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RESUMO

Introducéo: O tenddo calcaneo é um dos tendBes mais lesados e a sua cicatrizagdo total
pode levar semanas, ou até meses. Na busca de acelerar o reparo tendineo, aterapia a laser
de baixa intensidade (TLBI), vem demonstrando efeitos satisfatorios. Objetivo: Avaliar a
acao das diferentes poténcias da terapia alaser de baixa intensidade no reparo tendineo, em
ratos. Métodos. O laser utilizado foi (AsGaAl) 830nm, densidade de energia 30Jcm? e
poténcias de 40mwW, 60mwW, 80mW e 100mW, por um periodo de 5 dias consecutivos para
todos os grupos. Todos os animais foram submetidos a lesdo parcial do tenddo calcéneo. No
6° dia apos lesdo, os tenddes foram retirados e analisados por microscopio de polarizagéo.
Foi mensurada a organizacdo das fibras de colageno por meio da andlise de birrefringéncia
e verificada a predominancia do tipo de colageno no tenddo calcaneo através da andlise de
picrosirius. Resultados: Os grupos tratados com TLBI mostraram uma melhora
significante no realinhamento das fibras de coldgeno, mas ndo apresentaram diferenca
significante entre si (p=0,139). Quanto a avaliacdo da quantidade de colégeno tipo 111, foi
observado que houve um aumento do percentual de colageno, conforme o aumento da
poténcia do laser (60 a 100mW) (p<0,01). Em relacéo ao coléageno tipo I, o grupo 80mwW
apresentou maior quantidade do que o grupo sham (p=0,05). Conclusio: A terapiaalaser
de baixa intensidade ndo apresentou diferenca no realinhamento das fibras de colagenos
entre diferentes poténcias. Poténcias a partir de 60mW aumentaram a quantidade de

colageno tipo I11. Poténcia de 80mW aumentou a quantidade de colégeno tipo | elll.

XIX
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1. INTRODUCAO

A incidéncia da ruptura do tenddo do calcaneo tornou-se crescente em
humanos devido ao aumento da prética esportiva. Esses tenddes tornaram-
se um dos tecidos mais comumente lesados, assim como dos flexores
digitais. (WREN et al., 2001; DEMIR et al., 2004; OZKAN et al., 2004;
NAIM et al., 2005; SALATE et al., 2005; TUMILTY et al., 2008).

CARR & NORRIS (1989) verificaram que 0 numero de vasos
sangiineos do tend&o varia ao longo do seu comprimento, sendo a maioria
localizada até 4cm acima da insercdo calcanear. Devido a0 escasso
suprimento sanguineo, o tenddo calcaneo € uma estrutura que leva
semanas, ou até meses, para completar sua cicatrizacdo (HUDLICKA &
TILLER, 1986; BAXTER, 1994; BATTEGAY, 1995; AGAIBY €t al.,
2000; BIDDER et al., 2000). Essa caracteristica promove uma recuperacéo
lenta do tend&o lesionado, ocasionando um retardo na cicatrizacdo e
dificultando a aderéncia do paciente ao tratamento. (STEHNO-BITTEL et
al., 1998; REDDY et al., 1998).

Durante esse periodo, habitualmente, o membro acometido é
imobilizado por 45 dias para evitar nova ruptura. Como o colageno € a
principal estrutura protéica e 0 maior componente da matriz extracelular do
tenddo, algumas complicacdes funcionais (NAIM et al., 2005), além de
ateracOes ultraestruturais (ENWEMEKA, 1991; MATSUMOTO et al.,
2003), bioquimicas (KANNUS et al., 1992; PLOUG, ONKUWA,
HANDBERG, 1995; FILLIPIN et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2008) e
biomecanicas do tendao (AN et al., 1990; ENWEMEKA, 1992; MURREL

et al.,, 1994) podem ocorrer. Essas complicacOes causadas pela



imobilizacdo sdo minimizadas se a duragdo do reparo tendineo for
diminuida (ENWEMEKA, 1989%; ENWEMEKA, RODRIGUEZ,
MENDOSA, 1990; DEMIR et al., 2004).

Devido a isto, buscam-se métodos que acelerem a cicatrizagdo do
tecido lesado (FRUENSGAARD et al., 1992; JONES & KJELLSTRAND,
1996; STEHNO-BITEL et al., 1998; REDDY et al., 1998, ENWEMEKA
& REDDY, 2000; OZKAN et al., 2004). Dentre esses métodos, podem-se
destacar diversos agentes fisicos como o ultra-som (ENWEMEKA, 1989z;
GUM et al., 1997; CUNHA, PARIZOTTO, VIDAL, 2001; DEMIR et al.,
2004), estimulacéo elétrica (NESSLER & MASS, 1987; CHAN, FUNG,
NG, 2007), campos eletromagnéticos (OWOEYE et al.,, 1987,
GREENOUGH, 1996) e terapia a laser de baixa intensidade (PUGLIESE
et al., 2003; OZKAN et al., 2004; ENWEMEKA et al., 2004; SALATE et
al., 2005; CARRINHO et al., 2006; RIZZI et al., 2006; ELWAKIL, 2007;
ARRUDA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008; TUMILTY et al., 2008)
que tém mostrado resultados satisfatorios (OLIVEIRA et al., 2009) na
reparacdo tendinea.

A terapiaalaser de baixa intensidade vem sendo utilizada ha mais de 20
anos e tem mostrado efeitos importantes (GIBSON & KERNOHAN, 1993;
REDDY et al., 1998; OZKAN et al., 2004; SALATE et al., 2005) como o
aumento na proliferacéo de fibroblastos e sintese de colageno (ALMEIDA -
LOPES e al., 2001, HAWKINS & ABRAHAMSE, 2006),
neovascularizagao, reparacdo de tendbes (DYSON & YOUNG, 1982;
BIHARI & MESTER, 1989; MESTER & MESTER, 1989; ENWEMEKA
et al., 1990; PARIZOTTO & BARANAUSKAS, 1998a; ALMEIDA-
LOPES et al., 1999; PINFILDI et al., 2005; SALATE et al., 2005; PRADO



et al.,, 2006; OLIVEIRA et al.,2009), e 0o aumento do metabolismo
mitocondrial estimulando a sintese de DNA e a proliferagdo celular
(BASFORD, 1995; PARIZOTTO, BARANAUSKAS, 1998Db).

Porém, ha divergéncias na literatura no que se refere aos diferentes
parametros utilizados: comprimento de onda (1); densidade de energia
(DE) e poténcia (P). Salate et al. (2005) pesquisaram diferentes poténcias
de laser na reparagdo tendinea e puderam perceber que poténcias mais
elevadas (40mW) apresentavam melhores resultados no realinhamento de
fibras de colageno.

Arruda et al. (2007) compararam poténcias de 15 e 30mW para dois
tipos de laser diferentes e puderam observar que a associacdo dos dois
tipos de laser com poténcias diferentes obteve melhores resultados. A
poténcia € um parametro pouco pesquisado na literatura. Devido a este
fator, ndo ha um consenso sobre qual deveria ser a poténcia de saida ideal
para terapia a laser, principalmente nas poténcias mais elevadas. Esse fato

motivou a realizac&o do presente estudo.
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2. OBJETIVO

Avaliar a acéo das diferentes poténcias da terapia a laser

de baixa intensidade no reparo tendineo, em ratos.
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3. LITERATURA

SCHMITT et al. (1993) estudaram os efeitos do laser de arseneto de
galio (As-Ga) no reparo tendineo de 30 cées distribuidos em 3 grupos e
submetidos a tenotomia e tenorrafia do tendéo calcaneo direito e esquerdo,
com técnica atraumatica, na regiao media entre as porcdes tenomuscular e
tenoossea, sendo que no membro esquerdo foi efetuada a aplicacéo de laser
As-Ga (4Jcm?) para avaliar o processo cicatricial.

Posteriormente, as articulagdes do tarso foram imobilizadas durante 11
dias nos animais do grupo | (sacrificados nesta data) e durante 21 dias no
grupo Il (sacrificados no 22° dia) e no grupo |11 (sacrificados no 40° dia de
pOs-operatorio). Os caes do grupo Il foram submetidos a caminhadas
diarias de 30 minutos nas duas semanas seguintes para estimular a
mobilidade do tend&o. A avaliagéo clinica dos efeitos da terapia a laser na
funcionalidade dos membros foi feita por meio de exame fisico. Os tenddes
foram avaliados por necropsia realizada em todos os segmentos no 11° dia
(grupo 1), 22° dia (grupo 11) e 40° dia (grupo IIlI) de evolucdo péds-
operatoria.

