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RESUMO

EFEITOS DA RADIACAO LASER DE BAIXA INTENSIDADE SOBRE A FASE
INICIAL DO PROCESSO DE CICATRIZACAO TENDINOSA EM RATOS

A laserterapia de baixa intensidade vem sendo empregada para diminuir o
processo inflamatorio e promover uma aceleragcdo na cicatrizacdo de diferentes tecidos
lesionados. Visando verificar os efeitos da radiagcdo laser sobre a fase inicial do processo
de cicatrizagdo tendinosa de lesdes parciais induzidas cirurgicamente, vinte ratos machos
da raca wistar clinicamente sadios provenientes do Biotério da Universidade de Passo
Fundo foram aleatoriamente divididos em dois grupos e subdivididos e 2 subgrupos
contendo cinco ratos cada. Todos os animais foram submetidos ha uma lesdo parcial no
corpo do tenddo de aquiles esquerdo de dois milimetros com sutura imediata da pele e
inicio do tratamento estabelecido. Pelo periodo de sete dias, as lesdes tendinosas do
grupo I foram submetidas a uma aplicacdo diaria do laser fosfeto de indio e galio com
comprimento de onda de 658,4 nm na faixa do vermelho visivel no modo puntual com
dose de 4 joules com a caneta em contato direto com a pele do animal. A avaliacdo
microscopica foi feita mediante acompanhamento histopatologico apds biopsia tecidual
efetuada em todas as lesdes tendineas ao término do 3° e 7° dias. O tecido removido foi
fixado, preparado e corado com Hematoxilina-Eosina e Tricomico Masson para observar
as células inflamatorias, fibroblastos, deposicdo de colageno e neovascularizacao.
Através dos resultados obtidos pode-se concluir que o laser de baixa intensidade ¢ um
método eficiente e altamente significativo no tratamento de lesdes parciais tendineas
induzidas em ratos na fase inicial quando comparados com o grupo controle, por diminuir
o processo inflamatério e incrementar a producdo de fibroblastos, depositacdo de

coladgeno e formagao de novos vasos no sitio da lesao.

Palavras-chaves: Laser, cicatrizacdo, tendado.



ABSTRACT

EFFECTS OF THE LASER RADIATION ON THE LOW INTENSITY IN THE
INITIAL PHASE OF THE PROCESS OF TENDON HEALING IN RATS

The laser therapy with low intensity has been used to reduce the inflammatory
process and to promote acceleration in the healing of different damaged tissues. Seeking
to check the effects of the laser radiation in the initial phase of the process of tendon
healing of partial lesions induced surgically, twenty male rats of the wistar race clinically
healthy coming from Bioterio of the University of Passo Fundo they were divided into
two groups and subdivided into two subgroups with five rats in each one. All the animals
suffered partial lesion in the body of the left Achilles tendon of 0,2 cm with immediate
suture of the skin and beginning of the established treatment. During the period of seven
days, the group one’s tendon lesions were submitted to a daily application of the InGaP
laser with wavelength of 658,4 nm in the band of visible red in the punctual method with
dose of 4 joules with the pen in direct contact with animal’s skin. The microscopic
assessment was made with histopatologic accompaniment after tissuey biopsy made in all
tendon lesions at the end of the 3™ and 7™ days. The removed tissue was fastened,
prepared and flushed with H&E and Masson to observe the inflammatory cells,
fibroblasts, collagen deposition and new vascularization. Through the obtained results it
can be concluded that the laser with low intensity is an efficient method and highly
significant in the treatment of partial tendon lesions induced in rats in the initial phase
when it’s compared with the control group, by reducing the inflammatory process and
increasing the fibroblasts production, collagen deposition and formation of new vases in

the sites of the lesion.

Word-key: Laser, healing, tendon.
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INTRODUCAO

De acordo com Whiting & Zerniche (2001), as lesdes tendinosas de origem
traumatica ou atraumatica ocorrem com freqiiéncia na pratica das medicinas humanas, e
representam sem sombra de duvidas o dia a dia de profissionais das areas da area de
saude com especialidades em ortopedia e traumatologia, assim como na fisioterapia.
Normalmente o processo cicatricial da lesdo tendinosa desenvolve-se num periodo que
pode variar de meses dependendo do local, da extensdo, da gravidade e de fatores locais

que podem interferir ou impedir a cicatrizagao.

Tendo em vista o fendmeno de cicatrizacdo tendinosa, tem-se procurado além de
remover os fatores que retardam o processo cicatricial, acelerar biologicamente seu
restabelecimento funcional, diminuindo assim o tempo de inatividade, de medicagdes e
promovendo um retorno mais breve as suas atividades laborativas. Os tenddes siao as
estruturas responsaveis pela transferéncia de forgas exercidas pelos musculos para os
o0ssos, proporcionando o elo essencial no sistema musculoesquelético para que haja

movimentagao articular.

O tecido tendinoso ¢ formado por feixes de fibras colagenas unidas por tecido
conjuntivo tendo origem mesodérmica e sua estrutura divide-se em trés partes, o corpo do
tendao, a jungdo osteotendinosa e a jung¢do miotendinosa, ligando os musculos aos 0ssos
nas suas extremidades, origem e inser¢do. A cicatrizacdo do tenddo ¢ um processo
complexo e necessita de atividades celulares que visam restaurar a integridade do tecido
lesado, ocorrendo assim, uma migracdo de células de origem do tecido vascular e

conjuntivo até o local da lesdo (KITCHEN & BAZIN, 1998).

Laser ¢ o acronimo de Light amplication by stimulated emission of radiation

sendo uma forma de radiagdo nao-ionizante, que em contato com os diferentes tecidos
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bioldgicos, resulta de acordo com o tipo de laser, em efeitos fototérmicos, fotomecanicos,

fotoelétricos e fotoquimicos (BRUGNERA & PINHEIRO, 1998; KITCHEN, 2003).

Suas principais indicagdes sao todos os quadros patologicos onde se deseja
acelerar o reparo de tecidos moles como, musculos, tenddes e nervos e de tecidos duros
como ossos ¢ articulagdes (TRELLES & MAYAYO, 1987), além de mediar processos
inflamatorios e quadros dolorosos (HILL & WALKER, 1993).

Atualmente existem varios tipos de lasers classificados de acordo com a sua
atividade ou meio ativo (GENOVESE, 2000), onde encontramos os diodos
semicondutores infravermelhos, como, por exemplo, o arseneto de galio (GaAs) com
comprimentos de onda que variam de 820 a 904 nm, tornando-se atualmente uma
ferramenta satisfatoria para obtencdo de resultados nas pesquisas de cicatrizagdo de
tecidos moles (BASFORD, 1995). Outros diodos utilizados nas pesquisas experimentais
em animais sdo os na faixa do vermelho do espectro visivel como o fosfeto de indio e

galio (InGaP) com comprimento de onda de 670 nanémetros.

Os lasers de baixa intensidade visam agdes terapéuticas e estdo sendo usados por
muitos profissionais da saude, tais como médicos, odontdlogos e fisioterapeutas
(ALMEIDA-LOPES, 1999). Suas principais indicagdes sdo quase todos os quadros
patolégicos onde se deseja melhorar a qualidade e maior rapidez do processo reparacional
(BRUGNERA & PINHEIRO, 1998). De acordo com Trelles & Mayayo (1987) tem-se
atribuido ao laser a aceleracao no reparo de tecidos moles, dsseos € nervosos. Do ponto
de vista clinico, porém, as mais interessantes observacdes dos efeitos da radiacdo de
baixa intensidade estdo relacionadas com a estimulacao ¢ aceleragdo das cicatrizagdes de

lesdes (RIBARI, 1981; ANNEROTH at al, 1988).

