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RESUMO

Introducéo: O tenddo calcaneo € um dos tenddes mais comumente lesados e
sua cicatrizacdo pode levar de semanas a meses para completar-se. Na busca de
acelerar 0 reparo tendineo, a laserterapia de baixa intensidade tem mostrado
efeito benéfico. Objetivo: Avaiar o efeito da laserterapia de baixa intensidade
na reparacdo do tenddo calcaneo submetido alesdo parcial, em ratos. M étodos:
Foram utilizados 60 ratos machos, distribuidos aleatoriamente em 5 grupos com
12 animais cada, sendo que 42 foram submetidos a lesdo com queda de um peso
de 186 gramas de uma altura de 20cm. No Grupo 1 (controle padréo) os animais
ndo sofreram lesdo tendinea e nem foram submetidos ao tratamento com o laser,
no Grupo 2 (controle) os animais sofreram a leséo e ndo foram submetidos ao
tratamento com laser, nos Grupos 3, 4 e 5 0s animais sofreram lesdo e foram
submetidos ao tratamento com laser (830nm, P=40mW, F= 4Jcm?) durante 3, 5
e 7 dias, respectivamente. Os animais dos grupos 2, 3, 4 e 5 foram submetidos a
eutandsia no 8° dia apds a leséo e avaliados por microscopia de polarizagéo para
analisar o grau de organizacdo das fibras de coldgeno. Resultados. Os grupos
experimentais e 0 grupo controle padréo mostraram valores significativamente
maiores em relacdo ao alinhamento das fibras de colédgeno, comparados ao
grupo controle, e ndo houve diferenca significante quando comparados os
Grupos 1 e 4, o mesmo acontecendo entre os Grupos 3 e 5. Conclusdo: A
terapia a laser de baixa intensidade € efetiva na melhora da organizacdo das
fibras colégenas do tend&o cal caneo submetido alesio parcial.



INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

O tenddo calcaneo € um dos tenddes mais comumente lesados em
humanos, seguido pelos flexores digitais, devido ao excesso de uso (overuse) e
ferimentos por projéteis de arma de fogo ou instrumento cortante (SCHMITT et
al., 1993; WREN et d., 2001; DEMIR et a., 2004; OZKAN et al., 2004).
Devido ao ritmo lento de cicatrizacdo, a ruptura do tenddo calcaneo é
considerada uma lesdo grave, 0 que tem chamado a atencéo de pesquisadores
(CARR & NORRIS, 1989; REDDY et a., 1998; STEHNO-BITTEL et a.,
1998).

A ruptura espontanea do tenddo calcaneo ocorre entre 2 e 6 cm de sua
insercéo no 0sso calcaneo. Exames histol 6gicos desse tipo de ruptura sugeriram
gue uma degeneracdo priméria (DAVIDSSON & SALO, 1969) e alteracdo no
tipo de fibras colagenas (COOMBS et al., 1980).

Com intuito de observar o suprimento sanglineo do tend@o calcaneo,
CARR & NORRIS (1989) verificaram gue o nimero de vasos sangliineos varia
ao longo do comprimento do tend&o, sendo a maioria visto nainsercdo cal canear
e até 4 cm acimadesta.

Os estudos acima referidos so importantes, ja que, a neoangiogénese, €
uma parte vital no processo de cicatrizagao, restabelecendo a circulagdo normal.
Com maior transporte de células e nutrientes ao local da lesdo, limitando
conseqlentemente a necrose isquémica e permitindo o reparo tecidual
(HUDLICKA & TILER, 1986; BAXTER, 1994; BATTEGAY, 1995; AGAIBY
et a., 2000; BIDDER et al., 2000).



Devido a0 escasso suprimento sanguineo, o tenddo calcaneo € uma
estrutura que pode levar semanas, ou até meses, para completar sua total
cicatrizacdo (FRUENSGAARD et d., 1992; JONES & KJELLSTRAND, 1996;
STEHNO-BITEL et a., 1998; ENWEMEKA & REDDY, 2000). Durante esse
periodo, habitualmente, o paciente costuma ser imobilizado para evitar nova
ruptura, o que pode gerar complicaces funcionais, além de ateracbes ultra
estruturais (ENWEMEKA, 1991), bioguimicas (KANNUS et a., 1992; PLOUG,
ONKUWA, HANDBERG, 1995) e hiomecéanicas do tenddo (AN et a., 1990;
ENWEMEKA, 1992; MURREL et a., 1994).

Essas complicacbes causadas pela imobilizacdo prolongada podem ser
minimizadas se a duragdo do reparo tendineo for encurtada (ENWEMEKA,
1989%b; ENWEMEKA, RODRIGUEZ, MENDOSA, 1990, DEMIR et a., 2004).

Na busca de acelerar o reparo tendineo, diversos agentes fisicos como o
ultraasom (ENWEMEKA, 1989a; CUNHA, PARIZOTTO, VIDAL, 2001),
estimulagdo elétrica (NESSLER & MASS, 1987), campos €eletromagnéticos
(OWOEYE et d., 1987; GREENOUGH, 1996) e terapia a laser de baixa
intensidade (SCHMITT et al., 1993; OZKAN et a, 2004) tém mostrado efeitos
benéficos (MULLINS, 1990).

Dentre estes, a laserterapia de baixa intensdade tem sido bastante
utilizada pelos fisioterapeutas nos ultimos 20 anos, e tem mostrado efeitos
importantes (GIBSON & KERNOHAN, 1993) como o aumento na proliferacao
de fibroblastos e sintese de colageno (ALMEIDA-LOPES et d., 2001), a
neovascularizagéo, a regeneracdo cutanea (DY SON & YOUNG, 1982; BIHARI
& MESTER, 1989; MESTER & MESTER, 1989; ALMEIDA-LOPES et 4d.,
1999; PINFILDI et al., 2005; PRADO et da., 2006), e de tendbes (ENWEMEKA
et a., 1990; PARIZOTTO & BARANAUSKAS, 1998a).

A utilizagcdo da laserterapia para lesbes tendineas foi investigada com

estudos in vivo, e in vitro, demonstrando achados tanto positivos (ENGLAND et



a., 1989; SCHMITT et a., 1993; REDDY et a., 1998) quanto negativos
(SIEBERT et al., 1987). Porém, ha controvérsias entre os estudos prévios devido
a diversidade dos parametros para a utilizacdo da irradiagdo, ndo existindo,
dessa forma, um consenso sobre quais deveriam ser 0s parametros ideais para
terapiaalaser.

Devido a falta de consenso encontrada na literatura, ha a necessidade de
estudos para comparar e padronizar parametros ideais para a utilizacdo da

laserterapia de baixa intensidade, bem como a periodicidade dos dias tratamento.
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2. OBJETIVO

Avaliar o efeito daterapia alaser de baixaintensidade nareparacéo do

tenddo do calcaneo de ratos, submetido alesio parcial.
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3. LITERATURA

3.1 ESTUDOS ENVOLVENDO ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

SCHMITT et al. (1993) estudaram os efeitos do laser de arseneto de gélio
(AsGa) sobre a regeneracéo de tendbes em 30 céaes distribuidos em 3 grupos e
submetidos a tenotomia e tenorrafia do tendéo calcaneo direito e esquerdo, com
técnica atraumética, na regido meédia entre as porgdes teno-muscular e teno-
0ssea, sendo que no membro esquerdo foi efetuada a aplicacdo de laser AsGa (4
Jcm?) paraavaliar o processo cicatricial dos mesmos.

Posteriormente, as articulagbes do tarso foram imobilizadas durante 11
dias nos animais do grupo | (sacrificados nesta data), 21 dias no grupo Il
(sacrificados a0 22° dia) e grupo |11 (sacrificados aos 40 dias de pos-operatorio).
Os cées do grupo 111 foram submetidos a caminhadas diarias de 30 minutos nas
duas semanas seguintes para estimular a mobilidade do tenddo. A avaiacéo
clinica dos efeitos da terapia a laser na funcionalidade dos membros foi feita por
meio de exame fisico. Os tenddes foram avaliados por necropsia readlizada em
todos os segmentos aos 11 dias (grupo 1), 22 dias (grupo 1) e 40 dias (grupo 111)
de evolucéo pos-operatoria.

O desempenho funcional do membro submetido a irradiagdo nos animais
do grupo |11, mostrou-se melhor do que 0 membro ndo submetido a irradiacéo.
A Macroscopia, os tenddes submetidos & irradiagcdo apresentaram melhor
vascularizagdo, menos aderéncia e cicatrizagdo com melhor aparéncia do que os

tendées do membro ndo submetido a irradiacdo. Os estudos histoldgicos



revelaram que o laser ndo interferiu significativamente na producdo de

fibroblastos nem na sintese de fibras colagenas.

