diversos
estudos (MISIEWICS et al., 1996; LAWAND et al., 2000; GUAY et al., 2004).

A carragenina tem caracteristicas especificas como agente flogistico,
ndo € antigénica, ndo causa efeitos sistémicos e tem alto grau de
reprodutividade. A carragenina ndo gelatinosa € amplamente utilizada como
agente de inducdo de inflamagao experimental e tem sido diretamente injetada
na articulagcao de roedores (PETER-SZABO et al., 2007). Um modelo orofacial
de inflamagdo aguda pode ser criado através da injecdo periarticular de

carragenina na regidao da ATM de ratos (BOLETA-CERANTO et al., 2005).
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Diversas outras substancias flogisticas tem sido utilizadas para indugao
da inflamagéo experimental como formalina, zimozan, adjunto completo de
Freund e 6leo de mostarda (GUERRERO et al., 2008; EDWARDS et al., 2007;
CASTANO et al., 2007; HAAS et al., 1992).

Injecbes de solugdo de carragenina 1% em tecidos superficiais e
profundos promovem uma reagao inflamatéria (NANTEL et al., 1999). A dose e
diluicdo da carragenina utilizada neste estudo foram descritas em diversos
trabalhos anteriores resultando em reacdao inflamatéria comprovada
(GOULART et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005).

A FTL tem sido utilizada para o tratamento de diversas patologias
clinicas orofaciais. Porém, o mecanismo de acao envolvido e o efeito
especificamente na ATM ainda n&do foram esclarecidos e sua utilizagdo tem
sido baseada nos estudos de outras articulagdes. Este € o primeiro estudo que
avaliou o efeito da FTL em modelo experimental de inflamagdo com
carragenina na ATM de rato.

A irradiacdo de outras articulagbes, como o joelho de rato, com laser
infravermelho (A810nm) e com laser vermelho (A660nm) na pata de roedores
apresentou efeito positivo na reducado da inflamagao induzida, com resultados
proximos aos obtidos com tratamento com medicamentos como dexametasona
(CASTANO et al., 2007; ALBERTINI et al., 2008).

A utilizacdo de doses adequadas da FTL resulta em efeitos
antiinflamatérios e reducdo da dor em estudos clinicos comparando-se a
grupos placebos e os efeitos em estudos laboratoriais apresentam resultados

semelhantes aos AINES quando o laser é aplicado nas primeiras horas apos
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indugao da inflamagao (BJORDAL et al., 2006). Em revisao sistematica Bjordal
et al. (2003) demonstraram que os melhores efeitos da FTL em articulagdes
sao atingidos quando utilizado o laser infravermelho (GaAlAs, A820-30nm) com
0os parametros de 6-24J e 30-210mW/cm? por sessdo. A recomendacgao da
WALT (World Association of Laser Therapy) para o tratamento de desordens
da articulagao temporomandibular é a utilizacdo do laser infravermelho, A780-
820nm, dose de 6J/cm? em um ou dois pontos, irradiacdo a cada 48 horas
durante trés a quatro semanas (www.walt.nu). Neste trabalho foi utilizado o
laser diodo, GaAlAs, infravermelho, 2780nm, dose de 10J/cm? em um ponto a
cada 48 horas, em concordancia com os relatos na literatura.

O comprimento de onda é uma variavel que interfere na profundidade de
penetracdo da luz no tecido biolégico. Tem sido demonstrado que a luz
infravermelha  apresenta uma  profundidade de penetracdo de
aproximadamente 3mm, enquanto a luz vermelha possui uma penetracdo de
1mm (BJORDAL et al., 2003). O contato da agulha com o cdndilo do rato no
momento da inducdo da inflamacédo ocorre em uma profundidade de 3mm no
modelo utilizado (HAAS et al.,, 1992). Assim pode-se sugerir que o laser
infravermelho apresenta uma profundidade de penetragdo semelhante a da
localizagdo da ATM no rato. Neste estudo o laser infravermelho isolado
apresentou melhor resultado em relacao a reducao da inflamacéo e ao numero
de camadas da membrana sinovial quando comparado a FTL associando os
dois comprimentos de onda. A dose do laser infravermelho quando associado
ao laser vermelho foi de 5J/cm?, metade da dose aplicada com o infravermelho

isolado. Estudos que avaliaram a cicatrizagdo em tecidos cutaneos
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apresentaram resultados mais positivos quando utilizada a associagdo da FTL
vermelha e infravermelha (MENDEZ et al.,, 2004). A experiéncia clinica da
equipe deste trabalho indica que a utilizagao do laser infravermelho na ATM e
laser vermelho nos musculos relacionados resultam em melhor efeito na
reducao da sintomatologia dolorosa de pacientes com DTM.