Embora essa terapia ja esteja implantada na maioria dos paises, pesquisas pouco
controladas e problemas encontrados na interpretacdo dos resultados, tais como o uso de
diferentes tipos de lasers, tempo de exposi¢do, quantidade de energia e tipo de tecidos
estudados, reforgam a necessidade de estudos que permitam seu conhecimento e sua
divulgacdo. Fato este que gera ainda incertezas quanto as suas reais agdes € outras
atribuicdes pertinentes a radiacdo laser, que € incorporada nas praticas fisioterapéuticas

ainda com pouca comprovagao cientifica e experimental.
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Este trabalho procura avaliar a agdo do laser fosfeto de indio e galio (InGaP) com
comprimento de onda de 658,4 nanometros (nm) na cicatrizagao tendinosa apds execugao
de lesdes induzidas no tendao de Aquiles esquerdo de ratos, utilizando-se dos achados

histopatologicos.

1.1 Justificativa

Estudos recentes tém demonstrado que hé resultados paradoxos no que diz
respeito a cicatrizacao e regeneragdo de lesdes de tecidos moles, como no tendao, por
exemplo, pela laserterapia de baixa intensidade, podendo estes resultados estarem
ligados diretamente a densidade de poténcia e o tempo de exposi¢do empregada nas
pesquisas de varios autores. A utilizagdo dos lasers de baixa intensidade do tipo de
arseneto de galio (GaAs), hélio-nednio (He-Ne) e fosfeto de indio e galio (InGaP) nas
praticas de profissionais da satde, principalmente dos fisioterapeutas, vem crescendo
na mesma propor¢ao que as pesquisas cientificas, pois tem-se atribuido a este recurso
uma diminuicdo dos processos inflamatérios, aumento na proliferacdo dos
fibrobastos, estimulando assim a produgdo de colageno e formagdo de uma nova rede

vascular (ABERGEL et al, 1987).

As lesdes tendineas causadas por traumas diretos ou indiretos geralmente
reparam-se num periodo que pode variar de meses, dependendo do local, sua extensao
e gravidade. Em contrapartida, se a cicatrizacdo puder ser acelerada com a aplicagdo
do laser de baixa intensidade (InGaP) poder-se-4 minimizar os efeitos deletérios
temporarios decorrentes desse processo, maximizando a cicatriz, além de favorecer o
aparecimento de fatores locais que aceleram a cicatrizagao tecidual, devolvendo mais

rapidamente as suas atividades didrias e laborativas os portadores deste tipo de lesdo.

As pesquisas em tecidos tendinosos comprovam que a laserterapia de baixa

intensidade do tipo arseneto de galio (GaAs) e fosfeto de indio e galio (InGaP) com
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dosimetria de 4 a 6 joules/cm® aceleram o processo de cicatrizagdo e modulam a
formagdo de tecido de granulagdo. Esses resultados trazem a expectativa da formagao
de uma cicatriz mais precoce com qualidade funcional. Por outro lado, abre-se um
amplo campo de atuagdo profissional apds confirmagdes por estudos histopatologicos,
histomorfométricos e histoquimicos com comprovagdes cientificas (SCHMITT et al

1993).

Ainda que os resultados deste estudo tenham sido colhidos em ratos, o processo
de cicatrizagdo tendinosa ¢ similar em qualquer animal, podendo-se entdo supor a

utilizacdo do laser em humanos, respeitando suas devidas restri¢des.

1.2 Problematizacao

Qual a eficacia do laser de baixa intensidade do tipo fosfeto de indio e galio

(InGaP) na cicatrizagdo de lesao induzida no tendao de aquiles de ratos?

1.3 Objetivos

1.3.1 Geral:

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo do laser fosfeto de indio e galio
(InGaP) com comprimento de onda de 658,4 nm — vermelho visivel — e com dosimetria
de 4 joules no modo pontual na cicatrizacdo tendinosa apods execuc¢do de lesdes induzidas
no tenddo de Aquiles esquerdo de ratos, utilizando-se da descrigdo dos achados

histopatologicos no periodo de 7 dias.
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1.3.2 Especificos:

* Verificar se o laser de baixa intensidade do tipo InGaP interfere de maneira positiva no
processo de cicatrizagdo tendinosa quando comparados ao processo fisiolégico normal;

* Verificar como se comportam as células inflamatorias, os fibroblastos, deposi¢do de
colageno e formacdao de novos vasos quando comparados microscopicamente entre 0s

animais do experimento.

1.4 Delimitacio

Este estudo limitou-se apenas a investigar os resultados microscopicos dos
efeitos da laserterapia de baixa intensidade (InGaP) sobre a fase inicial do

processo de cicatrizagdo tendinosa em ratos.



REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido tendinoso

O tendao ¢ um tecido conjuntivo denso composto por fibras coldgenas paralelas
entre si, estas fibras foram formadas e orientadas para proporcionar o maximo de
resisténcia as tragdes exercidas que normalmente atuam sobre o tecido (CARLSTEDT,

1987).

Hollensehead (1980) define tenddo como sendo um tecido que liga um musculo a
outras estruturas, mais comumente o0 0sso, sendo as estruturas responsaveis pelas
transferéncias de forcas dos musculos aos 0ssos para que ocorram 0s movimentos

articulares (WHITING & ZERNICHE, 2001).

Currier & Nelson (1992), afirmam que o tenddo ¢ constituido por fibroblastos e
uma matriz extracelular, sendo o coldgeno o maior componente desta matriz
compreendendo cerca de 90% do peso do tenddo. Dangelo & Fattini (2001) explicam que
o tecido tendinoso tem forma de fita, ou cilindrica, com superficies esbranquicadas e

brilhantes, muito resistentes e inextensiveis.

Os tenddes sdao formados por feixes de fibras coldgenas unidas por tecido
conjuntivo, denominado endotendineo. Estdo presentes também no tenddo vasos
sanguineos e nervos. O tenddo também estd envolvido por outra bainha de tecido
conjuntivo, chamada de epitendineo, nas regides de fric¢do ao longo de suas passagens,
essas sao formadas por duas camadas de células achatadas. A camada interna ¢ associada

ao epitendineo, oferecendo uma superficie lisa para o movimento, e a camada externa
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estd ligada aos tecidos peritendineos circundantes. O espago entre as suas camadas esta
preenchido por um liquido lubrificante semelhante ao liquido sinovial, que ird diminuir o

atrito entre os mesmos (BANKS, 1991).

A estrutura conjuntiva do tenddo cria trés zonas estruturais, que ¢ o corpo do
tenddo (substancia do tendao), as jun¢des do tenddao com o osso (jungdo osteotendinosa) e

as conexdes com o musculo (jungao miotendinosa).

Existem requisitos importantes para que o processo de reparagao retorne a funcao
normal dos tenddes. As propriedades tensoras dos tenddes devem ser restauradas e a
capacidade de deslizamento deve ser mantida (BANKS, 1991). Segundo Cormack
(1991), os fibroblastos sdo células grandes, e seus nucleos sdo ovais e achatados
semelhando com a forma das células. Os fibroblastos sdo responsaveis pela sintese de
colageno, sendo este formado por trés cadeias peptideas que estdo na seqiiéncia prolina-
glicina-hidroxiprolina e lisina-glicina-hidroxilisina. Encontra-se também a substincia
fundamental que tem aspecto gelatinoso, contém agua, eletrélitos e um complexo de

mucopolissacarideos denominados de glicosaminoglicanos.

O tenddo de Aquiles ou ainda denominado tenddo calcineo ¢ a unido das fibras
dos musculos gastrocnémio e séleo, estando sua insercao situada a um centrimetro distal
do tubérculo posterior e superior do calcaneo estendendo-se a dois centrimetro da face
posterior do mesmo. A nutri¢do desse tenddo ¢ realizada pela artéria tibial posterior e
fibulares, sendo que existe uma area de menor vascularizacao, situada a mais ou menos
quatro centrimetros da insercdo do tenddo (HEBERT, 2003). Sendo este tenddo o maior
do corpo humano, ele serve para transmitir for¢a dos musculos gastrocnémio e séleo para
o calcaneo. A lesdo geralmente ocorre apos uma subita flexdo plantar do tornozelo,
geralmente apos movimento brusco. Sua lesdo torna-se mais propensa quando recebe
graus elevados de carga de tensdo (PRETINCE & VOIGHT, 2003), podendo ocorrer

lesao do tipo estiramento, ruptura parcial ou total.