GUM et a. (1997) estudaram o processo de reparacdo tendinea utilizando
um protocolo de terapia combinada com estimulacdo elétrica transcutanea
(corrente galvanica), laser de As-Ga (904 nm), 1 Jcm? e ultra-som. O tendo
calcéneo de 63 coelhos foi submetido a tenotomia, sutura, imobilizado e
submetido a um protocolo de terapia combinada por 5 dias; apés a retirada dos
Imobilizadores a terapia foi continuada por mais 9 dias, sem estimulagdo
gétrica. Os resultados demonstraram um aumento na sintese de colégeno,
porém, sem diferencas significantes no desempenho funcional dos tenddes
tratados, em relacdo ao grupo controle, sugerindo que as terapias combinadas
podem ndo influenciar de forma positiva sobre o0 processo de cicatrizagdo

tendinea.

REDDY et a. (1998) testaram a hip6tese de que a combinacdo de terapia
a laser e sobrecarga mecanica deveria, futuramente, acelerar a cicatrizagdo em
tenotomias experimentais e na reparacdo do tenddo do calcaneo em coelhos.
ApoGs tenotomia e sutura tendinea, os coelhos do grupo experimental e controle
foram imobilizados por 5 dias. Os tenddes reparados do grupo experimental
receberam sobrecarga mecanica via estimulacdo elétrica pela inducdo da
contracdo do musculo triceps sura por 5 dias. Além disso, os tenddes do grupo
experimental foram tratados diariamente, com doses de 1 Jcm?® com laser de
Hélio Nebnio (HeNe) ao longo de 14 dias no periodo experimental.

Observou-se que a combinacdo do laser com sobrecarga mecanica
aumenta 0 estresse méximo, tensdo maxima e o modulo de imaturidade da

elasticidade dos tenddes 30, 13, 33%, respectivamente. Entretanto, ndo houve



diferenca estatisticamente significante nos indices biomecanicos de reparacéo
entre os tenddes controle e experimental .

Contudo, redlizadas todas as andlises, os achados indicaram que a
combinacdo da terapia a laser com a sobrecarga mecanica precoce nos tenddes
aumenta a sintese de fibras colégenas, com efeitos biomecanicos marginais no

reparo tendineo.

BJORDAL (2000) realizou uma revisao bibliogréfica de estudos in vivo e
in vitro sobre o efeito do laser de baixa intensidade na cicatrizac8o tendinea.
Foram pesquisados na literatura, artigos publicados apds 1980 usando
laserterapia de baixa intensidade nas bases de dados da Medline, Embase,
Cochrane Library, aém de pesguisa manual nos jornais de fisioterapia na lingua
Inglesa e Escandinava, foram sintetizados parametros 6timos de tratamento
como estimativa de tempo, frequéncia de tratamento, dose e densidade de
poténcia.

O autor constatou que um intervalo de doses Gtimas e densidade de
poténcia para inibicdo de prostaglandinas PGE2 e producdo de Interleucina
Beta-1 foram de 3,2 — 6,3 Jcm? e 5,3 W/cm? mensurados pela estimulagdo de
células fibroblasticas apos 5 dias de irradiacdo. JA para a sintese de fibras
colagenas o intervalo de dose e densidade de poténcia foram 0,2—2,0 Jcm? e 2—
20 mW/cm?, respectivamente. Demonstrou-se, também, que tratamentos diérios
por 2 semanas com parametros 6timos produzem um aumento maximo de 37%
na producdo de coldgeno. Contudo, doses acima de 4,5 Jcm® e irradiancias
maiores do que 30 mW/cm? inibem o metabolismo de fibroblastos e diminuem a

sintese de colageno.



DEMIR et al. (2004) realizaram um estudo experimental comparando 0s
efeitos do laser, ultrasom, e a combinacdo do laser com ultrasom na
cicatrizacdo tendinea.

Foram utilizados 84 ratos machos divididos em 6 grupos. Grupo |
tratamento com ultrasom (ultra-som continuo, poténcia = 0,5 W/cn?,
frequéncia = 1 MHz, 5 minutos), Grupo Il controle do ultra-som, Grupo IlI
tratamento com laser (AsGa, comprimento de onda de 904nm, fregiiéncia = 16
Hz, poténcia média = 6mW, fluéncia = 1 Jem?), Grupo IV controle do laser,
Grupo V tratamento combinado (laser + ultrasom) e Grupo VI controle
combinado (laser + ultrasom). O tend&o calcaneo esquerdo foi usado como
controle e o direto para tratamento; os dois tenddes foram lesados
longitudinalmente. O tratamento comegou no primeiro dia de pos-operatério e
durou 9 dias (sessdes).

Embora o laser, o ultraasom e a combinagcdo dos dois agentes tenham
aumentado a reparacdo bioquimica e biomecanica do tenddo mais do gque o

grupo controle, nenhuma diferenca significante foi encontrada entre eles.

CARRINHO (2004) avaliou os efeitos do laser de baixa intensidade,
aplicado com diferentes comprimentos de onda e diferentes densidades de
energia sobre 0 processo de reparacdo tendinea no tenddo calcaneo de 48 ratos
machos, onde 40 animais foram lesados por uma tenotomia total unilateral feita
por cisalhamento na por¢do média do tenddo calcanéo direito, ndo tendo sido
suturados apés a cirurgia, tendo sido suturada somente a pele ao redor da lesdo.

Os animais foram distribuidos a eatoriamente em 3 grupos experimentais
homogéneos (1, 2, 3), sendo que cada grupo foi distribuido em 2 subgrupos; o
grupo 1 foi dividido em subgrupo A que recebeu laser 685nm, 3 Jem?’ e
subgrupo B que recebeu tratamento com laser 685nm, 10 Jcm? o grupo 2 foi

dividido em subgrupo C que recebeu tratamento com laser de 830nm, 3 Jcm?’ e



subgrupo D cujo tratamento foi com laser de 830nm e 10 Jcm?, e o grupo 3 que
também foi dividido em subgrupo E, controle lesado/ tratamento placebo
(CL/CP) e F, controle padrdo (CP). As aplicagbes foram feitas pontual mente a
cada 24 horas, durante 12 dias consecutivos, irradiando-se transcutaneamente
um Unico ponto sobre a regido da lesdo, sendo sacrificados no 13° dia apds a
lesdo.

Os achados mostraram gue a reparagéo tendinea do subgrupo A tratado
com laser de 685 nm e 3 Jcm? apresentou melhores resultados, considerando o
nivel de organizacdo, orientacdo, estado de agregacdo macromolecular e
deposicéo das fibras colégenas no local da lesdo, diferindo-se estatisticamente

dos demais subgrupos.

SALATE et al. (2005) estudaram os efeitos do laser com comprimento de
onda 660 nm, com 10 mW e 40 mW de poténcia de saida, no processo de
angiogénese e qualidade do reparo apos lesdo parcial do tendéo calcaneo em 104
ratos machos, sendo que 96 foram submetidos alesdo com queda de um peso de
186 gramas, de uma altura de 20 cm, sobre o tend&o direito.

Estes foram divididos aeatoriamente em 3 grupos, tratadosem 3, 5 e 7
dias. Os grupos foram divididos em 4 subgrupos submetidos ao tratamento com
laser com 10 mW e 40 mW de poténcia, grupo placebo e grupo sem tratamento.
Um quarto grupo foi estabelecido como controle padréo sem les&o.

A comparagdo dos grupos evidenciou que os animals irradiados
mostraram maior nimero de vasos sanguineo do que 0s grupos controle
(p<0,05) e o subgrupo de 40 mW apresentou melhor vascularizacdo do que os
demais, apos 3 dias deirradiagéo (p<0,01).

Concluiu-se que a terapia a laser de baixa intensidade, com comprimento
de onda de 660 nm promoveu aumento na neovascularizagdo e melhora na

gualidade do reparo tendineo e a poténcia de saida de 40 mW iniciou a



neovascularizagcdo precocemente, mostrando diferenca significativa, apés 3 dias

de aplicacéo.

TAVARES et a. (2005) estudaram as alteragdes causadas pela radiacéo
de laser com comprimento de onda de 904 nm, no tenddo calcaneo de 30 ratos,
distribuidos em 2 grupos, um com 20 e outro com 10 animais.