O modelo experimental utilizado neste estudo, rato Wistar, € um animal
de pequeno porte e de facil manipulacdo. As camadas articulares de sua ATM
sdo semelhantes as do ser humano. Nos grupos em que foi injetada solugéo
salina as estruturas que compéem a ATM foram observadas sem alteragdes
com aspecto similar ao descrito na literatura. O cbéndilo apresentou
caracteristicas semelhantes as descritas por Luz (1995) com as seguintes
camadas definidas: zona fibrosa; zona proliferativa; zona de fibrocartilagem e
zona de osso subcondral, por¢cdo de maior volume. A aplicagdo da FTL IV
isolada ou associada ao V néo alterou as estruturas nos grupos com solugéo
salina, demonstrando que o laser aplicado na estrutura sadia ndo produziu
diferenca histolégica comparado ao grupo nao irradiado.

Goulart et al. (2005) utilizaram um modelo de indugéo da inflamagéo na
ATM com carragenina semelhante a este estudo e observaram que trés horas
apos a injecao, infiltrado inflamatério predominantemente de leucdcitos
polimorfonucleares estava presente e que no periodo de 15 dias sem qualquer
tipo de intervencao a inflamacao nao estava mais presente. Nos tempos de trés
e sete dias os resultados foram semelhantes aos relatados nos grupos sem

tratamento deste estudo.
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A injecdo em dose unica de 20ul de carragenina 1% neste trabalho
resultou em resposta inflamatéria na ATM. Aos trés dias foi observado infiltrado
inflamatério misto intenso e aos sete dias inflamagcdo intensa com
predominancia de linfocitos principalmente na regido proxima a capsula
articular e ao colo do condilo. Areas de proliferagdo celular da membrana
sinovial e vilosidades foram observadas apds a inducao da inflamacao. Utilizou-
se este padrdo como controle da resposta da inflamagao aguda.

Em relagdo aos grupos tratados com FTL, o grupo irradiado com o laser
infravermelho isolado (G5) apresentou menor inflamagdo comparada aos
outros grupos tratados e o infiltrado inflamatério caracterizado como crénico
nos dois periodos de observagédo, demonstrando uma aceleragéo do processo
inflamatdrio e redugao na quantidade de células inflamatérias.

Ap0s irradiagdo com laser vermelho e infravermelho associado (G6), aos
trés dias, observou-se intenso infiltrado inflamatorio crénico, apresentando-se
em estagio mais avangado do que o grupo néao tratado, porém em maior
intensidade do que o grupo irradiado com laser infravermelho isolado e aos
sete dias, o infiltrado inflamatério apresentou-se moderado. O laser
infravermelho na dose de 10J/cm? apresentou melhor resposta no processo
inflamatério em concordancia com relatos na literatura em outras articulagdes
(BJORDAL et al., 2003; CASTANO et al, 2007). Em estudos realizados em
patas de ratos, tecido mais superficial, o laser vermelho apresentou efeito
positivo (ALBERTINI et al., 2008).

A aplicagao do laser prévio, sem associagao com a FTL apds a inducéo

(G7) apresentou resultados semelhantes ao grupo em que apenas foi injetada
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a carragenina, demonstrando que a aplicacdo 24 horas antes no tecido sadio
nao promoveu alteracdo no processo de inflamagao induzido. Além disso,
mesmo quando associada a FTL IV apds (G8), os resultados foram inferiores
aqueles obtidos com a irradiacao IV apenas apds a indugao. Somente quando
se associou a FTL IV+V com a prévia (G9), a inflamagdo mostrou-se com
menor intensidade comparada ao grupo FTL IV+V irradiado apenas apds a
indugdo. De forma geral, a aplicagdo previa ndo causou uma melhora no
resultado final dos grupos que justificasse a sua utilizagdo. O uso preventivo na
ATM saudavel ndo promoveu um efeito protetor no tecido, necessitando de
algum tipo de déficit para um efeito benéfico da FTL.

Neste estudo, através da analise descritiva, a vascularizagdo da regiao
da ATM foi considerada discreta na maioria dos subgrupos, sem diferenca
significativa comparando-se os grupos tratados e nao tratados.

Em todos os grupos irradiados a quantidade de colageno no condilo foi
superior aos grupos nao tratados, independente do comprimento de onda,
aplicacéo prévia do laser ou apenas FTL apds a indugéo. No disco articular ndo
foi observada diferenca significante na quantidade de colageno entre os grupos.
Novos estudos s&o necessarios para avaliar se existe diferenga na qualidade ou
no tipo de fibras colagenas presentes apos FTL e se essas diferengas na
quantidade e qualidade teriam relacdo com uma melhora no processo de
inflamac&o como o aumento de resisténcia as forgas externas na ATM.