Carlstedt (1987) relata ainda que muitos fatores afetam as propriedades fisicas do
tendao, portanto podem provocar lesdes, tais como, o envelhecimento, o overuse, a

imobilizacdo, as inje¢des de corticdides — infiltracdes — entre outros.
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2.2 Bases fisiologicas da cicatrizacido tendinosa

De acordo com Arnold (1976), a cicatrizagdo tecidual € a restauracdo completa da
perda tecidual, com reconstitui¢do da arquitetura original e da fun¢do desenvolvendo-se
através da proliferacdo e diferenciagdo celular. O objetivo da reparagdo ou reparo tecidual
¢ restaurar a intimidade entre as margens da lesdo e restabelecer as caracteristicas
morfofuncionais do tecido lesado. O reparo tecidual, na maioria dos casos, ocorre atraveés
da associacdo de dois processos distintos: a regeneragdo e cicatrizagdo. A regeneracao €
um processo de reparo que leva a substituicdo do tecido lesado por células parenquimais
do mesmo tipo daquelas perdidas, restituindo a estrutura e a fisiologia do tecido, podendo
em alguns casos nao deixar qualquer seqiiela da lesdo inicial. A cicatrizagdo representa,
por sua vez, a substituicdo do tecido lesado por um tecido conjuntivo de natureza
fibrobléstica, podendo este reparo resolver o problema da perda de substancia e restaurar
a continuidade do tecido lesado envolvido no processo, porém pode haver perda de
funcdo e as células parenquimais altamente especializadas estardo irremediavelmente
perdidas (SIQUEIRA & DANTAS, 2000). O reparo tecidual envolve uma série de
eventos continuos e bem coordenados, que visam restaurar a morfofisiologia de uma
lesdo. O controle desse processo ¢ regulado por mediadores quimicos, produtos da

degradagdo da fibrina, matriz extracelular, fatores de crescimentos e citocinas liberadas

por células que participam do processo inflamatério (THOMAS, 2001).

Para Baxter (1994), a cicatrizagdo ¢ um processo bastante complicado que
envolve atividades celulares e quimiotaxicas através da liberagdo de mediadores quimicos
associados a algumas respostas vasculares, que irdo culminar numa seqiiéncia de eventos

até o reparo do tecido lesado.

Banks (1991), diz que a cicatrizacdo ocorre em diferentes estadgios relacionados,
que sdo: agressdo, inducdo, inflamag¢do, proliferagdo e remodelagdo. Durante o processo
de agressao o tenddo ¢ acompanhado pelos danos de outros tecidos moles. A localizagao

e a extensao da lesao ¢ um fator importante devido ao suprimento sanguineo dos tenddes
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ser segmentado, como também o liquido sinovial encontrado nas bainhas sinoviais, a sua

ruptura pode complicar a reparacao (DOUGLAS, 2000).

No estagio de indu¢do a hipoxia tecidual pode ser o estimulo para inducao de
novas células durante a repara¢do dos tenddes. Os fibroblastos se proliferam no interior
dos tenddes e novos capilares invadem o tenddo a partir dos tecidos peritendinosos

(BANKS, 1991).

De acordo com Baxter (1994), logo apos a agressao do tenddo, ou seja, a lesdo,
inicia-se uma resposta vascular com vasoconstri¢do por a¢do da noradrenalina e logo apos
vasodilatagdo, onde células inflamatérias sdo atraidas para o sitio da lesdo. Além disso, a
histamina tem seu papel importante por alterar a permeabilidade vascular, formando entdo

o edema no local agredido.

O estagio da inflamagdo inicia no momento da lesdo e tem duracdo de
aproximadamente cinco dias (ENWEMEKA, 1989). Os sinais classicos da inflamacao se
apresentam como rubor, edema, limitacdo da fungdo, calor e dor. A lesdo pode causar
tanto a morte celular como o comprometimento dos vasos. Essa fase tem como objetivo

principal livrar a 4rea de residuos de tecido morto e destruir antes do reparo, qualquer

infeccdo invasora (KITCHEN & YOUNG, 2003).

Em torno de vinte e quatro horas apds a agressdo o local onde ocorreu a lesdo
comega a receber os fibroblastos e as células endoteliais, que se proliferam para formar o
tecido de granulagdo. A partir disso, temos quatro componentes, a neovascularizagdo, a
migracdo e proliferagdo dos fibroblastos, a deposi¢do da matriz extracelular e maturacao

e o remodelamento celular (GUYTON & HALL, 1995; COTRAN et al., 2000).

A inflamagdo excessiva pode provocar formagao de colageno (fibrose) no local da
reparacao e a migracao dos fibroblastos do epitenddo e endotenddo para o local da lesao,
ocorrendo fagocitose de restos celulares e de coldgeno, iniciando uma nova sintese de

coldgeno pelos fibroblastos (BANKS,1991).

A fase inflamatdria se subdivide em outras duas subfases conhecidas como
fagocitose e neovascularizagcdo. Sendo que na fagocitose o objetivo € evitar a infec¢do do

local pela contaminacdo dos tecidos lesados e necrosados. J4 a neovascularizagdo ¢ a
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reconstru¢do dos vasos lesados da ferida. A ferida recente se encontra avermelhada ¢
muitas vezes edemaciada pela presenca de capilares no local. No final da cicatrizagao
esta se torna esbranquicada por degeneracao destes capilares (Hardy apud PIMENTEL,
2001).

O estagio fibroblastico ou proliferativo tem duracdo de 5 a 21 dias e ¢ nesta fase
que a cicatriz comega a ganhar for¢a (WANG, 1998). E caracterizada pela proliferacio de
fibroblastos e secre¢dao de procolageno. As células do epitendineo e do endotendineo sao
responsdveis pelos eventos intrinsecos da reparacdo, onde nestas regides se tornam
hiperplasicas depositando grande quantidade de coldgeno no local da lesdo. A bainha
sinovial e os tecidos peritendineos também contribuem com as células ¢ o colageno,

constituindo o aspecto extrinseco do processo de reparacdo (BANKS, 1991).

Segundo Hardy apud Pimentel (2001) nesta fase existem outra 3 subfases
conhecidas como epitelizacdo, contracdo da ferida e produg¢do de colageno. Na
epitelizagdo ocorre a migragcdo das células epiteliais para o fechamento da ferida através
da mitose. A borda da ferida ¢ imida e rica em oxigénio. Apds, ocorre a contragdo da
ferida, que ¢ conhecido como processo de tragdo da ferida reduzindo o defeito. Por fim

inicia-se a producdo de colageno, sendo esta a subfase mais importante da cicatrizagao.

O estagio de maturagdo ou remodelacdo inicia com 4 semanas apo6s a lesdo, sendo
que apdés 6 semanas o local da lesdo esta preenchido por coldgeno (WANG, 1998).
Numerosos fatores irdo influenciar no sucesso da reparagdo do tenddo. O manejo
adequado pode resultar no retorno a um estado funcional quase normal (BANKS, 1991).
Esta fase ¢ marcada por uma série de eventos como aumento e organizacdo da matriz,
diminui¢do do nimero de células, retorno da vascularizagao e inervagdo normal, aumento
do diametro das fibras colagenas e aumento na deposi¢do de elésticas. No final desta fase,

o tenddo assume aspecto normal, porém as fibras coldgenas sdo relativamente imaturas.