Todos os animais foram submetidos a tenotomia do tenddo calcaneo
direito, sendo iniciado o tratamento com laser 24 horas ap0s a operacdo num dos
grupos, com dose de 4 Jcm?; e o outro grupo foi mantido como controle. Os
grupos foram distribuidos em subgrupos e os animais sacrificados em dias
distintos, no 8° e 15° dias pds-operatorio.

Houve diferenca significante (p < 0,05), entre os grupos controle e tratado
na deposicéo de colageno e presenca de células inflamatérias, sugerindo que a
terapia a laser proporciona a aceleracdo da cicatrizagdo na tenotomia calcanea
em ratos, pel o aumento da deposicéo de colageno tanto nafaseinicial, quanto na

fase tardia do tratamento.



3.2ESTUDO ENVOLVENDO HUMANOS

ROBERTO (1998) realizou um estudo comparativo entre o laser diodo
(780 nm) e o laser de CO, (10,600 nm) no tratamento de tendinite do tenddo
calcaneo de 40 atletas distribuidos em 4 grupos experimentais. Os parametros
utilizados para a irradiacéo do primeiro grupo foram 780 nm, 20 Jcm?, continuo
e aplicagéo por varredura; os parametros do segundo grupo foram 780 nm, 180
Jem?, pulsado e aplicacdo pontua; o terceiro grupo recebeu irradiacdo com
laser de CO, (10,600 nm), 15 Jecm?, pulsado e aplicacdo por varredura; o quarto
grupo recebeu laser de CO, (10,600 nm), 15 Jcm? e aplicago pontual. Foram
observados melhores resultados em relacdo ao alivio do quadro dgico no

tratamento com laser de 780 nm, nas duas modalidades terapéuticas utilizadas.
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4. METODOS

41 AMOSTRA

Para a realizac8o deste estudo foram utilizados 60 ratos machos (Rattus
norvegicus. var. albinus, Rodentia, Mammalia, da linhagem Wistar EPM — 1),
adultos, com 3 meses de idade, peso de 260 a 320 gramas, oriundos do Biotério
Central do CEDEMEda Universidade Federal de S&o Paulo - Escola Paulista de
Medicina (UNIFESP-EPM). Os procedimentos experimentais foram realizados
no Bioté&rio da Disciplina de Cirurgia Plastica da UNIFESP-EPM, onde os
animais foram mantidos, individualmente, em gaiolas com ciclo claro — escuro
de 12 horas, recebendo racdo prépria comum e agua ad libitum. Este estudo foi
realizado apds obter aprovacio do Comité de Etica e Pesquisa da UNIFESP —
EPM N° 0868/05.

42 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Esse é um estudo experimental, controlado, randomizado e simples cego.

Os 60 ratos tiveram seu peso aferido e foram distribuidos aleatoriamente,
por sorteio computadorizado, em 5 grupos de 12 animais cada.

Grupo 1 (Controle Padréo): os animais ndo foram submetidos a lesdo e

nao receberam nenhum tratamento. Portanto seus tenddes desenvolveram-se



normalmente ao longo de todo o periodo experimental. Este grupo foi utilizado
como referéncia para a andlise.

Grupo 2 (Controle): os animais foram submetidos a lesdo do tenddo
calcaneo direito, por meio de lesdo direta, e ndo receberam nenhum tratamento.

Grupo 3: os animais foram submetidos a lesdo do tenddo calcaneo direito,
e apobs 4 horas receberam o tratamento com laser durante 3 dias consecutivos
(pGs-operatdrio imediato e mais 2 dias).

Grupo 4: os animais foram submetidos a lesdo do tenddo calcaneo direito,
e apobs 4 horas receberam o tratamento com laser durante 5 dias consecutivos
(pGs-operatério imediato e mais 4 dias).

Grupo 5: os animais foram submetidos a lesdo do tenddo calcaneo direito,
e apobs 4 horas receberam o tratamento com laser durante 7 dias consecutivos
(pGs-operatdrio imediato e mais 6 dias).

Os animais dos grupos 2 ao 5 foram submetidos a eutanasia no 8° dia apos
a lesdo. Os animais dos grupos experimentais (grupos 3, 4 e 5) foram
submetidos ao tratamento com laser e a técnica utilizada foi a pontual com
contato em apenas um ponto no local da lesdo. Nesta técnica, a caneta do laser

permaneceu a 90° perpendicular ao tenddo (fig.1).



Figura 1 — Técnicade aplicagdo pontual com contato,
com afibra éptica a 90° perpendicular ao tendéo.

4.3 EQUIPAMENTO

Foi utilizado o aparelho de laser de baixa poténcia de diodo
infravermelho, com comprimento de onda de 830 nm de arseneto de gdlio
auminizado (AsAlGa), poténcia de 40 mW, fluéncia de 4 Jcm?, &rea de seccéo
transversal do feixe de 0,028 cm? com feixe continuo e pulsado, porém, foi

utilizada para o estudo a forma de feixe continuo, damarca DMC® (fig. 2).
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Figura 2 — Equipamento emissor de radiagéao
laser de AsGaAl (830 nm).

4.4 PROCEDIMENTO DA LESAO

Os animais foram pesados e anestesiados com injecdo intraperitoneal de
cloridrato de tiletamina e cloridrato de zolazepam com uma dose de 50 mg/kg. A
pele ao redor do tenddo calcaneo da pata direita foi submetida a tricotomia com
gilete e posicionada no equipamento desenvolvido pela oficina mecanica da
Universidade Federal de Séo Carlos (UFSCar). Foi realizada uma leve tragdo na

regido calcanear direita com tornozelo em dorsiflexdo e um peso de 1869 foi



solto perpendicularmente de uma atura de 20 cm, sobre o tend&@o do animal. A

energia potencial de queda sobre o tendéo foi de 364,9 mJ (fig. 3).

Figura 3 — Equipamento de leséo
tendinea e contensor.

Imediatamente apds esse procedimento, o peso foi retirado e o loca da
lesdo, foi demarcado, com um circulo ao seu redor, por meio de uma caneta
dermografica, para serem realizadas as aplica¢Oes pontuais com o laser. A seguir
o anima foi recolocado em sua gaiola e observado até o término do efeito
anestésico.

Todo esse procedimento foi readlizado durante o periodo da manha e

sempre pelos mesmos examinadores.



4.5 PROCEDIMENTO DE IRRADIACAO

As aplicagbes foram consecutivas e ininterruptas durante 3, 5 e 7dias,
iniciando no mesmo dia, quatro horas apés a lesdo. Este procedimento foi
repetido nos demais dias, sempre no mesmo horario.

Para o tratamento, os animais foram colocados em um contensor (tubo de
policloreto de vinila — PVC) (fig. 3) e foi administrada, no local da lesdo,
irradiagdo do laser durante 3 segundos, com uma poténcia de saida de 40 mW,
fluénciade 4 Jem?, energiatotal de 0,12 J, densidade de poténcia de 1,4W/cm?,

rea de secc8o transversal do feixe de 0,028 cm? e feixe continuo.

4.6 PREPARACAO DASAMOSTRASE ANALISE DE DADOS

Os animais foram submetidos a eutanasia no 8° dia apds o trauma por
meio de hiperdosagem anestésica e seus tendbes direitos foram retirados
cirurgicamente por disseccdo desde a insercéo calcanear até a juncdo musculo-
tendinea. Imediatamente, os tendbes foram lavados em solucdo salina a 0,9%,
onde foram preparados para os demais procedimentos histol gicos.

Para uma avaliagdo qualitativa e quantitativa da concentragdo, estado de
agregacao e orientagdo das fibras de colageno, os tenddes foram submetidos a
uma fixacdo em formol a 10% por 24 horas, a fim de iniciar o preparo das
l&minas histologicas.

Logo depois, os tendbes foram lavados em &gua corrente, para em seguida

serem desidratados em solugdes crescentes de alcool etilico a 70% e 90%, por



uma hora em cada solucdo. Em seguida, passaram por 6 banhos de 1 hora cada,
na solucdo de acool a 100%.

Apébs os banhos em alcool a 100%, os tenddes foram diafanizados em
solucdo de dcool/xilol 1:1 por 1 hora, em seguida passaram por 2 banhos de
xilol puro; onde a duracéo de cada banho foi de 1 hora cada um.

Os tendbes foram retirados do xilol e colocados imediatamente em
parafina liquida (60°C). Apds algumas horas, essa parafinafoi submetida a uma
segunda parafina (Paraplast®). Durante o segundo banho de parafina, as pecas
foram levadas a uma estufa a vacuo onde permaneceram por um periodo de 2
horas, posteriormente, foram realizados os blocos para obtencdo de blocos
histol 6gicos.