A membrana sinovial da ATM normal do rato apresenta uma a duas
camadas de células. Apds trauma induzido por hipermobilidade do céndilo

ocorre proliferagdo das camadas celulares resultando em areas de hiperplasia
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(MUTO et al., 1998). Em estudos anteriores realizados com ratos Wistar que
utilizaram a classificacdo de espessura das camadas celulares da membrana
sinovial proposta por Muto et al. (1998), no grupo controle a membrana sinovial
apresentou-se sem alteragbes classificada como Grau 0 (1-3 camadas) e
quando submetidos a ressec¢ao do masseter ou hipermobilidade foi observada
inflamacao e hiperplasia da membrana classificada como Grau 1(4-6 camadas)
predominantemente (YAMAZA et al., 2003; OZAKI et al., 2008). Em estudos
realizados com material humano de autépsia e bidpsia foi observado que a
membrana sinovial normal era composta de 1 a 2 camadas e em individuos
que apresentavam alteracdo da ATM foram identificadas 3 ou mais camadas
de células (GYNTHER et al. 1998; DIJKGRAAF et al., 1997).

Neste estudo todos os subgrupos em que foi injetada solugéo salina (G1,
G2 e G3) nao foi observada alteragcdo no numero de camadas (grau 0),
enquanto o grupo em que foi injetada carragenina, sem tratamento (G4), o
namero de camadas observadas foi maior (grau 1) demonstrando que a
inflamagao induzida por carragenina promoveu proliferacdo das células da
membrana.

Apos a irradiagdo com laser IV (G5), o numero de camadas apresentou-
se semelhante ao grupo em que nao foi induzida a inflamagéo, nos campos
externo e interno, nos dois periodos de observacao, constituindo o melhor
resultado em relacdo ao numero de camadas da membrana. A irradiacdo da
ATM com a associagéo do laser IV+V (G6), resultou em um numero menor de
camadas apenas com sete dias nos dois campos analisados. Quando a ATM

foi irradiada com a associagdo dos comprimentos de onda foi necessario um
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maior tempo para a resposta do tecido. O laser infravermelho por sua maior
penetracdo apresentou melhor resultado quando aplicado na dose de 10J/cm?
isoladamente, aos trés dias, quando comparada a associagao do infravermelho
e vermelho com 5J/cm? de cada comprimento de onda. A irradiacdo prévia a
indugdo da inflamagao (G7) apresentou numero de camadas semelhante ao
grupo nao tratado (G4) nos dois campos observados.

O significado clinico das alteragbes na membrana sinovial observadas
histologicamente ainda nao esta esclarecido na literatura, mas acredita-se que
pode ser relacionado a sintomatologia dolorosa resultante da presenca de
processo de inflamacédo (GYNTHER et al., 1998).

A utilizagao da FTL neste estudo resultou em efeito positivo no processo
inflamatdrio induzido na ATM de rato, em especial, com a utilizagédo do laser
infravermelho, A780nm, 10J/cm?. Para alcancar o sucesso clinico da FTL nas
DTMs, é necessario entender o mecanismo de acio do laser, estabelecer os
parametros adequados e as limitagdes da utilizacdo desta terapia na ATM de
forma especifica, através de estudos experimentais nessa estrutura. Este foi o
primeiro estudo que avaliou histologicamente a agdo da FTL na inflamagao
induzida por carragenina na ATM de ratos. A irradiagao resultou na redugéao do
infiltrado inflamatdério e no menor numero de camadas da membrana sinovial

comprovando experimentalmente o beneficio desta terapia.
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7. Conclusao

A FTL (GaAlAs, A780nm, P=50mW, 10J/cm? por sessdo isoladamente
ou associado ao A 660nm, P=40mW, 5J/cm? cada \) alterou histologicamente o
processo inflamatdrio induzido por carragenina na ATM de ratos.

A FTL apresentou efeitos positivos em relacdo a reducido do infiltrado
inflamatério e aceleracdo do processo de inflamacao, especialmente com a
utilizacio do laser IV.

Os grupos irradiados apresentaram maior quantidade de colageno no
condilo e quantidade similar no disco articular comparado ao grupo nao
irradiado.

Os grupos irradiados com laser apds a indugdo da inflamagéao
apresentaram numero de camadas da membrana sinovial semelhante ao grupo

em que nao foi induzida a inflamacao.
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