Segundo Wang (1998), a for¢a do tenddo vai aumentando gradativamente, e a
remodelacdo pode durar até 112 dias. A fase de maturacdo e remodelamento se subdivide
em outras duas subfases, chamadas de equilibrio sintese-lise e orientagdo das fibras. A
primeira ¢ a constante troca de colageno velho por novo, e a segunda orienta as fibras

colagenas. Esta subfase depende de outros fatores conhecidos como indugao e tensdo. Na
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inducdo a cicatriz mimetiza as caracteristicas do tecido cicatricial, e a tensdo refere-se aos

estresses internos e externos que afetam a area da lesdo.

O reparo tendinoso ¢ uma combinagdo de processos intrinsecos e extrinsecos,
onde o primeiro ocorre dentro do tenddo como resultado da atividade dos tenocitos e do
suprimento sanguineo intratendinoso, ja o segundo ocorre por processos que se originam
dentro do tenddo com crescimento de fibroblastos, células inflamatorias e invasdo
vascular extratendinosa. O balango entre estes processos depende da natureza da lesdo,
técnica de reparo e regimes de mobilizacdo pods-operatorio. (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1995; WANG, 1998).

O tenddo possui cicatrizagdo lenta e muitas vezes leva a consequéncias como
atrofia muscular, aderéncias tenocutdneas, rerupturas e at¢é mesmo osteoatrite
(ENWEMEKA, 1992). Varios estudos foram e estao sendo realizados com o intuito de
minimizar os problemas da cicatrizagdo tendinosa, os quais destacam-se os da utilizacao
de agentes fisicos para acelerar o processo de reparacao tecidual (ABERGEL et al., 1984;

GUN et al., 1997; REDDY et al., 1998 e SCHIMITT et al., 1993).

A laserterapia de baixa intensidade tem sido utilizada para promover aceleracao
nos processos cicatriciais em estudos experimentais e também nas praticas médicas e

fisioterapéuticas (SILVA et al., 1998; LIANZA, 2001).

2.3 Laser de baixa intensidade

A palavra LASER ¢ um acronimo de Ligth Amplification by Stimulated Emission
of Radiation que significa uma amplificagdo da luz por emissdo estimulada de radiagdo.
Teve seu principio descrito por Albert Einstein em 1916, quando postulou o fendmeno
fisico de emissdo estimulada de fotons, que a partir da excitagdo de um meio ativo,

elevando o 4&tomo a um nivel superior de energia e quando esse voltar a seu estado orbital
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inferior ocorrerd a emissdo estimulada que liberara o excesso de energia em forma de um
foton (BRUGNERA & PINHEIRO, 1998). A partir dai, ele expds que seria possivel
estimular um corpo a liberar energia em forma de radiagdo eletromagnética com
caracteristicas uniformes e coerentes (KLIDE, 1983; COTTERILL, 1984;
FURLANETTO et al., 1984; MARQUES, 1985; BRUGNERA & PINHEIRO, 1998).
Explicando melhor, a produ¢ao do laser resulta de um elétron que sofre um salto quantico
quando previamente estimulando, passando de um baixo a um alto estado de energia,
emitindo ondas na mesma freqiiéncia, comprimento de onda e direcdo, originando o feixe
laser que possui mais poténcia que outras radiagdes Opticas ndo modificadas ou

estimuladas (KITCHEN & PARTRIDGE, 1991; ORTIZ, 2001).

Vérias décadas se passaram, no entanto, antes que houvesse condi¢des técnicas
para tentar viabilizar este conceito tedrico, pois questdes tecnoldgicas ndo permitiam que
o laser fosse concluido antes, por isso teve um periodo de laténcia nos experimentos

provavemente pelo empirismo cientifico da época.

Baseado no principio citado acima, em 1950, Townes, Gordon e Zeiger constroem
o maser (amplificador de microondas por emissdo estimulada de radiagcdo) possibilitando

trabalhar na regido visivel de espectro (HERCH & TERESI, 1987; KLOTH, 1997).

Porém foi somente em 1960 que o fisico norte americano Theodoro Maiman criou
o primeiro laser de estado so6lido utilizando como elemento o rubi. Um ano mais tarde,
houve a primeira intervengao cirargica com laser no Hospital Presbiteriano de Nova York
para a retirada de um tumor de retina. Em meados dos anos setenta, foi construido o laser
HeNe por Javan, Bennett e Herriot apoiados na descoberta feita por White e Ridgen do
laser vermelho visivel, sendo a primeira fonte de luz coerente disponivel no comércio.
Este fato proporcionou estudos e no final da década de setenta surgiram os primeiros
lasers infravermelhos como arseneto de galio (GaAs) e o arseneto de galio aluminio
(HERCH & TERESI, 1987; BAXTER, 1997; KITCHEN & PARTHIDGE, 1991;
TUNER & HODE, 1999; RIGAU et al., 1995; GOOSSENG & ENDERBY, 1984;
KLIDE, 1983; KLOTH, 1997; OSHIRO, 1991).

Em funcdo deste invento, Einsten ganhou em 1964 o prémio Nobel de fisica em

conjunto com os russos Basov e Prokorov e a partir dai, os avangos tecnoldgicos tiveram
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um crescente aumento. Em 1966, Kao & Hochman concluiram que poderia ser possivel
introduzir a radiagdo laser por finos tubos (fibras dpticas). Em 1979, ¢ langado o CD pela
Philips que usa a luz do laser para a leitura optica. Vinte anos mais tarde, em 1999, o
quimico Ahmed Zewail ganha prémio Nobel usando o laser para mostrar como os atomos

movimentam-se nas diferentes etapas de uma reagdo quimica (ZANGARO, 2004).

Historicamente, a maioria dos trabalhos com laser de baixa poténcia comecaram
na Europa oriental, Hungria, Austria e na antiga Unido Soviética (BASFORD, 1989;
BRAVERMAN et al. (1989). Os primeiros trabalhos da terapia laser comecaram na
Europa, sendo baseados nas publicacdes do professor Mester, de Budapeste, conhecido
como o papa da bioestimulagdo por laser supostamente por aumentar a celularidade nos
tecidos irradiados, acelerando o tempo de mitose agdo que se observa principalmente na
reparacdo cicatricial das lesdes por maior vascularizacdo e formacgao abundante de tecido
de granulagdo. O laser chegou a ser uma modalidade de tratamento popular,
principalmente na Unido Soviética e no oriente proximo, onde aconteceu um grande
numero de aplicagdes (OSHIRO, 1991; BAXTER ef al., 1991). Por tal popularidade, os
primeiros relatos de que o laser induzia alteracdo na funcdo das células e tecidos
apareceram em jornais inacessiveis e, além disso, na sua tradu¢do geravam descrencas,
pois apresentavam erros metodoloégicos inaceitaveis.

No Brasil, alguns bons experimentos com lasers de baixa poténcia vém sendo
desenvolvidos na cicatrizacdo de lesdes cutaneas, musculares, tendinosas ¢ Osseas em
animais. Destes convém destacar os resultados obtidos por Silva et al. (1998); Brugnera
& Pinherio (1998); Del Bue et al., (1982); Klide (1983); Mckibbin (1984); Chiesa &
Santos (2000); Chiesa et al., (2004); Chiesa & Lazarotto (2005) no que tange os

processos reparacionais de tecidos.

Colls (1984), afirma que somente apds o ano 1965 ¢ que o laser terapéutico teve
seu reconhecimento adaptativo. De acordo com Hilario (1988), a partir de 1965 diversos
cientistas de varios paises iniciaram experiéncias com equipamentos de poténcias
inferiores dos lasers cirargicos, os chamados laser terapéuticos. Desde entdo, a
laserterapia vem sendo utilizada nas diferentes areas da saude, isto €, sempre que se
deseja uma acdo antiinflamatoria, antiedematosa, analgésica ou regeneradora tissular

(DEL BUE et al., 1982; CRUANES, 1984; BASFORD, 1986). Do ponto de vista clinico,
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porém, as mais interessantes observacdes dos efeitos da radiacdo laser de baixa
intensidade estdo relacionadas com a estimulagdo ¢ aceleragdo das cicatrizes de lesdes de

tecidos moles (RIBARI, 1981; ANNEROTH et al., 1988).