Os tendbes inclusos nos blocos de parafina foram cortados
longitudinalmente em cortes semi-seriados por um microtomo rotativo. Os
cortes foram montados em |aminas histologicas, sem cobertura por laminulas
e/ou coloragao.

Cada lamina histologica foi montada com uma série de 2 cortes
consecutivos de cada tenddo, e cada grupo de animais foi representado por 12
l&minas histol 6gicas montadas com seus respectivos tenddes.

Apbés serem montadas, todas as laminas foram desparafinizadas e

hidratadas novamente.

4.7 MEDIDAS DE BIRREFRINGENCIA

Para serem analisadas, as laminas histoldgicas foram tomadas ap acaso,
sendo classificadas por cédigo, de modo a ndo se identificar, no momento das

medidas de birrefringéncia, aqual animal correspondia (anélise cega).



A andlise das laminasfoi realizada pelo pesquisador principal do estudo.
A andlise das fibras de colageno (fig. 4) foi realizada utilizando, paraisso,
uma de suas propriedades anisotropicas Opticas. a birrefringéncia de forma ou

textural, por microscopia de polarizagéo.

Figura 4 — Andlise de Birrefringéncia das fibras de col ageno.

Para a efetivagdo da andlise de birrefringéncia total, as laminas
histol6gicas de cada grupo foram imersas por 30 minutos em agua destilada,
cujo indice de refracdo € de (n = 1.333), em referéncia aos estudos de Vidal,
1987. As medidas dos retardos opticos (OR em nm) em H,O representam a

soma das birrefringéncias intrinseca e textural dos feixes de colageno.



Apobs 0 periodo de imersdo, as laminas foram cobertas por laminulas,
contendo agua destilada nas interfaces.

As medidas dos retardos Opticos (OR em nm), foram obtidas pela
microscopia de luz polarizada no microscopio Leica, com uma objetiva Pol
10x/0,22, condensador 0,9, compensador de Sénarmont 1/4 X, luz
monocromatica A = 546 nm, obtidas por meio de um filtro de interferéncia
Leica; no Laboratorio de Materiais Vitreos da Universidade Federa de S&o
Carlos UFSCAR, sob orientacéo do Prof. Dr. Nivaldo Parizotto.

Para redlizacdo das medidas, o eixo longo do tenddo foi mantido a
aproximadamente 45° em relacdo aos polarizadores do microscopio.

Foram realizadas 144 medidas de OR, em diferentes pontos das regides
centrais dos tenddes, regido da lesdo parcial, para cada grupo estudado. Sendo
gue, para cada tendao foram realizados dois cortes.

O estudo comparativo dos grupos, em relacdo ao alinhamento das fibras
de colageno, iniciou pelo calculo de medidas-resumo. A construcdo dos gréaficos
e interval os de confianga permitiram a comparagao dos grupos do ponto de vista
descritivo, bem como uma avaliacdo da magnitude das medidas em relacdo ao
valor ideal paraavariavel.

Do ponto de vista inferencial, foi empregado o modelo de andlise de
variancia com um fator fixo (ANOVA) com p= 0,05. Para auxiliar no melhor
detalhamento das possiveis diferencas entre os grupos, foi utilizado o método de
comparacdes multiplas de Bonferroni (WINER, 1971).

Quando a estatistica calculada apresentou significancia foi usado (*) para

caracterizé-la, ja os resultados ndo significantes foram representados por N.S..
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5. RESULTADOS

Os dados obtidos, segundo os procedimentos ja acima descritos, estéo
organizados nas tabelas abaixo, onde quanto menores forem os valores
numeéricos observados de retardo Optico, piores serdo o0s resultados do

alinhamento das fibras de colégeno.

Tabela | - Medidas descritivas do retardo Optico correspondente ao alinhamento
das fibras de colageno.

Grupo Média DP  Minimo Méaximo Assimetria Curtose
Grupo
(Controle Padrao) 63,09 5,44 51,97 71,31 0,51 0,12
Grupo 11
(Controle) 33,19 321 28,16 38,03 0,24 1,24
Grupo 11
(3 diag/tratamento) 42,38 5,98 32,64 54,20 0,40 0,10
Grupo IV
(5 dias/tratamento) 62,18 9,27 47,22 83,66 0,90 1,93
Grupo V
(7 diag/tratamento) 46,22 2,59 41,25 49,03 -0,82 -0,52
Total 49,41 12,97 28,16 83,66 0,33 -0,64

Nota-se, nessa tabela, que os maiores valores de retardo Optico pertencem
ao Grupo I, no qual n&o houve leséo.
Pode-se observar que a média do Grupo | esta bem préxima daquela

observada no Grupo 1V, e é superior a dos demais grupos. O Grupo |l



apresentou a menor média da amostra. Os Grupos Ill e V apresentam meédias

bem proximas entre si, e intermediérias em relacdo aos demai's grupos citados.

Alinhamento das fibras de colageno

T T T T T
Controle padrédo Controle Jdias 5 dias 7 dias

Grupo

Figura5 - Distribui¢éo do alinhamento das fibras de colageno.

Observando o grafico, percebe-se mais nitidamente que os valores de
retardo Optico estdo mais dispersos no Grupo 1V e mais compactados no Grupo

V. Apenas no Grupo IV foram encontrados pontos discrepantes (fig. 5).



Tabelall - Resultados da comparac&o entre os grupos, dois
adois, em relacdo ao alinhamento das fibras de colageno.

Grupos comparados Nivel descritivo
Controle x Controle padrao 0,001 (*)
3dias x  Controle padréo 0,001 (*)
5dias x Controle padréo 0,999 N.S.
7 dias x Controle padréo 0,001 (*)
3dias x Controle 0,040 (*)
5dias x Controle 0,001 (*)
7 dias x Controle 0,001 (*)
5dias x 3dias 0,001 (*)
7 dias x 3dias 0,999 N.S.
7 dias x bdias 0,001 (*)

A tabela Il mostra os resultados das comparages multiplas em relacéo
aos dias de tratamento aos quais cada grupo foi submetido.

Observa-se que n&o existe diferenca significante quando comparados os
Grupos | e 1V, o mesmo acontecendo entre os Grupos |11 e V. Nas comparagtes
realizadas entre os demais grupos, foi observado que, a uma taxa de erro

experimental de 5%, eles apresentaram-se diferentemente significantes.



Figura 6- Alinhamento das fibras de colageno

do grupo controle padréo.

Figura 7- Alinhamento das fibras de coldgeno

do grupo controle.



Figura 8- Alinhamento das fibras de colageno

do grupo 3 dias de tratamento.

Figura 9- Alinhamento das fibras de colageno

do grupo 5 dias de tratamento.



Figura 10- Alinhamento das fibras de coldgeno

do grupo 7 dias de tratamento.
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6. DISCUSSAO

As lesbes tendineas podem ser agudas ou crénicas e sd0 causadas por
fatores intrinsecos ou extrinsecos, isolados ou combinados (SHARMA &
MAFFULLI, 2005). Devido aisso, o processo de reparacéo tendinea vem sendo
estudado experimentalmente por tenotomia induzida (ENWEMEKA, 1989b;
ENWEMEKA, 1991; GUM e a. 1997, STEHNO-BITTEL, 1998;
ENWEMEKA et a., 2000; CARRINHO, 2004; KOEKE et a., 2005) e por
lesbes parciais (SALATE et al., 2005).

Porém, as exigéncias da sociedade moderna para os padrdes apropriados
de ética restringem rigorosamente a possibilidade de utilizacdo de modelos
humanos para realizacdo de alguns tipos de pesquisas. Como consegiiéncia,
modelos alternativos sdo hecessarios, levando a utilizacdo de animais de
experimentagdo. Dessa forma, o0 modelo experimental é de suma importancia
para aquisi¢éo de model os reprodutiveis (KOEKE, 2003).

O rao é a espécie animal mais utilizada para procedimentos
experimentais. A facilidade de obtencdo desses animais em laboratorio permite
0 emprego de uma amostragem maior por grupo, aém de resultados em
periodos de tempo mais curtos, devido ao acelerado metabolismo dos ratos em
relacdo aos demais animais utilizados em experimentos. Foi selecionado rato
macho em virtude das variagdes no ciclo estral das fémeas (OLIVEIRA,
PARIZOTTO, SALVINI, 1999; CARRINHO, 2004; KOEKE et al., 2005;
SALATE et d., 2005).