O desempenho funcional do membro submetido a irradiacdo nos
animais do grupo Il mostrou-se melhor do que o do membro n&o
submetido a irradiacdo. A macroscopia, os tenddes submetidos & irradiacéo
apresentaram melhor vascularizacdo, menor aderéncia e cicatrizagdo com
melhor aparéncia do que 0 membro ndo submetido a irradiagdo. Os estudos
histol6gicos revelaram que o laser ndo interferiu significativamente na

producéo de fibroblastos e na sintese de fibras colagenas.



LECH et al. (1996) investigaram o efeito do corticéide mais xilocaina
em tecidos previamente traumatizados. A leséo foi realizada no peritenddo
da unidade musculotendinea do triceps sural. Foram utilizados 20 ratos
machos divididos em 4 grupos com 5 animais cada. O primeiro grupo foi o
controle-padr&o. Os grupos 2, 3 e 4 foram traumatizados bilateralmente por
um lesionador. No grupo 2 os animais foram lesionados e isolados. Grupo
3 os animais foram lesionados e submetidos a infiltragcdo de xilocaina em
trés séries, apds trauma, 1 e 2 semanas. Grupo 4 os animais foram
lesionados e submetidos a infiltracdo de xilocaina a 2% e corticoide
40mg/ml em 3 séries, apos trauma, 1 e 2 semanas.

Os animais foram sacrificados em cinco tempos diferentes: 24h, 1, 2, 3
e quatro semanas, um animal para cada tempo.

Os autores observaram efeito deletério nos aspectos anatopatol 0gicos e
biomecéanicos na unidade musculo-tenddo dos animais experimentais em

que foi utilizada associagéo de infiltragdo de xilocaina e corticoide.

GUM et al. (1997) estudaram o processo de reparacdo tendinea
utilizando um protocolo de terapia combinada com estimulacéo elétrica
transcutanea (corrente galvanica), laser de As-Ga 904nm, 1Jcny e ultra-
som (US). O tendéo calcaneo de 63 coelhos foi submetido a tenotomia,
sutura, imobilizado e submetido a um protocolo de terapia combinada por 5
dias. Apos aretirada dos imobilizadores, a terapia foi continuada por mais
9 dias, sem estimulacéo elétrica.

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
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combinadas podem ndo influenciar de forma positiva sobre o processo de

cicatrizagao tendinea.

REDDY et al. (1998) testaram a hipotese de que a combinacdo de
terapia a laser e sobrecarga mecénica deveria, futuramente, acelerar a
cicatrizagdo em tenotomias experimentais e na reparacdo do tendéo
calcaneo em coelhos. Apos tenotomia e sutura tendinea, os coelhos do
grupo experimental e controle foram imobilizados por cinco dias. Os
tendbes reparados do grupo experimental receberam sobrecarga mecanica
via estimulacdo elétrica pela indugdo da contragdo do musculo triceps sural
por cinco dias. Além disso, os tenddes do grupo experimental foram
tratados diariamente, com dose de 1J/cm? com laser de Hélio Nednio (He-
Ne) ao longo de 14 dias no periodo experimental.

Observou-se que a combinagdo do laser com sobrecarga mecanica
aumenta o estresse maximo, tensdo maxima e o médulo de imaturidade da
elasticidade dos tenddes em 30, 13 e em 33%, respectivamente. Entretanto,
nado houve diferenca significativa nos indices biomecanicos de reparacéo
entre os tenddes controle e experimental.

Contudo, realizadas todas as andlises, os achados indicaram que a
combinacdo da terapia a laser com a sobrecarga mecanica precoce nos
tendbes aumenta a sintese de fibras colagenas, com efeitos biomecanicos

marginais no reparo tendineo.

BJORDAL (2000) realizou uma revisdo bibliografica de estudos “in
VivO” e “in vitro” sobre o efeito do laser de baixa intensidade na

cicatrizagdo tendinea. Foram pesquisados na literatura artigos publicados
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apos 1980 usando terapia a laser de baixa intensidade (TLBI) nas bases de
dados da Medline, Embase, Cochrane Library, aém de pesquisa manual
nos jornais de fisioterapia na lingua Inglesa e Escandinavian. Foram
sintetizados parametros ideais de tratamento como estimativa de tempo,
frequéncia de tratamento, densidade de energia (DE) e densidade de
poténcia (DP).

O autor constatou que um intervalo de densidades de energia e
densidade de poténcia para inibicdo de prostaglandinas PGE2 e producéo
de Interleucina Beta-1 foram de 3,2 — 6,3Jcn? e 5,3W/cm® mensurados
pela estimulacdo de células fibroblasticas apos cinco dias de irradiacdo. Ja
para a sintese de fibras colagenas, o intervalo de densidade de energia e
densidade de poténcia foram 0,2 — 2,0Jcm® e 2 — 20W/cn?,
respectivamente. Demonstrou-se, também, que tratamentos diarios por
duas semanas com parametros ideais produzem um aumento maximo de
37% na producéo de colageno. Contudo, densidades de energia acima de
4,5)cm’ e densidade de poténcia maiores do que 30W/cm? inibem o

metabolismo de fibroblastos e diminuem a sintese de colageno.

MAFFULLI et al. (2000) verificaram “in vitro” a predominancia do tipo
de colageno no tenddo de Aquiles em humanos com: ruptura parcial,
tendinopatia, tendd sem lesdo e tendao fetal. Foram retiradas
cirurgicamente duas amostras de 3x3x3mm, colocadas em 20ml de solucdo
salina estéril e transportadas para o laboratério. Foram utilizados 22
pacientes com diagnostico de ruptura parcial e 12 pacientes com

tendinopatia.
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Os tendbes fetais foram retirados de quatro fetos abortados na idade
gestacional de trés semanas e colocados em um recipiente estéril contendo
20ml de phosphate-buffered salina estéril (PBS).

Os tenddes sem ruptura foram retirados de sete pacientes que tiveram
sua perna amputada, em condicOes estéreis e transferidos para um
recipiente estéril contendo meio de cultura.

Os autores verificaram gque os tendbes com tendinopatia e ruptura
parcial apresentavam maior quantidade de colageno tipo Il quando
comparados com tenddes fetais e sem rupturas. Ja os tenddes fetais,
apresentavam predominancia de colageno tipo | e I11, enquanto os tendbes

sem ruptura, predominancia de colageno tipo I.

DEMIR et al. (2004) realizaram um estudo experimental comparando
os efeitos do laser, ultra-som, e a combinacdo do laser com ultra-som na
cicatrizagéo tendinea.

Foram utilizados 84 ratos machos divididos em seis grupos: Grupo |
tratamento com ultra-som (ultra-som continuo, P= 0,5W/cm?, frequéncia
(F) de IMHz, 5 minutos (min)), Grupo Il controle do ultra-som, Grupo |
tratamento com laser As-Ga, A= 904nm, F= 16Hz, poténcia média de
6mW, DE= 1Jcm?), Grupo IV controle do laser, Grupo V tratamento
combinado (laser + ultra-som) e Grupo VI controle combinado (laser +
ultra-som).

O tend&o calcaneo esquerdo foi usado como controle e o direito foi
usado para tratamento; os dois tenddes foram lesados longitudinalmente. O
tratamento comegou no primeiro dia de pos-operatorio e durou nove dias

(sessoes).
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Embora o laser, o ultra-som e a combinacdo dos dois agentes tenham
aumentado a reparacdo bioguimica e biomecanica do tenddo mais do que o

grupo controle, nenhuma diferenca significante foi encontrada entre eles.

TAVARES et al. (2005) estudaram as alteracOes causadas pela
irradiagdo de laser com comprimento de onda de 904nm, no tend&o
calcaneo de 30 ratos, distribuidos em dois grupos, controle e tratamento.

Todos os animais foram submetidos a tenotomia do tenddo calcaneo
direito, sendo iniciado o tratamento com laser 24 horas apds a operacao
com densidade de energia de 4Jcm?. Os grupos foram distribuidos em
subgrupos e os animais sacrificados em dias distintos, no 8° e no 15° dias
do pos-operatorio.

Houve diferenca significante (p<0,05), entre o grupo controle e o grupo
tratado na deposicdo de colédgeno e presenca de células inflamatorias,
sugerindo que a terapia a laser proporciona a aceleracéo da cicatrizacéo na
tenotomia calcénea em ratos, pelo aumento da deposicdo de colageno tanto

na fase inicial, quanto na fase tardia do tratamento.

SALATE et al. (2005) estudaram os efeitos do laser 660nm, e poténcia
de 10mW e 40mW, no processo de angiogénese e qualidade do reparo apos
lesdo parcial do tenddo calcaneo em ratos machos, sendo que 96 foram
submetidos a lesédo com queda de um peso de 186 gramas, de uma altura de
20cm, sobre o tend3o direito.