Richand & Boulnois (1983); Abergel et al., (1984); Basford (1986); Anneroth et
al., (1988) relataram que os lasers infravermelhos do tipo arseneto de gélio e visivel do
tipo Indio gélio fosforo e Hélio-neon sdo mais freqiientemente usados em terapéuticas,
em fun¢do de sua alta viabilidade, baixo custo e amplo retorno experimental. Estas
radiagdes tem éxito devido a particular resposta no tecido, como a reducdo de edema,
diminui¢do dos processos inflamatdrios, aumento da fagocitose, da sintese colagena e de

nova epitelizagdo e vascularizagao.

O que faz o laser ser diferente da luz comum sdo suas caracteristicas e as
propriedades que diferenciam a luz laser de outras ondas luminosas sdo: a
monocromaticidade, a colimagdo e a coeréncia (TRELLES, 1982). Além disso, possuem
efeitos muitos especificos nos tecidos, podendo esta luz ser absorvida, refletida,

transmitida e espalhada (SLINEY, 1985; BENNETT, 1989; HILLENKAMP, 1989).

A monocromaticidade indica uma posi¢do no espectro eletromagnético e com isso
uma s6 cor com um comprimento de onda especifico. Esta caracteristica ¢ considerada o
atributo mais importante do laser, pois determinam quais as interagdes fotobiologicas e os
efeitos terapéuticos especificos (KITCHEN & BAZIN, 1998), ou seja, estabelece as

biomoléculas que absorverao o feixe de radiagdo incipiente (BAXTER, 1997).

A colimagdo diz respeito a diretividade, ou seja, o feixe mantém ou tenta manter
um paralelismo, mantendo um pequeno tamanho da saida da luz do laser numa grande
distancia. Esta caracteristica pode ser responsavel pelos perigos da exposi¢ao dessa fonte

de luz direta nos olhos (BAXTER, 1997).

A coeréncia ¢ uma das propriedades da radiacdo laser que difere das outras
formas de luz, mostrando uma sincronia entre as ondas luminosas que viajam na
mesma diregdo. A coeréncia estd dividida em espacial quando os fotons estdo
ajustados paralelos entre si e temporais quando estes se encontram em fases

(TUNER & HODE, 1999; GENOVESE, 2000).
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Cada uma dessas propriedades, em separado ou em conjunto, possibilita
aplicagdes especificas e de grande resultados nas areas das ciéncias humanas
(OLIVEIRA, 1999). A radiagao luminosa ao atingir o tecido sofre a reflexao, fendmeno
que ocorre quando a radiagdo atinge a superficie do tecido bioldgico, fazendo com parte
dessa retorne na dire¢do da fonte de excitagdo, sem interagir com o tecido definido pela
Lei de Snell; a absor¢do ¢ o principal pardmetro da interagdo laser — tecido bioldgico,
pois dela depende a quantidade de energia entregue a este tecido e por sua vez somente
essas radiagdes absorvidas tém efeito fotobiologico ou fotoquimico (BALBONY et al.,
1986; ZANGARO, 2004). Além disso, o retroespalhamento da luz traz informagdes das
moléculas e através desse fendmeno podemos obter a bidpsia Optica; a transmissao
consiste na radiagdao que atravessa o tecido bioldgico sem sofrer atenuagdo mantendo suas
caracteristicas fisicas e também sem sofrer processos de espalhamento; o espalhamento
tem relacdo direta entre o comprimento de onda da radiacdo incidente e a dimensdo da
particula espalhadora. O espalhamento pode ser elastico (ocorre quando observa-se que a
luz espalhada se apresenta de cor diferente da luz incidente) e inelastico (ndo apresenta

variacao na cor da luz incidente).

Ja Colls (1988), relata em seus estudos que além das trés caracteristicas
(monocromaticidade, coeréncia e colimagdo), a radiacdo luminosa produz uma quarta,
conhecida entdo de “alto brilho”, sendo esta a propriedade basica da utilizagcdo do laser
como instrumento terapéutico e cirurgico. Relata também que a grande quantidade de
energia produzida serd focalizada em uma superficie de area reduzida, permitindo

elevada densidade de poténcia e intensidade.

Os parametros opticos que se deve levar em consideragdo quando se trabalha com
laser ¢ a velocidade da luz, medida had 70 anos atras e postulada por Einstein como a
maior velocidade que existe (300.000 Km/s). O indice re refracdo ¢ a relagdo entre a
velocidade da luz no ar e no meio incidente, quanto mais denso for o meio, mais lento
serd a transmissdo e quando a luz atravessa a interface do meio incidente ela sofre uma
alteracdo de velocidade. Diante disso, para compreender a interagcdo do laser com o tecido
bioldgico ¢ necessdrio conhecer as propriedades Opticas do tecido e alguns conceitos
basicos da a¢do da luz e de seus efeitos teciduais: a freqiiéncia de onda que significa o

niamero de cristas ou ciclos que passam por um ponto estaciondrio em 1s, sendo



31

inversamente proporcional ao seu comprimento e expressa em hertz (Hz); a amplitude ¢ a
altura da crista a concavidade da proxima onda, altas amplitudes indicam altos indices de
energia ¢ o comprimento de onda que ¢ a distancia entre duas sucessivas cristas da onda

expressa no caso do laser em nandmetros (ZANGARO, 2004).

Para melhor compreender a interagdo do laser com os tecidos bioldgicos €
necessario conhecer as propriedades do tecido, o comprimento de onda do laser e a
densidade de energia e de poténcia para o tecido. Com estes parametros, todos os efeitos
causados por esta radiacdo serdo previstos em modelos fisicos e matematicos, levando em
consideracdo o tipo de célula, a perfusdo sanguinea e a condugdo térmica. A energia
depositada pelo foton nos tecidos biologicos pode gerar processos vibracionais,
rotacionais e eletronicos que imediatamente se transforma em outro tipo de energia ou
efeito bioldgico que sdo chamados de efeitos primarios da radiagdo que sdo classificadas

em: efeitos bioquimicos, bioelétricos, bioenergéticos (GENOVESE, 2000).

O efeito bioquimico pode provocar dois efeitos, liberacdo de substancias pré-
formadas como histamina, serotonina ¢ bradicinina e modificagdo das reagoes
enzimaticas normais, tanto inibitorias quanto estimulatérias (GUIRRO & GUIRRO,
2003), além de exercer estimulos na produ¢dao de ATP no interior da célula, acelerando a
mitose, aumentando a lise de fibrina e interferindo na produgao de prostaglandinas. Deve-
se destacar também como efeito bioquimico a agdo fibrinolitica dos raios lasers

(BOECHAT, 1999).

Segundo Genovese (2000) o efeito bioelétrico estimula o aumento e a
quantidade da produ¢do de ATP produzida pela célula (modo indireto) e atua sobre a
mobilidade i6nica, potencializando a bomba de sédio e potassio (modo direto), com
isso, a diferenga de potencial elétrico existente entre o interior e o exterior da célula ¢
mantida com maior eficacia (RODRIGUES & GUIMARAES, 1998). Além disso, esse
efeito ajuda a normalizar o potencial da membrana, atuando como reequilibrante e

normalizador da atividade funcional da célula.