O tenddo do calcéneo foi utilizado pelo fato de ser esse o tenddo mais

comumente lesionado, principalmente pelo excesso de uso e sobrecarga gerada



nesse tecido (WREN et a., 2001; DEMIR et al., 2004), o que despertou o
interesse de diversos pesquisadores para avaliar a qualidade dessa reparacdo
(OWOEYE et d., 1987; ENWEMEKA, 1989b; CUNHA PARIZOTTO,
VIDAL, 2001).

Uma das formas encontradas para avaliar a qualidade da reparacéo
tendinea foi induzindo experimentalmente lesdes totais (ENWEMEKA, 1988;
REDDY et al., 1998; CARRINHO, 2004) ou parciais (SALATE et al., 2005).

No presente estudo, foi realizada a ruptura parcial das fibras tendineas,
com base nos estudos realizados por SALATE et a., 2005, onde experimentos
piloto foram feitos com o objetivo de padronizar o equipamento para tendfes de
ratos. Foi constatado que todas as rupturas foram parciais, com variagdo de
tamanho menor que 10% entre 0s animais, e ocorreram no terco central, na
regido anterior do tenddo. Esse foi o unico modelo de lesdo parcial em tenddo
calcaneo em ratos encontrado na literatura.

A lesdo parcial foi escolhida por ser essa uma constante em atividades
fisicas que geram sobrecarga de trabalho sobre o tenddo e porque, na maioria
das vezes, ocorre antes da lesdo tota (SOMA & MANDLBAUM, 1995;
STHENO-BITEL et a., 1998; ALMEKINDERS & DEOL, 1999). Ocorrem,
como consequéncia da lesdo, um processo inflamatorio e alteragdes
degenerativas, onde ha uma reducéo do fluxo sangtiineo, resultando em hipoxia
tecidual (ZHANG, 2003). Essa cascata fisioldgica, segundo SALOMAO et al.,
1993, pode induzir arupturatotal do tendao.

O laser de baixa poténcia foi utilizado nesse estudo, pois diversas
pesquisas mostraram efeito benéfico na reparacdo de diferentes tecidos,
incluindo o tenddo (ENGLAND, FARREL, COPPOCK, 1989; FRIEDMAN et
al., 1991; ENWEMEKA et al., 1994; KARU, 1998).

Os mecanismos reais nos quais o laser estimula o reparo tendineo ainda

ndo estdo totalmente esclarecidos. No entanto, a maioria dos autores acredita



gue as respostas celulares dependem da escolha e da combinacdo de seus
parametros, tais como: o comprimento de onda, densidade de energia ou
fluéncia, densidade de poténcia ou irradiancia, area de seccdo transversal do
feixe, técnica de aplicagcdo, tempo de irradiacdo e intervalos de tratamento
(ALMEIDA-LOPES €t a., 2001; PEREIRA et a., 2002; ENWEMEKA et a.,
2004; CARRINHO, 2004; PINFILDI et a., 2005; SALATE et a., 2005). Mas, a
magnitude desses efeitos parece depender principamente do comprimento de
onda e da fluéncia utilizada pelo laser (BELKIN & SCHWARTZ, 1989;
BEKERMAN et a., 1992).

As aplicagdes do laser no presente estudo foram feitas com a técnica
pontual com contato, onde a fibra optica foi mantida perpendicular a pele,
irradiando-se, por fotoestimulacdo transcuténea, um Unico ponto correspondente
a &rea da lesd0. Essa técnica foi escolhida, pois ao penetrar no tecido o feixe
sofre o fenbmeno de dispersdo, atingindo toda a area lesada e também regides
circunvizinhas a lesdo. Além disso, corroboraram com os estudos de LONGO,
1993; BAXTER, 1997, que relataram que, em tratamentos onde a fibra éptica
ndo estd em contato com o tecido, a area de irradiacéo serd maior, determinando
um numero relativamente menor de fétons por unidade de &rea para a mesma
poténcia, ou sgja, a densidade de poténcia ou irradidncia diminuird com o
aumento da distancia entre o aplicador e o tecido alvo a ser irradiado.

O tamanho da &ea de seccdo transversal do feixe considerado
relativamente pequeno (0,028 cm?) proporciona uma maior densidade de
poténcia ou irradidncia na area tratada, colaborando, desta forma, para a
efetividade do tratamento (KITCHEN & PARTRIGE, 1991; LAAKSO,
RICHARDSON, CRAMOND, 1993a; 1993b; KLOTH, 1997; LOW & REED,
2001). Os resultados positivos obtidos com a utilizacdo dessa area de seccdo
transversal do feixe estdo de acordo com os encontrados por CARRINHO, 2004

gue utilizou a mesma dimensédo de area.



Os tipos de laser sdo determinados pelo comprimento de onda da luz
usada (KITCHEN & PARTRIGE, 1990). A janela do espectro de luz mais
comumente usado na préatica da laserterapia de baixa intensidade manifesta-se
com um comprimento de onda entre 600 nm e 1300 nm, que inclui o espectro
visivel e o infravermelho (SCHINDL et a., 2000). Os lasers com emisséo
infravermelha emitem comprimentos de onda entre 770 nm e 1300 nm. Estes
sdo constituidos fundamentalmente pelo cristal de arseneto de galio (AsGa) e
pelo arseneto de gdlio e dluminio (AsGaAl) (HEUSSLER et al., 1993; KLOTH,
1997).

Acredita-se que cada célula tem o seu fotorreceptor, sendo diferentes para
cada tipo de célula (LOW & REED, 1991). Por isso, lasers com diferentes
comprimentos de ondas atingem niveis celulares diferentes, podendo ser mais
profundo ou mais superficial.

STOLIK et a. (2000) relatam que quanto maior o comprimento de onda,
mais profunda serd a penetragdo da luz. Além disso, a profundidade da
penetracdo depende da espessura da pele e do local anatdmico a ser irradiado
(KOLAROVA, DITRICHOVA, WAGNER, 1999; STOLIK et al., 2000).

Existem vérias hipoteses descritas em estudos para explicar esse achado.
Uma delas é que as radiacbes visiveis sdo fortemente absorvidas pela
hemoglobina e melanina, que sdo moléculas chamadas croméforos, ocorrendo
assim uma bioestimulagdo nas células que absorveram essa radiacdo (BAXTER
et a., 1991; KITCHEN & PARTRIDGE, 1991; SCHINDL et a., 2000; LOW &
REED, 2001). Sugere-se que a luz vermelha como a do He-Ne possa ser
absorvida pelos citocromos nas mitocondrias das células, aumentando assm a
permeabilidade da membrana celular. Os lasers infravermelhos (invisiveis)
como os de diodos de Arseneto de Galio, sdo fortemente absorvidos pela agua,
atingindo assim niveis celulares mais profundos (KOLARI, 1985; KITCHEN &
PARTRIDGE, 1991; DIAMANTOPOULOQOS, 1994; STOLIK et al., 2000).



No presente estudo, foi escolhido o laser de Arseneto de Galio e Aluminio
(AsGaAl) com comprimento de onda de 830 nm porqgue, apesar das contradicdes
encontradas na literatura, segundo KOLARI, 1985; TAVARES, MAZZER,
PASTORELLO, 2005, este comprimento de onda possui um poder de
penetracdo maior. Além disso, sugerem que ele ndo causa aguecimento ou
outros sinais fisicos e, seguindo a teoria de que o laser infravermelho é
absorvido melhor por tecidos que contenham agua, esse seria 0 laser mais
adequado, pois os tenddes sdo estruturas brancas e brilhantes e sdo formados por
fibroblastos e matriz extracelular, sendo gque, o colageno € o maior componente
da matriz, abrangendo cerca de 86% a 95% do peso umido do tenddo (BIRK &
TRELSTAD, 1986; KLEIN & EEK, 1990; ENWEMEKA & SPIEHOLZ, 1992;
STOLINSKI, 1995; MCNEILLY, 1996; KHAN et al., 1999; OZKAN et al.,
2004).

Além do mais, corroboram com os achados de LONGO et al., 1987, que
demonstraram que € possivel obter aceleracdo da cicatrizacdo na faixa do
infravermelho, mediante a utilizagdo de um laser de baixa poténcia com um
intervalo espectral na faixa do infravermelho préximo (830 nm) no processo de
reparo tecidual em tenddes cal caneares de ratos.