Estes foram divididos aleatoriamente em trés grupos, tratadosem 3, 5 e
7 dias. Os grupos foram divididos em quatro subgrupos submetidos ao

tratamento com laser com poténcia de 10 e 40mW, grupo placebo e grupo



14

sem tratamento. Um quarto grupo foi estabelecido como controle padréo
sem lesdo.

A comparagdo dos grupos evidenciou que os animais irradiados
mostraram maior nimero de vasos sanguineos do que 0s grupos controle
(p<0,05) e que o subgrupo de 40mW apresentou melhor vascularizagcdo do
gue os demais, apos trés dias de irradiacéo (p<0,01). Os autores concluiram
gue a terapia a laser de baixa intensidade, com comprimento de onda de
660nm, promoveu aumento na neovascularizagéo e melhora na qualidade
do reparo tendineo e a poténcia de 40mW iniciou a neovascularizagao

precocemente, mostrando diferenca significativa apds trés dias de

aplicacéo.

CARRINHO et al. (2006) realizaram um estudo comparando dois tipos
de laser de baixa intensidade (685nm e 830nm), diferentes densidades de
energia € uma poténcia fixa de 15mW, no reparo tendineo do tend&o
calcaneo de ratos. Esses animais foram lesados por uma tenotomia total
unilateral feita por cisalhamento na porcdo média do tendéo calcanéo
direito. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos
experimentais homogéneos (1, 2, 3), sendo que cada grupo foi distribuido
em dois subgrupos: o grupo 1 foi dividido em subgrupo A que recebeu
laser 685nm, 3¥cm® e subgrupo B que recebeu tratamento com laser
685nm, 10Jcm? o grupo 2 foi dividido em subgrupo C que recebeu
tratamento com laser de 830nm, 3Jcm® e subgrupo D que recebeu
tratamento com laser de 830nm e 10Jcm? e, por fim, o grupo 3 foi
dividido em subgrupo E, controle lesado/simulacéo (CL/Sham) e subgrupo

F, controle padrédo (CP). Os achados mostraram que o reparo tendineo do
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subgrupo A tratado com laser de 685nm e 3Jcm’ apresentou melhores
resultados, considerando o nivel de organizagdo, orientagdo das fibras
colagenas no local da lesdo, diferindo estatisticamente dos demais

subgrupos.

ARRUDA et al. (2007) estudou diferentes comprimentos de onda da
terapia a laser de baixa intensidade na regeneracdo tendinea apos
tenotomia. Os animais foram distribuidos em cinco grupos, submetidos a
tenotomia total por meio de cisalhamento transversal do tenddo na porcao
meédia entre a insercdo calcanea e a juncdo miotendinea, com excegéo do
grupo padréo em que ndo houve lesdo. O grupo A foi submetido a
irradiacéo laser 904nm, diodo de Ga-As, emissdo pulsada, duracdo do
pulso de 180ns, frequéncia de pulso de 2000Hz e poténcia de pico 15mW e
densidade de energia de 3J/cm® O grupo B foi submetido & irradiagio laser
670nm, diodo de Al-GaIn-P, emissdo continua, poténcia 30mW e
densidade de energia de 3J¥cm® O grupo AB recebeu irradiacio de ambos
os lasers 670nm e 904nm associados. O grupo sham foi submetido a
simulacéo do tratamento. A analise estétistica mostrou que todos 0s grupos
irradiados apresentaram valores de retardo Optico maiores quando
comparados ao grupo sham, indicando melhor organizagdo das fibras
colagenas ao longo do eixo longitudinal do tenddo. O grupo AB foi o que

apresentou melhores resultados quando comparado aos demais grupos.

OLIVEIRA et al. (2009) estudaram o efeito da terapia a laser de baixa
intensidade com comprimento de onda de 830nm de arseneto de galio

auminizado (As-Al-Ga), poténcia de 40mw, densidade de energia de
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4)cm?, &ea de seccdo transversal do feixe de 0,028cnm? com feixe
continuo, na reparacdo do tenddo calcaneo submetido a lesdo parcial, em
60 ratos machos, distribuidos aleatoriamente em cinco 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.

O Grupo 1 (controle padrdo) sem lesdo, Grupo 2 (controle) animais
lesionados e sem tratamento, e os Grupos 3, 4 e 5 em que 0s animais
sofreram lesdo e foram submetidos ao tratamento com laser durante 3, 5 e
7 dias, respectivamente. Os animais dos grupos 2, 3, 4 e 5 foram
submetidos a eutanasia no 8° dia apds a lesdo e avaliados por microscopia
de polarizagdo para analisar o grau de organizacdo das fibras de colageno.
Os grupos experimentais e 0 grupo controle padrdo mostraram valores
significativamente maiores em relacdo ao alinhamento das fibras de
colageno, comparados ao grupo controle, e ndo houve diferenca
significante quando comparados os Grupos 1 e 4, 0 mesmo acontecendo
entre os Grupos 3 e 5.

A terapia a laser de baixa intensidade € efetiva na melhora da
organizacdo das fibras colagenas do tenddo calcaneo submetido a leséo

parcial.
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4. METODOS

4.1 DESENHO DE PESQUISA

Este é um estudo primério, experimental, controlado, randomizado e
simples cego. Obteve a aprovagdo do Comité de Etica e Pesguisa da
UNIFESP- CEP n° 1254/07 (Apéndice 1).

4.2 AMOSTRA

Para a realizac&o deste estudo foram utilizados 50 ratos Wistar EPM-1
(Rattus norvegicus: var. albinus, Rodentia, Mammalia), machos, adultos, com
12 semanas de idade, peso de 270 a 320 gramas (g), oriundos do Biotério
Central do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais
(CEDEME) da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP). Os
procedimentos experimentais foram realizados no laboratério de microcirurgia
da Disciplina de Cirurgia Plastica da UNIFESP. Os animais foram mantidos
individualmente, em gaiolas de polipropileno recebendo racdo e agua ad
libitum durante todo periodo experimental e expostos a um ciclo claro/escuro
de 12 horas, com temperatura constante de 22°C. [segundo as normas do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) Lei 6638 - de 8 de
Maio de 1979].
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43 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os ratos tiveram seu peso aferido, foram submetidos a anestesia e a leséo
parcial do tenddo calcaneo direito ou esguerdo, por meio de um trauma direto,
recebendo tratamento por cinco dias consecutivos.

Os animais foram aleatorizados pelo programa Bioestat® 5.0, e distribuidos
em cinco grupos com 10 animais em cada (fig.1).

Grupo 1 (Sham): 10 animais receberam tratamento com laser desligado

por 21s.

Grupo 2 (P=40mW): 10 animais receberam tratamento com laser 830nm,
poténcia 40mW, densidade de poténcia 1,4W/cm? e tempo de 21s.

Grupo 3 (P= 60mW) 10 animais receberam tratamento com laser 830nm,
poténcia 60mW, densidade de poténcia 2,14W/cm’ e tempo de 14s.

Grupo 4 (P=80mW): 10 animais receberam tratamento com laser 830nm,
poténcia 80mW, densidade de poténcia 2,8W/cm? e tempo de 10,5s.
Grupo 5 (P=100mW) 10 animais receberam tratamento com laser 830nm,

poténcia 100mW, densidade de poténcia 3,5W/cm’ e tempo de 8,4s.

50 animaisda

linhagem
Widar.
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
A =830nm A =830nm A =830nm A =830nm
(SHAM) P= 40mwW P= 60mwW P= 80mW P= 100mW
N=10 T=21s T=14s T=10,5s T=84s
DP= 1,4W/cm? DP= 2,14W/cm’ DP= 2,8W/cm? DP= 3,5W/cm?

N=10 N=10 N=10 N=10

Figura 1- Distribuicdo dos grupos
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4.4 EQUIPAMENTO

Foi utilizado um aparelho de laser de baixa intensidade da marca DMC® de
diodo infravermelho, com comprimento de onda de 830nm (As-Ga-Al), com
poténcias pré gustadas de 40mw, 60mw, 80mwW e 100mW, densidade de
energia de 30J/cm?, energia total de 0,84J, area de seccdo transversal do feixe
de 0,028cn? com feixe continuo (fig.2).

O equipamento foi aferido antes do inicio da pesquisa e apds o término da

mesma.

Figura 2- Equipamento emissor de
radiacéo laser de As-Ga-Al (830nm).