Os efeitos bioenergéticos decorrentes da radiagdo laser sdo classificados em
primarios e secundarios. Os primarios podem ser definidos como sendo as respostas

celulares decorrentes da absor¢do da energia e os secundarios sdo alteragdes fisioldgicas
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que ndo afetam s6 a unidade celular, mas todo o tecido. Os efeitos secundarios
relacionados a reparagdo tecidual sdo: aumento do tecido de granulagdo, neoformagao
vascular, aumento do coldgeno, aceleracdo do processo de cicatrizacdo ¢ aumento da
atividade fagocitaria dos linfocitos e macrofagos (GUIRRO & GUIRRO, 2003). O
estimulo a microcirculagdo ¢ proporcionado pela ac¢do da radiacdo laser sobre os
esfincteres pré-capilares, sendo que estes abrem ou fecham a passagem para a rede
capilar distribuindo o fluxo sangiiineo e alterando as regides a serem irrigadas. Através da
acdo da histamina liberada, ocorre paralisacdo desses esfincteres, aumentando o fluxo
sangiiineo. Ja no trofismo celular, a velocidade mitotica ¢ aumentada com o aumento da
produgdo de ATP, proporcionando aumento na velocidade de cicatrizagdo e melhor
trofismo dos tecidos. Isso ocorre pelo estimulo da capacidade de cicatrizagdo do tecido
conjuntivo, assim como a neoformacdo vascular (RODRIGUES & GUIMARAES, 1998;
COLLS, 1984; BIBIKOVA et al., 1994; GONZALES & CRUANES, 1988; VECOSO,
1993; KARU et al., 1995; HERERRO et al., 1988; SILVA et al., 1998).

Vegoso (1993), classifica o laser como laserterapia de alta poténcia e laserterapia
de baixa poténcia, onde o primeiro apresenta potencial destrutivo e o segundo ndo

apresenta potencial destrutivo respectivamente.

Kitchen & Bazin (1998) definem a laserterapia de baixa intensidade com as
aplicagdes de diodos monocromaticos de intensidade baixa onde para aplicagcdes em
lesdes sao freqiientemente usadas poténcias menores de 35 mW. Esta modalidade ¢
denominada de bioestimulacdo por acelerar os processos reparacionais, fatos estes
descritos por Mester, porém esta denominagdo ndo esta adequada, pois o laser
possui capacidade de acelerar processos celulares e inibir outros. Desta forma, o

termo mais correto a ser utilizado seria a biomodulagao.

A primeira interagdo do laser com o tecido bioldgico acontece na pele, onde cerca
de 6% da radiagdo luminosa incidente ¢ refletida (PARRISH & DEUTSCH, 1984). A
distribuicdo gaussiana permite fazer um céalculo de atenuacgdo do laser que tem um carater
exponencial, assim a profundidade na qual a intensidade do feixe ¢ 37% da intensidade

original incidente ¢ chamada de profundidade de penetragdo, assim pode-se fazer um
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calculo aproximado em relacdo aos tecidos corporais irradiados, necessitando saber o

coeficiente de absorcao de cada tecido bioldégico (BAXTER, 1997).

Nao hé davida que a laserterapia veio beneficiar inumeros areas da saude, tais
como a medicina e a fisioterapia, porém ainda causa algumas polémicas em relagdo a
seus a possiveis efeitos secundarios. Estudos recentes conduzidos pelo professor
Nivaldo acusaram a ocorréncia de cegueira em filhotes de ratas apds a irradiagdo
sobre a regido pélvica (VECOSO, 1993). Entretanto, a American National Standards
Institute classificam os lasers em classes, onde os lasers de baixa intensidade (GaAs,
InGaP, HeNe e GaAlAs) possuem poucas possibilidades de causarem efeitos

deletérios.

Nos principios fisicos da radiacdo laser, segundo Colls (1988), a onda ¢ um
distarbio transmitido através do vacuo ou de um meio gasoso, liquido, ou solido.
Estas ondas podem variar de acordo com o ciclo (menor por¢do ndo repetida da onda),
periodo (tempo para efetuar um ciclo), comprimento de onda (distancia percorrida
pela onda em um periodo), freqiiéncia (numero de ciclos em um periodo), velocidade
de propagagdo, energia (capacidade de realizar trabalho), poténcia (quantidade de
energia utilizada em um espago de tempo) e a densidade de energia (quantidade de

energia utilizada em uma determinada superficie).

Para haver produgdo de laser ¢ necessario que tenha bombeamento com
energia de gases ou semicondutores, emitindo entdo um feixe de luz visivel ou ndo

visivel (BAXTER, 1998).

Colls (1984) descreve um esquema para critérios de doses empregadas em
cada situagdo clinica, onde para efeito analgésico usa-se uma dose de 2 a 4 joules;
para o efeito antiinflamatoério, dose de 1 a 3 joules; efeito cicatrizante, dose de 3 a 6

joules e para o efeito circulatorio, doses de 1 a 3 joules.

O mesmo autor descreve ainda diferentes dosagens de acordo com o estagio da
lesdo, onde doses baixas de 1 a 3 joules para estagio agudo, doses médias de 3 a 4
joules para estagio subagudo e doses elevadas de 5 a 7 joules para estagios cronicos.
Doses acima de 7 joules ¢ considerado de cardter inibitdrio, ndo sendo recomendados

para obtencao de efeitos terapéuticos.
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Para descobrir o tempo necessario para alcancar os efeitos desejados ¢
necessario ter conhecimentos da dose, poténcia média de emissdo do laser e a area a
ser irradiada. Para isso utiliza-se a formula: densidade de energia igual a poténcia
média vezes o tempo sobre a area. Silva ef al. (1998) relata ainda que quanto maior a
poténcia do laser menor o tempo de exposi¢do do tecido a sua radiacdo se faz

necessario para obter o efeito desejado.

2.4 Laser na cicatrizacao tendinosa

A fisioterapia por laser ¢ uma forma de tratamento que tem crescido bastante, mas
suas bases fundamentais cientificas ndo estdo ainda bem esclarecidas, requerendo estudos
randomizados, controlados e com cuidados experimentais fisicos e metodologicos
(CHIESA & LAZAROTTO, 2005). Estudos prévios sugerem que a fotoestimulagdo laser
aumenta a sintese de ATP, promove a producao de acidos nucléicos e a divisao celular,
além disso, estimula o processo de cicatrizacdo por liberar fatores de crescimentos dos

fibroblastos (YAAKOBI et al., 1996; PASSARELLA et al., 1984)

Diversos estudos tém sido realizados para tentar entender os mecanismos
fisiologicos pelas quais a radiagdo laser de baixa intensidade estimula o processo
reparativo e a maioria deles relatam principalmente a proliferacio de fibroblastos e
retirada do processo inflamatoério mais precocemente, fatos estes evidenciados nas
pesquisas de ABERGEL et al., 1984; BOULTON & MARSCHALL, 1986; VOGEL,
1986; VICENZI & CARVALHO, 2002.

O primeiro estudo realizado com a aplicagao da laserterapia de baixa intensidade
em humanos foi no tratamento de tUlceras cronicas de pressdo e experimentalmente
apresentando resultados satisfatorios na velocidade de cicatrizagdo. Além disso, foi
avaliado o laser no tratamento de diversos tipos de lesdes abertas de tecidos moles, com

resultados geralmente positivos (KITCHEN & BAZIN, 1998). Estudos in vitro
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experimentais em animais bem como estudos clinicos apdiam a teoria de regeneragao
tissular e cicatrizacdo de lesdes quando submetidos a radiagdo laser (CARRATA &

BRITO, 2004).

O laser de baixa intensidade tem sido utilizado em experimentos que visam
acelerar o processo de cicatrizagdo em tecidos moles, por estar diretamente ligado ao
incremento de células responsaveis pela reparagdo do tecido com melhor qualidade e de
forma mais rapida (MESTER et al., 1975). As lesdes quando submetidas a radiagdo laser
e observadas em microscopia Optica, pela andlise histopatologica e histomorfométrica do
tecido, promovem proliferagdo fibroblastica, sintese colagena aumentada, formacao de
novos vasos. De fato, baseado nisso, a transformagdo ocorrida dos fibroblastos ¢

colagenos sao as bases estruturais para uma cicatrizacdo (MESTER & MESTER, 1985).