O comprimento de onda utilizado no presente estudo esta dentro da janela
de comprimentos de onda ideais encontrados por KARU (1998), os quais estdo
proximos a 760 nm e de 810 nm a 840 nm, pois nessas faixas do espectro
eletromagnético, os cromdéforos superficiais tém uma fraca absor¢do havendo,
portanto, uma maior penetragcdo na pele.

Apesar de diversos autores apontarem o laser visivel como o mais efetivo
na indugdo da proliferagdo celular (YOUNG, BOLTON, DYSON, 1989;
LUBART et a., 1992; LOEVSCHAL & ARENHOLLT-BLINDSLEV, 1994;
ALMEIDA-LOPES et a., 1998), ALMEIDA-LOPES et a. (2001) constataram

gue o laser infravermelho (780 nm) induziu a um crescimento celular



significativamente maior do que o laser visivel (670 nm), num estudo in vitro
com células com déficit nutricional, o que também estimulou o presente estudo a
utilizar o laser de infravermelho.

Entretanto, ENWEMEKA & REDDY, 2000 compararam 0 nivel de
resposta tecidual entre os lasers de HeNe (632,8 nm) e AsGa (904 nm) ambos
na dose de 1Jcm? e observaram que o processo de reparo tendineo e a
performance biomecanica dos tenddes lesados foram melhorados quando se
utilizou o laser de HeNe, diferentemente dos resultados encontrados no presente
estudo, os quais demonstraram efeitos positivos no reparo tendineo quando
utilizado laser infravermel ho.

No presente estudo, ndo se utilizou o laser de HeNe, pois este tem sido
muito estudado e tem-se mostrado eficaz, principalmente, em estudos que
demonstram a melhora da cicatrizagéo de feridas e Ulceras venosas (OHSHIRO,
FUJNO, 1993; CARVALHO et d., 2003) e também na viabilidade de retaho
cutdneo (SMITH et a., 1992; AMIR et a., 2000; PINFILDI et a., 2005).
Entretanto, ENWEMEKA et a., 1990; REDDY et a., 1998 mostraram efeitos
benéficos também no reparo tendineo.

Apesar disso, outro estudo redlizado por CARRINHO, 2004 com
diferentes comprimentos de onda (685 e 830 nm), avaliou os efeitos do laser de
baixa intensidade, ap0s a realizacdo umatenotomiatotal. Os achados mostraram
gue a reparacdo tendinea do grupo tratado com laser de 685 nm apresentou
melhores resultados considerando o nivel de organizacéo, orientacdo, estado de
agregacdo macromolecular e deposicdo das fibras coldgenas no local da lesdo,
diferindo-se estatisticamente dos demais grupos. Porém, o laser de 830 nm
também produziu resultados terapéuticos satisfatorios no reparo tendineo. Esses
resultados despertaram 0 interesse no presente estudo de observar 0
comportamento da reparacdo tendinea, quando utilizado o laser de 830 nm,

todavia em lesdo parcial.



Percebe-se, por meio dos estudos acima referidos, em relacdo ao
comprimento de onda, que ha muita contradicdo quanto a esse parametro,
tornando ainda mais dificil realizar a escolha do comprimento de onda ideal.

Outro pardmetro também muito discutido entre os pesquisadores de laser,
guanto ao seu efeito bioestimulatorio, € afluéncia ou densidade de energia.

No presente estudo foi utilizada a fluéncia de 4 Jem?, pois hé relatos de
que o uso de fluéncias entre 1 a 4 Jem® sdo suficientes para promover efeitos
terapéuticos significantes (SCHINDL et al., 2000; TUNER & RODE, 1998;
WEBB, DYSON, LEWIS, 1998; KITCHEN & PARTRIDGE, 1991;
LUNDEBERG & MALM, 1991; MESTER, MESTER, MESTER, 1985).
Entretanto, altas fluéncias séo utilizadas por alguns pesquisadores apresentando
efeitos terapéuticos também positivos (GOLDMAN, CHIAPELLA, CASEY,
1980; NISSAN et al., 1986; BLIDDAL et al., 1987).

FRIEDMAN et a. (1991) constataram, em seus estudos, que baixas
fluéncias intensificam a formacdo eletroquimica da transmembrana levando
préton a mitocondria, seguida pela liberagdo de calcio da mitocdndria para
dentro do citoplasma pelo processo anti-porto que, por sua vez, dispara
subsequientemente mitoses e proliferacdo celular. Enquanto que, com altas
doses, muito célcio é liberado, causando hiperatividade do adenosina trifosfato-
calcio (ATPase) e das bombas de calcio, esgotando a reserva de ATP da célula,
desse modo inibindo 0 metabolismo celular; por isso, no presente estudo,
utilizou-se uma fluéncia 4 Jcm?, considerada uma dose intermediéria.

A escolha da fluéncia do presente estudo baseou-se também nos
resultados apresentados por BJORDAL (2000), pois em sua revisao
bibliogréfica in vivo e in vitro sobre o efeito do laser de baixa poténcia na
cicatrizagdo tendinea, encontrou que um intervalo de fluéncias Gtimas e
densidade de poténcia para inibicdo de prostaglandinas PGE2 e producdo de

Interleucina Beta-1 seria de 3,2 — 6,3 Jem® e 53 W/cm® mensurados pela



estimulagdo de células fibroblésticas apds 5 dias de irradiagéo. Ja, para a
producdo de fibras colagenas, o intervalo de fluéncias e densidades de poténcia
foram 0,2—2,0 Jcm?® e 2—20 mW/cm?, respectivamente.

A fluéncia do presente estudo corroborou também com as dos achados de
LOW & REED, 2001; BRONDON, SATDLER, LANZAFAME, 2005, os quais,
observaram que existe uma ampla variagao nas recomendagdes para encontrar a
fluéncia oOtima do tratamento com laser, por diferentes condicbes e,
normalmente, elas variam de 0,5 a 10 Jcm?.

KANA, 1981; SCHIMITT et a., 1993; TATARUNAS, MATERA,
DAGLI, 1998; TAVARES, MAZZER, PASTORELLO, 2005 constataram, em
suas pesquisas, que fluéncias na faixa de 3 a 6 Jcm? s30 responsaveis por
melhorar a cicatrizagéo tecidual, estando de acordo com os resultados do
presente estudo, que ficou dentro dessa janel a terapéutica.

No entanto, ENWEMEKA et a., 1990 encontraram uma janela
tergpéutica de baixas fluéncias, quando utilizaram um laser de HeNe e
mostraram uma tendéncia ao aumento de tamanho das fibras de colageno com o
aumento das fluéncias de 1 para 5 mJcm? para o reparo do tend&o calcaneo de
coel hos, fluéncias essas, mais baixas do que a utilizada no presente estudo.

PARIZOTTO & BARANAUSKAS (1998a), utilizando um laser de HeNe
(632,8 nm), nas fluéncias de 0,5; 5; e 50 Jcm? em 32 tenddes lesados de ratos,
observaram, através da analise por Espectroscopia por Infravermelho, um
aumento das ligacGes de hidrogénio intra e intermolecular nas moléculas de
coldgeno desses tenddes, com maior significancia na fluéncia de 5Jcm?
comparados com o grupo controle, estando essa fluéncia bem préxima da
utilizada no presente estudo.

Em outro estudo, os mesmos autores relataram melhora na organizacéo
molecular dos feixes de colageno em tendBes lesados, utilizando os mesmos

parémetros do estudo anterior. Mediante anadlise por Microscopia de Forga



Atbmica observou-se melhor arranjo e ordem molecular nas moléculas e fibrilas
dos tenddes tratados com laser, principdmente na fluéncia de 5Jcm?
(PARIZOTTO & BARANAUSKAS, 1998h).

As controvérsias entre os estudos prévios podem ser atribuidas as
diferentes fluéncias de tratamento, e ndo existe um consenso de qual deveria ser
afluéncia 6tima a ser empregada no tratamento com laser.

No presente estudo, a poténcia utilizada foi de 40 mW e foi escolhida
baseada em estudos que utilizaram a mesma poténcia e tiveram resultados
positivos em relacdo a proliferacdo celular (VAN BREUGEL, BAR, 1992;
SALATE et d., 2005).

SALATE et a. (2005) demonstraram, em seu estudo para verificar o
reparo tendineo com diferentes poténcias (10mwW e 40mW), que O grupo
irradiado com a poténcia de 40mW mostrou uma neovascularizacdo precoce e
um maior nimero de vasos, quando comparado aos demais grupos, concordando
com os resultados positivos obtidos com a mesma poténcia utilizada no presente
estudo.