Foi utilizado um lesionador desenvolvido pela Oficina Mecanica da
Universidade Federal de Séo Carlos - UFSCar, com peso de 186g, altura de
20cm e uma energia potencial de queda de 364,9mJ (fig.3).
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Figura 3- Equipamento
desenvolvido para lesionar o
tenddo calcaneo do animal: vista

" A - e

4.5 PROCEDIMENTOS
45.1LESAO

Os animais foram pesados e anestesiados com injecdo intraperitoneal de
cloridrato de Ketamina (100mg/kg) associado a cloridrato de Xilazina
(50mg/kg), e, apbs a sedacdo, foram posicionados em decubito ventral sobre a
prancha cirurgica para realizagdo da depilacéo digital da regido do tendéo
calcaneo das patas direita e esquerda, sendo apenas uma delas posicionada no
equipamento desenvolvido pela Oficina Mecanica da Universidade Federal de
S80 Carlos - UFSCar. A lateralidade da pata posicionada no lesionador foi
definida pelo programa Bioestat® 5.0 para aleatoriza-la
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Foi realizada uma leve tragdo na regido calcanear direita ou esquerda,
onde o tornozelo era mantindo em dorsiflexdo até o momento em que o dorso
da pata do animal entrasse em contato com o aparelho de lesdo; apds 1
segundo, o peso de 186g foi solto perpendicularmente, de uma altura de 20cm
sobre o tenddo calcaneo do animal. A energia potencial de queda sobre o
tenddo foi de 364,9mJ (fig. 4 € 5).

Figura 4- Posicionamento da pata do
animal antes da queda do peso para lesar
o0 tendéo calcaneo.

Figura 5- Vista superior do peso sobre o
tenddo calcéneo no momento da lesdo.
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Trés segundos apds esse procedimento, o peso foi retirado e o local da
lesdo foi demarcado com um circulo ao seu redor, por meio de uma caneta
dermogréfica, para a realizagéo das aplicacfes pontuais com o laser. A seguir,
0s animais foram recolocados em suas gaiolas e observados até o término do
efeito anestésico. Todo esse procedimento foi realizado durante 0 mesmo

periodo e turno e sempre pelo mesmo pesquisador.

4.6 TECNICA

Os animais dos grupos experimentais (Grupos 2, 3, 4 e 5) foram
submetidos ao tratamento com laser apos 1 minuto da lesdo e nos quatro dias
consecutivos (5 dias de tratamento). A técnica utilizada foi pontual com
contato com apenas um ponto no local da lesdo. Nessa técnica, a caneta do

laser permanece a 90° em relagéo a superficie do tendéo calcaneo (fig.6).

Figura 6- Aplicacéo do laser naregido tendinea.
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4.7 PROCEDIMENTO DO PROTOCOLO DE TRATAMENTO

Os animais do grupo 1 (sham) foram submetidos a simulacdo do
tratamento com aplicagdo do laser desligado, durante 21 segundos. Tempo
equivalente a0 maior estresse sofrido pelo animal.

Os animais do grupo 2 (40mwW) foram submetidos ao tratamento com
aplicacoes de laser diodo de 830nm (As-Ga-Al), com densidade de energia de
30J/cm?, poténcia de 40mW, energia total de 0,84J, densidade de poténcia de
1,AW/cm?, durante 21 segundos.

Os animais do grupo 3 (60mW) foram submetidos ao tratamento com
aplicacoes de laser diodo de 830nm (As-Ga-Al), com densidade de energia de
30J/cn?, poténcia de 60mW, energia total de 0,84J, densidade de poténcia de
2,14W/cm?, durante 14 segundos.

Os animais do grupo 4 (80mW) foram submetidos ao tratamento com
aplicacoes de laser diodo de 830nm (As-Ga-Al), com densidade de energia de
30J/cn?, poténcia de 80mW, energia total de 0,84J, densidade de poténcia de
2,8W/cm?, durante 10,5 segundos.

Os animais do grupo 5 (100mwW) foram submetidos ao tratamento com
aplicacoes de laser diodo de 830nm (AsGaAl), com densidade de energia de
30J/cm?, poténcia de 100mW, energiatotal de 0,84J, densidade de poténcia de
3,5W/cn?, durante 8,4 segundos.

O inicio do tratamento foi realizado ap6s um minutos de lesdo, durante
cinco dias consecutivos (POI-PO4 no mesmo horario da primeira aplicagao).
A técnica de aplicacdo de laser utilizada foi pontual com contato em apenas
um ponto no local da lesdo. Nesta técnica, a caneta do laser permanece a 90°

do tendao calcaneo.
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4.8 PREPARACAO DAS AMOSTRAS E ANALISE DE DADOS

4.8.1 Excisdo do tenddo e método de fixacdo da amostra

No 6° dia apbés a lesdo, os animais foram anestesiados, seus tenddes
direitos ou esquerdos foram retirados por duas incisdes cirdrgicas com bisturi
de lamina 15, uma a juncdo musculotendinea e outra sobre a insercdo
calcanear. Cada animal foi sacrificado por meio de hiperdosagem anestésica
seguido de seccado dos vasos cervicais.

Cinco segundos apos a retida do tenddo calcaneo, o mesmo foi fixado em
uma superficie de parafina modelada na placa de petri. A fixac&o foi realizada
por dois alfinetes, o primeiro colocado na base do tenddo (juncdo o0sseo-
tendineo) e o0 segundo na jun¢éo musculotendinea. Em seguida, foi adicionado
formol tamponado a 10% sobre o tendéo até o mesmo estar completamente
coberto. O tenddo calcaneo foi mantido submerso inicialmente por 40 minutos
e, apos esse periodo, o formol foi retirado e foi realizada uma incisdo de 2mm
abaixo da juncdo musculotendinea e outra a 2mm acima da juncéo 0Sseo-
tendinea, utilizando uma lamina de barbear (fig.7).

Todos os tenddes foram padronizados com comprimento de 0,8cm para
realizacéo da avaliacdo. ApOs a padronizag&o do tenddo, o mesmo foi envolto
em um papel de filtro qualitativo com dimensdo de 3x2cm e colocado dentro
de uma caixa (K7) (Apéndice 2), que foi mantida submersa em formol
tamponado 10% por 24 horas. Apds, isso, 0s tendBes foram submersos em
alcool 70% durante 48 horas iniciando o preparo das laminas histoldgicas,
para serem analisadas junto ao microscopio de polarizacdo. A proposta deste
procedimento foi analisar a organizagdo, estado de agregacéo e ordem

molecular das fibras de colageno no tenddo calcaneo através da mensuracéo da
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birrefringéncia e verificacdo da predominancia do tipo de colageno no tendao

calcaneo através da analise por picrosirius.

Figura 7- Tenddo calcaneo fixado com
dois afinetes na placa de petri e coberto
com formol tamponado a 10%.

4.8.2 Prepar o das laminas histol 6gicas

Apobs os tenddes serem lavados em agua corrente, foram desidratados em
solugbes de concentragtes crescentes de alcool etilico a 70% e 90%; uma hora
em cada solucdo. Em seguida, passaram por seis banhos, de uma hora cada, na
solucéo de dcool a 100%.

Apoés a imersdo em alcool a 100%, os tendbes foram diafanizados em
solucdo de alcool/xilol 1:1 por uma hora, seguido por dois banhos de xilol
puro, sendo que a duracéo de cada banho foi de uma hora.

Os tendbes foram retirados do xilol e colocados imediatamente em
parafina liquida (60°C). Apds uma hora, essa parafina foi submetida a uma
segunda parafina (Paraplast®) por mais uma hora. Durante o segundo banho
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de parafina, as pecas foram levadas a uma estufa a vacuo onde permaneceram
por um periodo de duas horas; posteriormente, foram realizados os blocos para
obtencdo de blocos histolégicos. Os tenddes inclusos nos blocos de parafina
foram cortados longitudinalmente em cortes semi-seriados por um micrétomo
rotativo. Os cortes foram montados em laminas histologicas, sem cobertura
por laminulas e/ou coloracdo para avaliacéo de birrefringéncia e por coloragéo
de sirius-red para avaliagcéo de picrosirius .

Cada lamina histologica foi montada com uma série de dois cortes
consecutivos de cada tend&o, e cada grupo de animais foi representado por dez
l&minas histolégicas montadas com seus respectivos tenddes. Apos serem
montadas, todas as |aminas foram desparafinizadas e hidratadas novamente.

As laminas de birrefringéncia foram mantidas desta maneira, e as laminas
com coloracdo de picrosirius, apos a hidratacdo, foram colocadas em acido
picrico saturado por 15 min. As laminas foram lavadas em agua corrente e
receberam um banho de agua destilada. Na sequéncia deste processo, foram
imersas em solucéo de picrosirius por um periodo de uma hora.

Novamente hidratadas, as laminas passaram por quatro banhos de &l cool
e quatro banhos de xilol. Apés este processo, foram colocadas as laminulas em

meio de montagem interlan.