Inumeros estudos tém sido realizados em varios tecidos e células que fazem parte
do processo de reparacdo, em uma tentativa de esclarecer os efeitos biologicos pelas
quais as radiagdes lasers de baixa intensidade podem favorecer esse processo. A grande
parte dos estudos dizem respeito a proliferacdo fibroblastica e com ela o aumento na
sintese de colageno. Estudos realizados por Boulton & Marshall (1986), usando
fibroblastos embrionarios nos quais foram observados um aumento na multiplicacao
celular seguido da irradiacdo do tipo He-Ne. Resultados semelhantes foram conseguidos

por Bosatra et al. (1984) na dose de 2 joules/cm” sobre as culturas fibroblasticas.

Mester et al. (1975) estudaram o processo de regeneracdo muscular em ratos
submetidos a laserterapia. Concluiram, através de exames patologicos que o efeito do
laser de baixa intensidade ndo s6 acelerou o processo de cicatrizagdo muscular, como
também promoveu um reparo tecidual qualitativamente superior ao observado no grupo

controle, desde o processo inflamatorio até a fase de remodelacao.

Vasconcellos et al. (1984) apud Wanderer (1991), usaram o laser de baixa
intensidade no tratamento de patologias osteo-articulares, cicatriciais e dermatologicos
em 11 cdes e 2 gatos, obtendo bons resultados terapéuticos no que diz respeito ao reparo

do tecido envolvido.

Abergel et al. (1984), fazendo estudos in vitro de culturas de fibroblastos da pele

humana, verificaram que o laser de baixa intensidade do tipo He-Ne, sob a mesma
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densidade de energia, promove uma acentuada estimulacdo da sintese de colageno,
podendo ser utilizado para modular o metabolismo do tecido conjuntivo. Estes resultados,
entretanto, ndo foram compartilhados por Hallman et al. (1988) que nao observaram
diferengas significativas entre as porgdes tratadas e ndo tratadas com o laser de baixa

intensidade.

Os resultados in vitro obtidos por Balboni et al. (1986) demonstraram que as
irradiagdes laser de baixa intensidade aumentam a produg¢do de colageno pelos
fibroblastos, sem que haja aumento na populagdo celular. Segundo os autores, este efeito

estd na dependéncia do tempo de exposi¢ao e da dosimetria empregada.

Vogel (1986) citou que os lasers de baixa intensidade tém sido usados efetiva e
rotineiramente na Europa para reduzir edemas, inflamacgdes e lesdes de tecidos moles,

como musculos e tenddes, fatos estes evidenciados nas pesquisas citadas.

Lyons et al. (1987) aplicaram radia¢ao laser de baixa intensidade (He-Ne) em
lesoes suturadas de ratos. Os autores fizeram aferigdes da concentragdo de colageno e da
forma de tensao das lesdes em diferentes estdgios de evolucao. Os resultados encontrados
justificam o aumento na tensdo obtida nas lesdes tratadas, pelo maior niimero de

moléculas de colagenos ligadas e maior organizag¢ao funcional das células.

De acordo com Ismailov et al. (1993), em um estudo experimental com 120 ratos
albinos da raga wistar demonstraram que a combinagao simultanea das radiagdes laser de
baixa e alta intensidade aceleram o processo de reparagdo, sendo que o laser de baixa
intensidade do tipo arseneto de gélio demonstrou ser a melhor ferramenta para a

estimulacdo do reparo de lesdes de tecidos moles.

Burgudzhieva (1989), executou um estudo clinico em 97 incisdes cirurgicas pos-
operatorias na regido abdominal que envolvia pele, tecido subcutaneo e fascia muscular.
As incisdes foram tratadas durante 10 a 60 dias sob medicamentos € ndo obtiveram cura.
Ap6s a aplicagdo do laser de baixa intensidade, as curas aconteceram num periodo de 5 a

18 dias, mostrando efetividade na reparagdo de tecidos moles.

Segundo Re & Viterbo (1985), o laser terapéutico ou de baixa intensidade

promove um aumento do niimero de leucécitos e da atividade fagocitaria, bem como
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estimulo da proliferacao fibroblastica e elevacdo do metabolismo celular pela formagao

de redes capilares ao redor da lesdo.

Vicenzi & Carvalho (2002), analisaram os efeitos do laser de baixa intensidade do
tipo arseneto de galio na inflamacdo articular induzida em ratos com uma dose de 4
joules/cm® ¢ os resultados demonstraram histologicamente que o laser GaAs apresenta

efetividade nos processos inflamatdrios, edematosos e analgésico.

Para Taturanas et al. (1998), as doses de 1 a 5 joules/cm” sdo recomendadas ao
laser terapéutico para conseguir aumento do niimero de fibroblastos e conseqiientemente

de fibras colagenas, incrementando também a vascularizagao.

Outro estudo realizado por Gebauer & Constantinescu (2000) teve como meta
observar os efeitos microscopicos do laser cirtirgico em tecidos. A investigagdo observou
a interacdo do laser com o tecido bioldgico e para isso, foram realizadas lesdes parciais
no tendao flexor digital profundo em coelhos, onde foi utilizado 4 tipos de laser, onde a
freqiiéncia e a intensidade de cada aplicacao era variado de acordo com cada aparelho. A
partir dos resultados colhidos os autores acreditam na hipotese dos efeitos do laser na

retra¢do do tecido na ferida como processo curativo.

Ozkan ef al. (1998), realizou um estudo com o objetivo de investigar os efeitos de
fotoestimulagdo por laser de baixa intensidade na reabilitagdo de 25 pacientes com 41
danos nos tendodes flexores digitais comparando com grupo controle com protocolo de
tratamento especifico. Os resultados mostraram uma melhoria significante no grupo

tratado com laser para o parametro redu¢do de edema (p< 0,01).

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Fretz & Zhongli apud Taturanas (1998),
encontraram em seu estudo menor edema durante o periodo de reparacdo nas feridas

irradiadas com laser do que no grupo controle.

Albertini et al. (2002) realizou um estudo com o propdsito de investigar os efeitos
da terapia com laser de baixa intensidade (AsGaAl) no processo inflamatorio agudo em
modelo classico de edema induzido em patas de ratos. A radiagdo baseou-se em
diferentes protocolos e os resultados demonstraram que a densidade de energia de 2,5

joules/cm” reduz o edema em 45,4% (p< 0,01). Os autores concluem ento que a radiago
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laser com esta densidade de energia produz efeitos similares ao diclofenaco de sodio de

Img/kg.

Goldman et al. (1980) em seu estudo triplo cego com 30 portadores de artrite
reumatoide nas articulagdes das maos, concluiram que o feixe de luz produziu melhora da
funcdo, reducdo de edema e dor nos casos tratados com Neodymium-YAG com

comprimento de onda de 1060 nm e dose de 15-20 joules/cm® durante 13 sessdes.

Outra pesquisa realizada por England et al. (1989), comparou diferentes tipos de
tratamento para tendinite do supra-espinhoso em 30 pacientes com placebo, laserterapia
de baixa intensidade (GaAs) e administragdo de drogas. Concluiram que o laser foi

efetivo frente aos outros tratamentos.

Carvalho et al. (2001), verificaram através de seu estudo os efeitos do laser
GaAs na regeneragdo da solucdo de continuidade muscular em ratos. Utilizaram
dosimetrias de 2 e 4 joules/cm” e obtiveram resultados eficientes na aceleracdo do
processo normal de reparo muscular apds lesdo nos ratos por diminuir o processo
inflamatorio e incrementar fibroblastos e coldgenos, além de uma cicatriz com

chances diminuidas de aderéncias.

Outro estudo realizado com laser da baixa poténcia para promover a cicatrizagao
do musculo gastrocnémio foi realizado por Buliakova & Azarova (2002), obtiveram
resultados positivos comprovados na histologia quando comparados com o grupo
controle. Da mesma forma, Morrone et al. (1998) realizou um estudo experimental in
vitro e concluiram que este recurso favorece a bioestimulacdo nas lesdes induzidas no

tecido muscular de ratos.