OSHIRO (1991) observou que poténcias inferiores a 60 mW em
comprimentos de onda entre 790 nm e 904 nm diminuiram a dor de maneira
efetiva e a reacdo microvascular. Porém a 100 mW, foram observados efeitos
guase termais como exacerbagdo do quadro dlgico, espasmo muscular
involuntério e sincope nervosa. Pelo fato de o presente estudo ndo ter interesse
em possiveis efeitos térmicos produzidos pelo laser, optou-se pela utilizagdo de
uma poténcia ndo muito elevada.

Segundo TUNNER & HODE (1999), os efeitos do laser de HeNe sobre o
recrutamento de mastécitos foram mais répidos a 50 mwW do que a4 mW, sendo
os dois grupos irradiados a 2,4¥cm® concluindo portanto, que lasers com
poténcias mais elevadas, onde a dose pode ser aplicada em tempo mais curto

podem ser mais eficientes na promocao de respostas biol6gicas mais favoraveis.



Esses resultados estdo de acordo com os apresentados no presente estudo, que
utilizou uma poténcia de 40mwW e um tempo de aplicacdo rgpido de 3 segundos,
e corroboram também com o estudo realizado por VAN BREUGHEL (1992),
sobre os efeitos do laser HeNe em culturas de fibroblastos humanos,
evidenciando que o tratamento com 40 mW por 10 segundos foi mais eficiente
do que 10 mW por 40 segundos, ambos com doses de igual valor.

Porém, ndo existem dados conclusivos a respeito da poténcia ideal a ser
usada, 0 que gera muitas dividas e especul acles a seu respeito.

Outro pardmetro ndo menos importante, mas que € muito pouco discutido
na literatura, € a energiatotal especificada por ponto irradiado ou, as vezes, para
o tratamento total em que varios pontos sdo irradiados. A energia é dada em
joules e é calculada multiplicando-se a poténcia de saida em watts pelo tempo de
aplicacdo em segundos (KITCHEN, 2003). No presente estudo, a energia total
foi de 0,12J e foi utilizado somente um ponto que correspondia exatamente ao
local da lesdo parcial, sendo esse delimitado com uma caneta esferografica ao
seu redor.

CARRINHO (2004) utilizaram diferentes energias (0,09 e 0,28 J) no
reparo do tenddo calcaneo e verificaram melhores resultados com a energia
menor (0,09 J), valor esse que esta bem proximo ao utilizado pelo presente
estudo.

No entanto, SALATE et a. (2005) também utilizaram diferentes energias
(0,1 e 0,4 J) e obtiveram melhores resultados na reparagcdo do tenddo calcaneo
guando utilizada a energia mais alta (0,4 J), diferentemente da energia aplicada
no presente estudo.

Esse é outro parametro do laser que também apresenta contradicdes e que
deve ser muito bem avaliado para saber exatamente a quantidade de energia que

esta sendo depositada em cada ponto especifico da aplicacéo.



Com toda essa diversidade de pardmetros percebe-se, pela andise dos
estudos, que ainda existem muitas dlvidas a serem esclarecidas a respeito da
laserterapia de baixa intensidade (BASFORD, 1993; 1995).

Outro fator que pode influenciar na reparacéo do tenddo é a escolha do
momento oportuno para realizacd do tratamento com o laser. No presente
estudo, optou-se por estimular a fase inicial do processo cicatricial,
remodelando-a precocemente porque a for¢a do tecido cicatrizado aumenta
bastante nessa fase, estando de acordo com alguns autores que descrevem o
efeito antiinflamatdrio do laser na fase inicial da cicatrizagdo (VECOSO, 1993;
BAXTER, 1998; SILVA, FILHO, MUSSKOPF, 1998; TAVARES, MAZZER,
PASTORELLO, 2005).

Segundo PARIZOTTO (1998), o0 processo de reparo tecidual ocorre como
consequéncia da destruicdo produzida pela inflamacdo. O organismo tenta
realizar agdes concatenadas, no sentido de reconstruir a morfologia dos tecidos
envolvidos e lhes dar maior funcionalidade. Normalmente, ha um equilibrio
entre a formacdo de colageno e sua degradacdo. Uma das formas de produzir
maior funcionalidade aos tecidos lesados é a recuperacdo ou substituicdo por
células do mesmo tipo que havia antes da leso.

Segundo CHAN et al. (1997), o reparo de tendbes € similar a outros
processos de reparacdo que ocorrem com outros tecidos biolégicos. Na
sequéncia do reparo ha proliferacdo e migracdo de vérios tipos de células,
sintese de colégeno e angiogénese para a formagdo do tecido de granulaco e,
por fim, orientacdo das células do tenddo e fibras de coldgeno de maneira
altamente organizada na tentativa de restaurar a estrutura e funcdo do tendao
lesado. Por esse motivo, 0 presente estudo teve a intencdo de anadisar a
orientacdo das fibras de colageno nessafase inicial do processo inflamatério.

Como método de avaliacdo proposto foi redizada a andlise de

birrefringéncia, com intuito de analisar o alinhamento das fibras de colageno,



onde VIDAL, 2003 em seu estudo, referiu ser esse o melhor método para
detectar e descrever a orientacdo das fibras coldgenas do tenddo. A avaliacéo da
orientacdo das fibras de colageno empregada nesse trabalho foi utilizada de
diversas formas, por varios autores, no estudo de agentes terapéuticos e fatores
COmo aguecimento, exercicios e outros processos fisioldgicos que influenciam
no processo de reparacdo tendinea (MELLO et a., 1975; VIDAL et a., 1975;
PIMENTEL, 1981; VIDAL, 1987; VILLARTA & VIDAL, 1989;
WHITTAKER & CANHAM, 1991; CUNHA et d., 2001; KOEKE et al., 2003;
CARRINHO, 2004).

Neste estudo, as imagens foram tomadas com o alinhamento do eixo
longo do tenddo orientado a 45° entre o polarizador e o anaisador do
microscopio, pois segundo VIDAL (2003) nessa angulacéo consegue-se detectar
um alto brilho de birrefringéncia

Os resultados do presente estudo demonstraram consistentemente que as
fibras coladgenas, durante as fases iniciais do processo de reparacéo,
responderam beneficamente ao uso do laser de baixa intensidade, ap6s a lesdo
do tend&o calcaneo, corroborando com os achados de CARRINHO, 2004 e
também com os trabalhos de VIDAL, 1986; TOMSEN, PEARCE, CHEONG,
1989; WHITAKER & CANHAM, 1991; SANKARAN & WALSH, 1998;
CUNHA et al., 2001, que estudaram o grau de birrefringéncia e a orientacéo das
fibras de colageno em tecidos conjuntivos sob condicdes normais e sob
influéncia de fatores externos.

Além disso, os resultados também demonstraram que os valores de
Retardo Optico (OR) (nm), correspondentes a birrefringéncia total, foram
maiores no Grupo | (Controle Padr&o) comparados aos valores de OR dos
demais grupos lesionados. Esses dados podem ser explicados pelo ato grau de
agregacao e organizacdo das fibras de colédgeno nos tenddes desse grupo, uma

vez que eles ndo sofreram nenhum tipo de lesdo, ou sgja, apresentam o tendéo



integro. Esses dados corroboram com os achados de VIDAL & CARVALHO
(1990), demonstrando exatidao dos resultados.

Os grupos tratados com laser e o grupo controle padrdo, apresentaram
valores de OR superiores aos do grupo controle corroborando com Y OUNG,
BOLTON, DYSON (1989), que demonstraram que lasers operando em varios
comprimentos de onda incentivavam os macréfagos a liberar fatores que
estimulavam a proliferacéo de fibroblastos acima dos nivels controle.

Porém, ndo houve uma diferenca significativa quando comparados o
Grupo | e o Grupo IV (tratados por 5 dias). Esse alto grau de organizacéo do
Grupo 1V pode ter ocorrido porque, segundo MELLO, 1975; VIDAL, 1987,
durante o processo de regeneracéo, existe um aumento na imagem do brilho de
birrefringéncia revelando um maior grau de agregacdo e ordem molecular.

Resultados que podem explicar melhor o alto grau de organizagéo das
fibras colagenas do Grupo 1V, sdo os apresentados por SALATE et a., 2005,
onde foi realizada lesdo parcial do tenddo calcaneo e posterior aplicacdo de laser
de In-Ga-Al-P (660nm), poténcia de 10mW e 40mW com respectivas doses de
2,5 Jem? e 10 Jem?, durante 3, 5 e 7 dias. Os grupos que receberam poténcia de
40mW apresentaram um aumento na neovascularizagdo apds 3 dias de
tratamento e, com a poténcia de 10mW, mostraram mais vasos apés 0 52 dia de
irradiacdo. Portanto, um aumento no nimero de vasos poderia significar uma
melhora no reparo tecidual, com consequente melhora no grau de organizagao
das fibras col&genas.