4.9 MEDIDAS DE BIRREFRINGENCIA

As laminas histoldgicas foram tomadas ao acaso, sendo classificadas por
codigo, de modo a ndo se identificar, no momento das medidas, a qual 1amina
os animal correspondiam (analise histolégica cega). A analise das laminas foi

realizada pelo pesquisador principal do estudo.
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A andlise das fibras de colageno foi realizada utilizando a propriedade
anisotropica optica de birrefringéncia de forma ou textural, por microscopia de
polarizac&o.

Antes de cada avaliacdo, as |laminas histologicas de cada grupo foram
imersas por 30 minutos em agua destilada, cujo indice de refracéo é de (n =
1,33), (VIDAL, 1986; VIDAL, 2003). As medidas dos retardos opticos (RO
em nm) em H,O representaram a soma das birrefringéncias intrinseca e
textural dos feixes de colageno.

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

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

Para realizacdo das medidas, 0 eixo longo do tenddo foi mantido a
aproximadamente 45° em relagcdo aos polarizadores do microscopio. Nesta
angulacdo, as fibras de colageno apresentam um maior retardo optico (brilho).

Foram obtidos valores de seis diferentes pontos da area central de cada
um dos dois cortes de cada tenddo. Os valores obtidos em graus foram
multiplicados por 1,33 (indice de refrac@o da agua) para se obter o resultado

em nanometros (nm).
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4.10 MEDIDAS DE PICROSIRIUS

O tecido corado em sirius red foi analisado em microscopia de luz
polarizada (microscépio Nikon® E-800) quanto & presenca de fibras colagenas
finas (tipo IlI), polarizacdo em verde e espessas (tipo |), polarizagdo em
vermelho e amarelo.

Foi quantificada &rea igual em todas as laminas, obtida pela digitalizacdo
da imagem de dez campos de &rea 303.598,2 pm?, totalizando 3.035.982 um?
por [dmina. As areas correspondentes a cada polarizacéo foram somadas por
lamina e foi calculada a porcentagem de cada tipo de polarizacdo em relacéo a
area total analisada. A andlise foi realizada com auxilio de sistema de analise
de imagens Image Pro-Plus® (vers3o 4.5) e os resultados foram expressos na

porcentagem media dos dois diferentes tipos de fibras colagenas.
4.11 ANALISE ESTATISTICA

A confiabilidade das medidas entre os dois observadores foi avaliada por
coeficientes de correlacéo intra-classe (ICC), gréficos de disperséo, graficos
de Bland-Altman, teste T pareado e teste do sinal.

Os dados guantitativos foram resumidos em médias, medianas, desvios
padréo, quartis, valores minimos e maximos. Parailustrar os resultados, foram
apresentados graficos com interval os de confianca de 95% para as médias.

Para a comparacéo entre os grupos, foram utilizados modelos de Anélise
de Variancia (ANOV A) com um fator seguido pelo método de comparacoes
multiplas de Tukey para localizar as diferencas. A hipotese de distribuicéo

normal requerida pelo teste de ANOVA foi verificada por ferramentas
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estatisticas descritivas, coeficientes de assimetria e curtose, box-plots e
graficos normais de probabilidade (normal-plot). A hipétese de igualdade de
variancias foi verificada pelo teste de Levene. Quando as variancias eram
diferentes utilizou-se a correcdo de Brown-Forsythe e o método de
comparagdes multiplas de Dunnet.

O nivel de significancia adotado foi 0,05. O programa estatistico para

efetuar os célculos foi 0 SPSS® for Windows (versio 16.0).
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5. RESULTADOS

Os maiores valores de birrefringéncia pertencem ao grupo que recebeu
tratamento com poténcia de 100mW (tabela 1). Pode-se observar que a média
dos grupos 40, 60, 80 e 100mW esta proxima e superior a do grupo sham que
recebeu a simulagéo do tratamento, mostrando um realinhamento das fibras,
como se pode observar nas figuras 9-13. Porém, ndo houve diferenca

significante entre os cinco grupos (p=0,139) (Apendice 3) (fig.8).

Tabela 1 - Resultados da comparacéo entre 0s grupos, dois a dois, em relacéo ao alinhamento

das fibras de colageno.

Comparacao dos grupos M édias Nivel Descritivo
G1l(Sham) x G2(40mW) 52,10 x 59,42 0,603
G1l(Sham) x G3(60mW) 52,10 x 61,82 0,292
G1l(Sham) x G4(80mW) 52,10 x 61,59 0,318
G1(Sham) x G5(100mW) 52,10 x 63,52 0,145

G2 (40mW) x G3(60mW) 59,42 x 61,82 0,995
G2 (40mW) x  G4(80mW) 59,42 x 61,59 0,997
G2 (40mW) x  G5(100mW) 59,42 X 63,52 0,946
G3(60mW) x G4(80mW) 61,82 x 61,59 1,000
G3(60mW) x  G5(100mW) 61,82 x 63,52 0,999
G4 (80mW) x  G5(100mW) 61,59 x 63,52 0,998
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Figura 8- Distribuicdo dos valores de
birrefringéncia (retardo optico).

Figura 9- Alinhamento das fibras de colageno
do tend&o calcaneo do grupo sham.
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Figura 10- Alinhamento das fibras de colageno
do tendéo calcaneo do grupo 40mw.

Figura 11- Alinhamento das fibras de colageno
do tendéo calcaneo do grupo 60mwW.
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Figura 12- Alinhamento das fibras de colageno
do tendéo calcaneo do grupo 80mw.

Figura 13- Alinhamento das fibras de colageno
do tendéo calcaneo do grupo 100mWw.

Com relacdo a quantidade de colageno tipo IlI, foi observado um
aumento do percentual, conforme o aumento da poténcia do laser (60 a

100mW). Foram encontradas diferencas entre o grupo sham quando
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comparado com o grupo 60mW (p=0,02), o grupo 80mwW (p<0,01) e o grupo
100mW (p<0,01) (fig.14). As demais diferencas ndo foram significantes,

obtendo-se um nivel de significancia de p>0,05. (tabela 2)

Tabela 2 - Resultados da comparagdo entre os grupos, dois a dois, em relacdo a
predominancia de colégeno tipo I11.

Comparacao dos grupos Médias Nivel Descritivo
G1l(Sham) x G2(40mW) 31,96 x 48,02 0,09
Gl(Sham) x G3(60mW) 31,96 x 55,85 0,02*
G1(Sham) x G4(80mW) 31,96 x 60,90 <0,01*
G1(Sham) x G5(100mW) 31,96 x 61,55 <0,01*

G2 (40mW) x  G3(60mW) 48,02 x 55,85 0,76
G2 (40mW) x  G4(80mW) 48,02 x 60,90 0,26
G2 (40mW) x  G5(100mW) 48,02 x 61,55 0,22
G3(60mW) x G4(80mW) 55,85 X 60,90 0,94
G3(60mW) x  G5(100mW) 55,85 x 61,55 0,91
G4 (80mW) x  G5(100mW) 60,90 x 61,55 >0,99

* diferenca média significante

N& houve diferenca significante quando comparados 0s grupos

tratamento (Apéndice 4).

A predominancia de colageno tipo Il (fibras verdes) e colageno tipo |

(fibras vermelhas) pode ser observada nas figuras 15-19.
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Figura 14 - Distribuicdo dos valores para
colageno tipo Il (picrosirius).

Figura 15 Andlise de picrosirius para
observacdo das fibras de colageno finas com
polarizacado em verde e espessas com polarizagao
em vermelho do grupo sham.



Figura 16- Andlise de picrosirius para
observacdo das fibras de colageno finas com
polarizacdo em verde e espessas com
polarizagdo em vermelho do grupo 40mw.

Figura 17- Andlise de picrosirius para
observacdo das fibras de colageno finas com
polarizacado em verde e espessas com polarizagao
em vermelho do grupo 60mw.
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Figura 18- Andlise de picrosirius para
observacdo das fibras de colageno finas com
polarizagdo em verde e espessas com polarizagéo
em vermelho do grupo 80mW.

Figura 19- Andlise de picrosirius para
observacdo das fibras de colageno finas com
polarizagdo em verde e espessas com polarizacéo
em vermelho do grupo 100mW.
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Em relacdo ao coldgeno tipo I, houve pouca variabilidade quando

comparado o grupo sham com 0s grupos tratamento com laser (Apéndice 5).

O grupo 80mW apresentou resultados significantes quando comparado com o

grupo sham (p=0,05) (fig.20). As demais diferencas ndo foram significantes

(tabela 3).

Tabela 3 - Resultados da comparacdo entre os grupos, dois a dois, em relacdo a
predominancia de colageno tipo |.

Comparacao dos grupos M edias Nivel Descritivo
G1l(Sham) x G2(40mwW) 2,60x9,12 0,16
G1l(Sham) x G3(60mW) 2,60x9,01 0,11

Gl(Sham) x G4(80mW) 2,60 x 15,40 0,05*
G1l(Sham) x G5(100mWwW) 2,60 x 6,50 0,50
G2 (40mW) x G3(60mW) 9,12 x 9,01 1,00
G2 (40mW) x  G4(80mW) 9,12 x 15,40 0,47
G2 (40mW) x  G5(100mW) 9,12 x 6,50 0,99
G3(60mW) x G4(80mW) 9,01 x 15,40 0,40
G3(60mW) x  G5(100mW) 9,01 x 6,50 0,99
G4(80mW) x  G5(100mW) 15,40 x 6,50 0,08

* diferenga média significante

Nos grupos tratamento ndo houve diferenca significante.
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Figura 20 - Distribuicdo dos valores para
colageno tipo | (picrosirius)

41



DISCUSSAO



43

6. DISCUSSAO

A terapia a laser de baixa intensidade vem sendo cada vez mais
estudada em laboratérios e cada vez mais utilizada na prética terapéutica,
constituindo-se atualmente, em uma das modalidades bioestimulantes mais
utilizadas na reabilitagcdo, o que tem contribuido para o melhor entendimento
de seus principios e aplicabilidades. No entanto, as evidéncias cientificas e
clinicas ainda sdo escassas e, na maioria das vezes, contraditorias, fato que
justifica a necessidade e a relevancia da realizagdo de pesquisas envolvendo
€sSe recurso terapéutico.

A motivagdo principal para realizacdo do presente estudo foi o fato de
que a maioria dos estudos realizados com lesdes tendineas utilizando terapia a
laser de baixa intensidade n&o abordam a agdo da poténcia sobre 0 reparo
tendineo.

VAN BREUGEL & BAR (1992) verificaram que a maioria dos estudos
considera a densidade de energia a principal variavel com respeito aos efeitos
dairradiacdo laser e poucos experimentos tém sido realizados para determinar
0 quanto a densidade de poténcia do laser pode influenciar nesse processo.
Com isso, um dos principais questionamentos € se a otimizagdo do tempo de
tratamento acelera o reparo tendineo, consequentemente diminuindo a
permanéncia do paciente a frente do tratamento.

A sociedade moderna exige padrdes de ética, restringindo a
possibilidade de utilizagdo de modelos humanos para realizagédo de alguns
tipos de pesquisas. Como consequéncia, model os alternativos séo necessarios,

levando a utilizagdo de animais de experimentacéo. Dessa forma, 0 modelo



experimental € de suma importancia para aquisicdo de modelos reprodutiveis
(KOEKE, 2005).

Neste estudo, utilizou-se 0 rato como animal de experimentacdo, devido
a facilidade de obtencdo e de manuseio laboratorial, baixo custo e pela
necessidade da retirada de amostras para avaliacdes histoldgicas. Além disso,
pelo fato de existir na literatura um grande nimero de trabalhos com este
modelo animal, possibilitando as comparacdes entre os resultados
(OLIVEIRA, PARIZOTTO, SALVINI, 1999; CARRINHO et al., 2006;
KOEKE et al., 2005; SALATE et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009). Foram
selecionados ratos machos em virtude das variagfes no ciclo estral das fémeas
e também pela predominancia dos machos na literatura pesquisada.

O tendao calcaneo foi utilizado em decorréncia da grande incidéncia de
lesBes nessa regido e pelo fato de facilitar a execucdo da técnica experimental
em funcdo da ampla forma anatbmica, despertando interesse de diversos
pesquisadores em avaliar a qualidade do reparo tendineo (OWOEYE et al.,
1987; ENWEMEKA, 1989b; CUNHA, PARIZOTTO, VIDAL, 2001).

A grande maioria dos estudos em reparo de lesbes tendineas € feita a
partir de tenotomia total - com sutura (ENWEMEKA, SPIELHOLZ,
NELSON, 1988, GUM et al.,, 1997; STEHNO-BITTEL et al., 1998,
RANTANE, HURME, KALIMO, 1999) e sem sutura (KOEKE et al., 2005;
CARRINHO et al., 2006; ARRUDA et al., 2007); lesbes parciais - com
aplicacdo de colagenase (MARSOLAIS, COTE, FRENETTE, 2001; CHEN et
a., 2004; GODBOUT, ANG, FRENETTE, 2006), lesdo por esmagamento
(CARVALHO et al., 2006), overuse (HUANG, PERRY, SOSLOWSKY,
2004), por trauma direto (SALATE et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009) e
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tenotomia parcial (SEE et al., 2004; NG & FUNG, 2008), com objetivo de
investigar melhor o processo de reparo tendineo.

No presente estudo, foi realizada a lesdo parcial do tenddo calcaneo,
com base nos estudos realizados por SALATE et al. (2005) e OLIVEIRA et
al. (2009). Para constatar que houve ruptura parcial das fibras colagenas,
SALATE et al. (2005) realizaram um estudo piloto para padronizar o
equipamento que geraria ruptura parcial em tenddes de ratos. As rupturas
parciais foram constatadas por intermédio de ultra-som, com variagdes de
tamanho menor que 10% entre os animais, ocorrendo no terco central e na
regido anterior do tendao.

A lesdo parcial foi escolhida por ser constante nas atividades fisicas que
geram sobrecarga de trabalho sobre o tenddo, sendo que na maioria dos casos
ocorre antes da lesdo total (SOMA & MANDLBAUM, 1995; STHENO-
BITEL et al., 1998; ALMEKINDERS & DEOL, 1999). Como consequéncia
da leséo, ocorre um processo inflamatério e alteracdes degenerativas, onde ha
uma reducéo do fluxo sanguiineo, resultando em hipdxia tecidual (ZHANG,
2003). Essa cascata fisioldgica, segundo SALOMAO et al. (1993) pode
induzir arupturatotal do tendéo calcaneo.

Por este motivo talvez a lesdo parcial proposta por Huang, Perry,
Soslowsky (2004) fosse uma alternativa de método de leséo. Entretanto, no
estudo citado, os animais submetidos a estresse repetitivo ndo apresentaram
alteracbes degenerativas nos tenddes calcaneos, houve apenas degeneragéo do
tenddo do muscul o supraespinhal, que ndo € o foco do presente estudo.

Outras aternativas seriam a inducdo de lesdo por aplicacdo de
colagenase para simular alteracdes degenerativas (MARSOLAIS, COTE,
FRENETTE, 2001; CHEN et al., 2004; GODBOUT, ANG, FRENETTE,
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2006) e a inducdo de lesdo por esmagamento (CARVALHO et al., 2006),
sendo que nenhuma dessas duas técnicas estd padronizada. A tenotomia
parcial ndo simula lesbes degenerativas, uma vez que se realiza um corte
transversal no tenddo do gatrocnémio medial, sem cizalhamento (SEE et al.,
2004 e NG & FUNG, 2008). Devido a estes motivos, ndo se optou por estes
métodos de lesdo.

O reparo de tenddes € similar a outros processos de reparo que ocorrem
em tecidos bioldgicos. Na sequéncia do reparo, ha proliferacéo e migragdo de
varios tipos de células, sintese de colageno e angiogénese para a formagdo do
tecido de granulacdo, e, por fim, orientagéo das células do tenddo e fibras de
colageno de maneira altamente organizada, na tentativa de restaurar a
estrutura e funcédo do tenddo lesado (CHAN, FUNG, NG, 2007 ).

Considerando a possibilidade de ocorrer algum efeito relacionado ao
realinhamento das fibras de colageno no processo de reparo tendineo, devido a
tracdo da perna do animal quando posicionado para o tratamento e o estresse
sofrido durante o tratamento, foi acrescentado a pesquisa O grupo sham
(ssimulacéo), substituindo o grupo controle, sendo que este sofreria a leso e
teria apenas a simulacéo do tratamento.