ENWEMEKA (1989a) relata que a angiogénese que ocorre durante a fase
inflamatdria causa um aumento na quantidade de vasos, que diminui dentro de
alguns dias, até atingir a quantidade de vasos de um tecido normal. Outros
autores (BIBIKOVA, BELKIN, ORON, 1994) demonstraram que o laser
promoveu a formacdo de novos vasos a partir dos pré-existentes no sitio da

lesdo. No presente estudo ndo foi avaliada a morfometria de vasos sanguineos,



pois 0 objetivo era avaliar o grau de organizacéo das fibras colagenas, porém
esses estudos que analisaram 0s vasos sanguineos deram suporte para o melhor
entendimento dos resultados.

No entanto, os valores de OR do Grupo V n&o apresentaram diferenca
significante em relagdo ao Grupo |11, porém foram diferentemente significativos
(p =0,05) do Grupo Il edo Grupo 1V, sendo respectivamente, superior e inferior
aos mesmos. Esses resultados demonstraram que houve um aumento gradual nos
valores de OR, ou sgja, no grau de organizacdo das moléculas de colageno de
trés para cinco dias de aplicacdo com laser, porém com 7 dias de aplicacéo, essa
organizacao foi inferior ao grupo dos cinco dias.

Esses resultados corroboraram os apresentados pelo mesmo estudo acima
referido de SALATE et a. (2005), os quais relatam ainda que os animais
irradiados durante 7 dias, com 40mW tiveram um menor nimero de vasos
sangliineos do que os observados no grupo de 5 dias. Além disso, eles viram que
o periodo de fibroplasia e fibrilogénese comecou por volta do sé&imo dia,
guando o nimero de vasos sanglineos diminuiu e voltou ao normal, estando de
acordo com o estudo de ENWEMEKA (1989b). No entanto, GUIDUGLI-NETO
(1987) relata que o tecido de granulagdo comecgou a ser formado por volta do
guarto dia apos a lesdo, e era composto por um denso leito de macréfagos,
fibroblastos, neovasos suportados por uma matriz de fibronectina, colageno do
tipo | etipo Il, aém de &cido hialurdnico.

Além disso, ENWEMEKA et al. (1988) relatam que a carga mecanica
imposta precocemente ao tecido acelera o ainhamento paraldlo e a
polimerizac&o das fibrilas dentro das fibras de colageno. Com isso, 0 processo
de ainhamento fibrilar pode iniciar-se entre 4 a 5 dias ap0s a ruptura tendinea.
Esse fato pode explicar também que o alinhamento dos grupos tratados por

cinco dias € melhor do que o ainhamento dos grupos de 3 dias, pois 0s animais



eram mantidos soltos nas gaiolas e faziam descarga de peso sobre 0 membro
lesionado.

Outra possivel explicacdo para a diminuicdo do ainhamento das fibras
colagenas de cinco para sete dias de irradiacBo poderia ser pelo efeito
bioinibitorio do laser, estudado por diversos autores (KARU, 1988; LABBE et
a., 1990; LUBART et d., 1990, SMITH, 1991; FRIEDMANN, LUBART,
1996; JORI et a., 1996; KARU, 1996; GROSSMAN et a., 1998; SCHINDL et
al., 2000).

KARU, 1988; LABBE et a, 1990 sugerem que a indugdo por estimulacéo
da luz (laser) e os efeitos inibitorios, respectivamente, sdo resultados da
absorcéo da luz pelas flavinas e citocromos na cadeia respiratéria mitocondrial,
levando a alteragdes da transferéncia de el étrons nos pares de redox localizados
nessa regi&o.

SMITH (1991), pela modificagdo do modelo de KARU, propds que a
irradiagdo com infravermelho proximo ativaria os fotorreceptores por uma via
adicional, por meio da ativacdo direta nos canais de célcio (Ca®") na membrana
celular, pelas modificacBes fotofisicas, induzindo entdo o influxo de Ca™ e a
proliferacéo celular.

KARU (1996) acredita que a alteracéo do pH intracelular, relacionado a
ativagcdo das ATPases e seguida pelas mudancas nos niveis de cacio
intracelular, parece ser uma via comum em relagdo ao sinal de transducdo e
amplificacdo sobretudo das fotoreactes primérias mencionadas. A mudanca do
estado redox em direcdo a oxidacdo leva a um aumento do célcio intracelular e a
estimulagdo do metabolismo intracelular, a0 passo que, a reducdo leva a
deplecéo do calcio intracelular e, entdo, ainibicéo.

FRIEDMANN (1996) relata em seus estudos que atos niveis de calcio
intracelular sd0 conhecidos, por sua vez, por estimular varios processos

biol6égicos como a sintese de DNA e RNA, mitose celular e secregdo de



proteina. Isto, também foi mostrado claramente por BREITBART et a. (1996),
onde tanto a estimulacdo quanto a inibicdo de calcio instaladas em células de
mamiferos, podem ser induzidas pela luz monocromatica vermelha, dependendo
da dose aplicada.

Com base nos achados dos autores acima referidos e, em outros autores,
foi observado que a maioria dos estudos a respeito dos efeitos do laser na célula
tem mostrado mudancas intracelulares especificas (FRIEDMANN et al., 1991;
LOEVSCHALL, ARENHOLT-BINDSELV, 1994; SKINNER et a., 1996;
PEREIRA et al., 2002). Em sua maioria, essas mudancas tém apontado para o
metabolismo do calcio, o qual seria afetado ou na sua concentragdo ou no
transporte intracitoplasmatico. Tais ateracfes estimulariam a divisdo celular em
detrimento da sintese protéica celular, o que poderia explicar os motivos porque
0 crescimento celular foi aumentado e a sintese de pro-colageno néo sofreu
mudanca (PEREIRA et a., 2002).

Apos realizar uma revisdo na literatura a respeito do reparo tendineo com
a utilizacdo da laserterapia de baixa intensidade, observou-se que ha uma grande
variedade nos parametros de laser utilizados para otimizar sua cicatrizacéo,
dificultando a escolha de cada um deles. Além disso, 0os mecanismos reais de
como o laser estimula a reparacdo tendinea ainda ndo estdo completamente
esclarecidos.

Esse estudo buscou andlisar e determinar os parametros mais adequados
do laser para serem usados na fase inicia de uma lesdo parcia no tendao
calcaneo. Porém, mais estudos deveriam ser realizados para elucidar os efeitos
do laser de baixa intensidade no reparo tendineo, ndo somente para verificar o
alinhamento do colégeno, como também para verificar a forca ténsil e realizar
contagem de células inflamatdrias e de vasos sanguineos nas diferentes fases
inflamatorias, entendendo dessa forma o metabolismo celular e seu potencial

regenerativo, conseguindo entéo transporté-los para a pratica clinica.



CONCLUSAO



7. CONCLUSAO

A laserterapia de baixa intensidade é efetiva na melhora da reparacéo do

tenddo calcaneo de ratos, submetido alesdo parcial.
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SUMMARY

Introduction: Calcaneous tendon is one of the most frequently damaged
tendons, and its healing may last from weeks to months to be completed. In the
search after speeding tendon repair, low intensity laser therapy has showed
favorable effect. Objective: To assess the effect of low intensity laser therapy
on the process of tissue repair of calcaneous tendon, which underwent a partial
lesion, in rats. Methods. Sixty male rats were used, randomly assigned to 5
groups containing 12 animals each one; 42 of 60 underwent lesion caused by
dropping a 186 g weight from a 20 cm height. In Group 1 (standard control)
animals did not suffer the leson nor underwent laser therapy; in Group 2
(control) animals suffered the lesion but did not undergo laser therapy; in
Groups 3, 4, and 5 animals suffered lesion and underwent laser therapy for 3, 5,
and 7 days, respectively. Animals which suffered lesion were sacrificed on the
8" day after the lesion and assessed by polarization microscopy to analyze the
degree of collagen fibers organization. Results: Both experimental and standard
control Groups presented significant values when compared with the control
Groups, and there was not significant difference when Groups 1 and 4 were
compared, and the same occurred between Groups 3 and 5. Conclusion: Low
intensity laser therapy was effective for improving collagen fibers organization

of the calcaneous tendon, after it underwent a partial lesion.
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