Os mecanismos reais pelos quais o laser estimula o reparo tendineo
ainda ndo estdo total mente esclarecidos. Acredita-se que as respostas celulares
dependem da escolha e da combinacdo de seus parametros, tais como: o
comprimento de onda, densidade de energia ou fluéncia, poténcia, densidade
de poténcia ou irradiancia, técnica de aplicacdo, tempo de irradiacdo e
intervalos de tratamento (ALMEIDA-LOPES et al., 2001; PEREIRA et al.,
2002; ENWEMEKA et al., 2004; CARRINHO et al., 2006; PINFILDI et al.,
2005; SALATE et al., 2005).
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Neste estudo foram feitas aplicacdes de laser utilizando a técnica
pontual com contato, onde a fibra éptica permanecia perpendicular a pele,
irradiando-se por fotoestimulagdo transcutdnea, em um Unico ponto
correspondente a area da lesdo. Essa técnica foi escolhida devido ao fato de a
penetracdo do feixe de luz no tecido sofrer o fenbmeno de dispersao, atingindo
toda a area lesada e também regiGes circunvizinhas a lesdo. Além disso,
serviram de base para este trabalho os estudos de LONGO (1993) e BAXTER
(1997), que relataram que, em tratamentos onde a fibra dptica ndo esta em
contato com o tecido, a area de irradiacdo sera maior, determinando um
numero relativamente menor de fétons por unidade de area para a mesma
poténcia, ou sgja, a densidade de poténcia ou irradiancia diminuira com o
aumento da distancia entre o aplicador e o tecido alvo a ser irradiado.

Outros estudos também demonstraram ser este método o mais utilizado
para tratamento de lesdes tendineas (SALATE et al., 2005; CARRINHO et
al., 2006; ARRUDA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009).

O tamanho da area de seccdo transversal do feixe considerado
relativamente pequeno (0,028cm?) proporciona uma maior densidade de
poténcia ou irradiancia na érea 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 utilizagdo dessa area de seccéo
transversal do feixe estdo de acordo com os encontrados por (CARRINHO et
al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009) que utilizaram a mesma dimensédo de area.

Sugere-se gque a luz vermelha como a do He-Ne possa ser absorvida
pelos citocromos has mitocondrias das células, aumentando a permeabilidade

da membrana celular. Os lasers infravermelhos (invisiveis), como os de
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diodos de Arseneto de Géalio, sdo fortemente absorvidos pela dgua, podendo
alcancar niveis mais profundos (KOLARI, 1985; KITCHEN & PARTRIDGE,
1991; DIAMANTOPOULOQOS, 1994; STOLIK et al., 2000).

Seguindo a teoria de que o laser infravermelho é absorvido melhor por
tecidos que contenham agua, acredita-se que este seria 0 laser mais adequado,
pois 0s tenddes sdo estruturas brancas e brilhantes e sdo formados por
fibroblastos e matriz extracelular, sendo que, o colageno € o maior
componente da matriz, abrangendo 86% a 95% do peso umido do tend&o
(BIRK & TRELSTAD, 1986; KLEIN & EEK, 1990; ENWEMEKA &
SPIEHOLZ, 1992; STOLINSKI, 1995; MCNEILLY, 1996; KHAN et al.,
1999; OZKAN et al., 2004).

No presente estudo, foi escolhido o laser de Arseneto de Gélio e
Aluminio (AsGaAl) com comprimento de onda de 830nm. Segundo KOLARI
(1985); TAVARES, MAZZER, PASTORELLO (2005), este comprimento de
onda possui uma capacidade de penetracdo maior, sem causar agueci mento ou
outros sinais fisicos.

STOLIK et al. (2000) relataram que quanto maior o comprimento de
onda, mais profunda sera a penetracdo 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). Ja
STADLER et al. (2004) investigaram a mudanca de temperatura em peles de
ratos brancos e pretos, durante a irradiacéo de laser infravermelho de 830nm,
observando um leve aumento na temperatura superficial da pele, chegando
apenas a 1mm de profundidade, fato este ndo avaliado no presente estudo.

A hipodtese mais descrita na literatura é que as irradiagdes visiveis sdo

fortemente absorvidas pela hemoglobina e melanina, que sdo moléculas
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chamadas cromoéforos, ocorrendo uma bioestimulacdo nas células que
absorveram essa radiacdo (BAXTER et al., 1991, KITCHEN &
PARTRIDGE, 1991; SCHINDL et al., 2000; LOW & REED, 2001).

O comprimento de onda utilizado neste estudo esta dentro da janela
terapéutica de comprimentos de onda ideais encontrados por KARU (1998),
0S guais estdo entre de 760nm a 840nm, pois nessas faixas de espectro
eletromagnético, os cromoforos superficiais tém uma fraca absor¢do havendo,
portanto, uma maior penetracdo no tecido.

ALMEIDA-LOPES et al. (2001) constataram que o laser infravermelho
(780nm) induziu a um crescimento celular significativamente maior do que o
laser visivel (670nm) num estudo in vitro com células com déficit nutricional,
0 que difere do resultado de diversos autores que apontam o laser visivel
como o0 mais efetivo na indugdo da proliferacéo celular (YOUNG et al., 1989;
LUBART et al., 1992; LOEVSCHALL & ARENHOLT-BINDSLEV, 1994,
ALMEIDA-LOPES et al., 1998).

Esses resultados despertaram o0 interesse deste estudo em observar
melhor o comportamento do reparo tendineo, quando utilizado o laser de
830nm na leséo parcial do tenddo calcaneo.

OLIVEIRA et al. (2009) avaliaram os efeitos do laser de baixa
intensidade apOs ruptura parcial do tenddo calcaneo, utilizando um
comprimento de onda de 830nm e demostraram resultados positivos no reparo
tendineo para o nivel de organizacéo e orientagéo das fibras colagenas no local
da les&o.

RENNO et al. (2007) demonstraram que tipos celulares diferentes
respondem diferentemente a comprimentos de onda e combinacdes de

densidades de energia especificos.
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Assim, cada sSituacdo devera ser analisada individualmente
considerando-se a patologia e as células-alvo envolvidas. A partir dessa
analise, poderdo ser escolhidos, entdo, com maior precisdo, o comprimento de
onda, as combinacgdes de densidades de energia e as poténcias adequadas para
o tratamento da patologia em questao.

Outro parametro também discutido entre os pesquisadores € a densidade
de energia. Neste estudo, foi utilizada a densidade de energia de 30J/cn?,
sendo esta uma das densidades de energia mais elevadas encontrada na
literatura pesquisada, apontando efeitos terapéuticos significantes
(GOLDMAN et al., 1980; NISSAN et al., 1986; BLIDDAL €t al., 1987,
SCHINDL et al., 1999; PINFILDI et al., 2009).

PARIZOTTO & BARANAUSKAS (19983 evidenciaram uma melhor
evolugdo no reparo tendineo em ratos nos grupos irradiados com laser
632,8nm, sendo que a dose de 5Jcm’ apresentou melhores respostas quando
comparada a densidade de energia de 50Jcm?. J& CHAN et al. (2005)
constataram em seus estudos que densidade de energia de 125Jcm? promove
efeitos benéficos no estagio inicial do reparo tendineo, o que corrobora o
presente estudo, que apds Utilizar densidade de energia de 30J/cm? obteve
efeitos benéficos no reparo tendineo para coldgeno tipo | elll.

As controvérsias entre os estudos prévios podem ser atribuidas as
diferentes formas de tratamento, e ndo ha um consenso de qual deveria ser a
densidade de energia ideal a ser empregada no tratamento com laser.

Devido a inexisténcia de estudos comparando poténcias, foram escolhidas
para este estudo quatro poténcias distintas, 40mw, 60mwW, 80mW e 100mW,
permintindo a verificagdo de qual destas promoveria melhor resultado no

reparo tendineo.
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TUNER & HODE (1999) concluiram que lasers com poténcias mais
elevadas, em que a densidade de energia pode ser aplicada em tempo mais
curto, podem ser mais eficientes na promocdo de condi¢Bes bioldgicas
favoraveis. Além disso, os autores consideram que com uma alta poténcia de
saida é possivel obter uma alta densidade de poténcia, favorecendo o reparo
tecidual.

Diversos estudos utilizam poténcias de saida na faixa entre 10mW e
40mW (YOUNG et al., 1989; WEBB, DY SON, LEWIS, 1998; SCHINDL et
al., 1999; KIPSHIDZE et al., 2001; DEMIR et al., 2004; CARINHO et al.,
2006; ARRUDA et al., 2007), e existem poucos dados na literatura na faixa de
40mwW a 100mwW (OSHIRO, CALDERHEAD, 1991; SALATE et al., 2005,
OLIVEIRA et al., 2009). Assim, tem-se a necessidade de verificar poténcias
diferentes sem alteracdo de outros paramentros do laser, facilitando a
comparacéo de resultados. Observa-se que na literatura pesquisada, os estudos
trazem parametros diversos, prejudicando suas comparagdes e 0 entendimento
completo da importancia de cada pardamentro na atuacdo celular. Acredita-se,
portanto que ha uma janela terapéutica para poténcia de saida do laser, como
ha para os demais paramentros. O presente estudo, por sua vez, teve
padronizacdo de todos os parametros do laser com excessdo da poténcia de
saida, demonstrando aceleracéo do reparo tendineo.

Este estudo analisou 0 grau de orientagdo das fibras de colageno na fase
inicial do processo inflamatério e o tipo de colageno por uma andlise de
picrosirius.

Como método de avaliacdo proposto foi realizada a andlise de

birrefringéncia, com intuito de verificar o alinhamento das fibras de colageno.



52

VIDAL (2003) considerou esse 0 método ideal para detectar e descrever a
orientacdo das fibras coldgenas do tendéo.

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

As meédias dos valores de birrefringéncia foram crescentes conforme os
grupos, ou sgja, grupo sham (52,1nm), grupo 40mw (59,42nm), grupo 60mw
(61,82nm), grupo 80mW (61,59nm), grupo 100mwW (63,52nm). No entanto,
ndo houve diferenca significante entre os grupos tratamento e entre estes e 0
grupo sham. O mesmo ndo foi observado por OLIVEIRA et al. (2009), que
demonstraram melhores resultados na organizacdo das fibras colagenas no 5°
dia, em comparagdo ao 7° dia, apods lesdo utilizando 40mW de poténcia.
Arruda et al. (2007), apos utilizarem laser de 15 e 30mW de poténcia, em
tenotomia do tenddo calcaneo, demonstraram melhores resultados na
organizacdo das fibras coldgenas no 14° dia, quando utilizada a juncéo de
ambas as poténcias. CARRINHO et al. (2006), apds realizarem tenotomia,
utilizando poténcia de 15mW, observaram melhores resultados na organizacéo
das fibras colagenas no 13° dia apos leséo.

Uma das possiveis hipéteses é que, no presente estudo, o reparo tendineo
tenha ocorrido mais precocemente, em torno do 3° ao 5° dia, se fossem
comparados entre si, e as avaliacbes de retardo Optico com poténcias mais
elevadas poderiam ter sido feitas em periodos mais precoces. Talvez afaltade
significancia possa ser atribuida ao periodo da avaliagdo, sendo que houve um
crescente aumento na organizacdo das fibras colagenas conforme o aumento
da poténcia. Segundo ALMEIDA-LOPES et al. (2001), os fibroblastos
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humanos irradiados também assumem um aspecto ‘padrdo’ polarizado,
formando feixes em diferentes diregcoes.

Na andlise do colégeno tipo Il1, foram observadas diferencas significantes
para os grupos de 60, 80 e 100mW p<0,01 quando comparados com grupo
sham, sendo o melhor deles o grupo 100mW. J& o colégeno tipo | apresentou
resultado significante apenas no grupo 80mW, quando comparado com o
grupo sham, embora ndo hgja correlacdo com a literatura pesquisada. Esses
resultados vao de encontro aos obtidos por MAFFULLI et al. (2000) que
estudaram in vitro a predominancia do tipo de colageno no tenddo de Aquiles
em humanos apos ruptura parcial, tendinopatia, tenddo sem ruptura e tendao
fetal e verificaram maior predominancia de colageno tipo Il no tenddo com
ruptura parcial e tendinopatia, colageno misto tipo | e 111 em tenddes fetais e
colageno tipo | em tendbes sem ruptura. Essa predominancia de colageno tipo
1l em relagéo ao tipo | no tenddo calcaneo nos grupos ruptura parcial e
tendinopatia pode ser explicada pelo estado de evolugdo da lesdo,
principal mente por existir na literatura estudos que demonstram que a les&o do
tenddo calcaneo contém reducdo do colageno tipo | e uma proporcdo
significativamente maior do colageno tipo Il (COOMBS et al., 1980;
MAFFULLI et al., 2000).

Essas propriedades parecem provir do fato de que a terapia a laser de
baixa intensidade com poténcias altas causa um sinal na matriz extracelular,
promovendo mudancas nas estruturas fibrilares. 1sso ocorre ap0s a energia
eletromagnética interagir com as moléculas de colageno. A organizacdo e o
alinhamento das fibras de colageno no eixo longitudinal do tenddo apresentam
uma boa evidéncia das mudancas estruturais apds serem irradiadas com laser
(ARRUDA et al., 2007). Os resultados deste estudo sugerem uma influéncia



benéfica do TLBI com poténcias de 60, 80 e 100mW no colageno tipo | e lll,
sendo que, das poténcias apresentadas, somente a de 80mW demonstrou
aumento de ambas as fibras colégenas.

Tais dados corroboram os resultados de outros estudos que utilizaram
TLBI por um tempo mais elevado de tratamento do processo de reparo
tecidual e verificaram resposta das células fibroblasticas e das moléculas de
colageno (ENWEMEKA, 1988; SKINNER et al., 1996; VINCK et al., 2003).
VINCK et al. (2003), por exemplo, estudaram a influénciado LLLT e LED e
verificaram um aumento da proliferagdo de fibroblastos in vitro em
comparagcdo com o grupo controle.

Baseado nos resultados do presente estudo pode-se observar que a poténcia
tem influéncia no reparo tecidual, porém ainda € precipitado dizer que a
poténcia é fundamental para a melhora do reparo tendineo. Estudos futuros
devem ser efetuados a fim de avaliar a forca tensil dos tendfes para observar
se 0 aumento da sintese de coladgeno alteraria essa propriedade, assim como
para entender melhor a influéncia da poténcia no reparo tecidual com TLBI

paralasers infravermel hos.
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CONCLUSAO



7. CONCLUSAO

A terapia a laser de baixa intensidade néo
apresentou diferenca no realinhamento das fibras de
colagenos entre diferentes poténcias.

Poténcias de 60mwW, 80mwW e 100mW aumentaram
significantemente a quantidade de colageno tipo I11.
Poténcia de 80mW aumentou significantemente a

quantidade de colageno tipo I.
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ABSTRACT

Introduction: Calcaneous tendon is one of the most 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 shown favorable effect. Objective: To assess the effect of 40,
60, 80 and 100mW powers of low level laser on the process of tissue repair in partial lesion

calcaneous tendon in rats. M ethods: The was used 830-nm GaAlAs diode laser operating at
output powers of 40, 60, 80 and 100 mW and energy density of 30 Jcm? on the repair of

partial calcaneal tendon ruptures in rats. A partial tendon rupture was induced in all
animals, which were treated with laser irradiation for 5 consecutive days. Six days after
injury, the injured tendons were removed and examined by polarized light microscopy.
Results: Collagen fiber organization was evaluated by birefringence measurements, and
collagen content was determined by picrosirius red staining. It was observed that the higher
the output power (60-100 mW) the greater was the amount of type 111 collagen (P < 0.01).
The amount of type | collagen was significantly greater (P = 0.05) in the 80-mW group
than in the control group (sham stimulation). A non-statistically significant improvement in
the realignment of collagen fibers was observed in the irradiated groups. Conclusion:
Low-level laser therapy resulted in significantly greater amounts of type Ill collagen
(output powers of 60 mW or more) and type | collagen (output power of 80 mW), howe

no significant differences between groups were found in the realignment of collagen fibers.
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APENDICE 1 - Carta de Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da
UNIFESP
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APENDICE 2 - Imagem correspondente a caixa (K7) onde foram colocados
0s tenddes do calcaneo de cada animail.
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Medidas descritivas do retardo Optico correspondente ao
alinhamento das fibras de colégeno.

Tabela 4- Medidas descritivas do retardo 6ptico correspondente ao
alinhamento das fibras de colageno.

Grupo M édia DP Min M ax

G1(Sham) 52,10 11,97 33,60 78,41
G2(40mW) 59,42 8,64 41,60 72,90
G3(60mW) 61,82 13,18 43,25 87,50
G4(80mW) 61,59 7,01 54,94 77,35
G5(100mwW) 63,52 5,80 55,20 71,70
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Medidas descritivas da andlise de picrosirius
correspondente ao colageno tipo 111

Tabela 5 - Medidas descritivas da analise de picrosirius red correspondente ao

colageno tipo Il1
Grupo Média DP Min M ax
G1(Sham) 31,96 12,10 18,18 48,28
G2(40mW) 48,02 15,40 32,22 69,51
G3(60mWwW) 55,85 12,58 35,90 72,69
G4(80mW) 60,90 9,24 46,27 70,13
G5(100mW) 61,55 9,57 44,50 77,62




APENDICE 5 - Medidas descritivas da andlise de picrosirius
correspondente ao colageno tipo |

Tabela 6 - Medidas descritivas da analise de picrosirius correspondente ao
colageno tipo |

Grupo Média DP Min M ax
G1(sham) 2,60 1,79 0,61 5,88
G2(40mW) 9,12 5,41 4,18 19,22
G3(60mWwW) 9,01 5,36 4,10 19,54
G4(80mW) 15,40 6,11 6,79 25,01

G5(100mW) 6,50 4,96 1,67 13,41
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