Hala et al. (2002), pesquisou os efeitos da radiacdo laser de baixa poténcia do tipo
GaAs em lesoOes de continuidade em ratos da raga Fischer, demonstrando que a irradiacao
com intensidade de 4 e 2 joules/cm® promovem uma aceleragio no processo de
cicatrizacdo e chances diminutas de fibroses e aderéncias nos tecidos subjacentes,

principalmente quando aplicados na dose maior.

Taturanas ef al. (1998), aplicou a laserterapia arseneto de gélio nas doses de 2 ¢ 4

. 2 . ., . L, . L. . .
joules/cm” nas feridas cirirgicas de ratas domésticas submetidas a ovario histerectomia
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de conveniéncia, em aplicagdo Unica no pos-operatério imediato e os resultados

mostraram efetividade nas duas doses testadas na cicatrizacdo de primeira intengao.

Guerino et al. (2000) observaram uma redu¢do do numero de células
inflamatorias em seu estudo realizado em 19 cobaias com lesdo de cartilagem que foram
submetidos a aplicag@o de laser de baixa intensidade do tipo He-Ne (633 nm) e 6 mW de

poténcia média durante 37 segundos.

Haker & Lundeberg (1990) realizaram uma pesquisa duplo cega em 49 sujeitos
com o diagnéstico de epicondilite lateral e obtiveram resultados efetivos com o laser
GaAs de 904 nm com poténcia de 12 mW, pulsado na frequéncia de 70 Hz, na

modalidade puntual durante 30 segundos num total de 12 sessdes.

Takahashi et al. (1992) apud Azevedo et al. (2004), relatam que a
neovascularizacdo evidenciada como efeito da radiacao laser de baixa intensidade ¢ mais
acentuada na fase inicial de formacao do tecido de granulagdo. Além disso, incluem ainda
a estes efeitos a intensificacdo da proliferagdo fibroblastica e conseqiiente deposi¢ao

aumentada de colageno (BISHT et al., 1994).



METODOLOGIA

3.1. Caracterizaciao da pesquisa

Esta pesquisa caracterizou-se por um estudo cientifico experimental aprovado
pelo comité de ética (Anexo D) por estar em concordancia com os principios éticos em

experimentacao animal.

3.2 Amostra

A amostra foi composta por 20 ratos albinos — ratus norvegicus — adultos jovens,
machos clinicamente sadios da linhagem Wistar, com idade aproximada de 90 dias e peso

médio de 280 gramas, provenientes do Biotério da Universidade de Passo Fundo — RS.



3.3 Desenho experimental

Tabela 1: Divisdo dos grupos, subdivisdo dos dias de sacrificio e observagdes microscopicas
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Dias de tratamento Observagdes microscopicas
G, SGs Owmr
SGy Om
G, SGs Omi
SGy Om

Na qual:

G = Grupo do laser de baixa intensidade
G, = Grupo controle

SGs = Sacrificado no 3 dia;

SG; = Sacrificado no 7° dia;

Own = Observagao microscopica

3.4 Tratamento operacional das variaveis

3.4.1 Variavel dependente

O tecido retirado pela bidpsia foi processado e corado para avaliar as células

inflamatorias, os fibroblastos, deposicdo de coldgeno e nova vascularizagdo. A

observacado foi feita por microscopico optico da marca Leica® com aumento de até¢ 40

vezes em camara capturadora de imagens através do software Pixe View Station v5.23.
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3.4.2 Variavel independente

A aplicagdo da laserterapia de baixa intensidade foi iniciada imediatamente apos a
sutura cutanea do procedimento de inducdo da lesdo no corpo do tenddo de Aquiles
esquerdo, no ter¢co medial de cada animal. Foi utilizado um aparelho de laser clinico
portatil do tipo fosfeto de indio e galio (InGaP), modelo Physiolux dual da marca
BIOSET, com comprimento de onda de 658,4 nm na faixa do vermelho visivel
previamente aferido (Anexo H), poténcia média de 18 mW, dosimetria de 4 joules e
tempo de exposi¢do de 222 segundos, ou seja, 3 minutos e 42 segundos, no modo

puntual, durante 7 dias.

Figura 01: Aparelho de laser Physiolux dual

3.5 Instrumentos, equipamentos e solu¢des

* Laser clinico portatil da marca Bioset modelo Physiolux dual;

* Gaiola de plastico polipropileno medindo 40x33x17 cm;
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* Luvas cirtrgicas de latex';

* Instrumentacao cirtrgica;

* Laminas de bisturi ago-inox*;

* Fio de sutura nylon monofilamentoso preto estéril’;
* Toalhas de papel”;

* Alcool iodado’;

* Xilasina;

* Tiopental,

* Hematoxilina-eosina

* Tricomico de Masson

* Solugdo isotonica de cloreto de sodio®;
* Alcool etilico hidratado’;

* Seringa de insulina estéril®;

* Tricotomo elétrico;

* Gase estéri19;

* Balanca de precisdo da marca filisona

* Ragdo (complemento para camundongos e ratos)'’;

3.6 Procedimentos

Foram utilizados 20 ratos machos, clinicamente sadios, da linhagem wistar, com

idade média de 90 dias e peso médio de 280 gramas, provenientes do Biotério da

" da marca Volk do Brasil® tamanho grande

? da marca Wiltex® de aco carbono estéril

* Med Suture Nylon com agulha AT com corpo triangular estéril
* Melhoramentos® inodoro e picotado

> da marca Multilab® 0,1%

60,9% estéril fabricado pela industria farmacéutica Basa Ltda
792,8° fabricado pela Alfa Quimica Ltda

¥ da marca B-D® plastipak de 1ml

? da marca Cremer®

' CR-1 da marca Nuvilab
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Universidade de Passo Fundo. Todos os animais foram identificados e numerados na
cauda proximal com numerais, além de adaptados as condigdes de manejo por um

periodo de sete dias e aleatoriamente distribuidos em dois grupos:

Grupo I: 10 ratos foram submetidos a uma lesdo tendinea induzida no tenddo de
Aquiles esquerdo de 2 mm sob anestesia, com sutura imediata somente da pele. Apos o
procedimento inicial foi aplicado a laserterapia do tipo fosfeto de indio e galio com uma
dose de 4 joules no modo puntual na por¢ao média da lesdao. O processo terapéutico foi

repetido diariamente no mesmo horario durante os sete dias subseqiientes a lesao.

Grupo II: 10 ratos foram submetidos a uma lesdo tendinea induzida no tendao de
Aquiles esquerdo de 2 mm sob anestesia, com sutura imediata somente da pele, sem

aplicacdo da laserterapia de baixa intensidade — controle.

Cada grupo foi subdividido em 2 subgrupos contendo 5 ratos cada que ficaram na
mesma gaiola pelo periodo estabelecido, sendo que estes foram sacrificados para a
remocao do tecido (bidpsia) e analise histopatoldgico nos dias pré-estabelecidos no

desenho experimental.

O experimento foi realizado na sala de experimentagdo do Biotério da
Universidade de Passo Fundo (UPF) com controle de umidade relativa e temperatura por
climatizador. A manipulagdo, alimentacdo e limpeza foram realizadas pelo pesquisador e
sua equipe diariamente a fim de diminuir os riscos de contaminagdo e infec¢do. Nao foi
administrado qualquer medicamento a base de antiinflamatoério ou antibiodtico no pré-
operatério e pds-operatorio, objetivando ndo interferir nos efeitos do laser, porém foi
administrado um analgésico'' por via oral (VO) para minimizar o processo doloroso
causado pela intervengdo cirurgica. Além disso, foram tomados uma medida de higiene

com soro fisioloégico diariamente na area da lesdo em ambos os grupos.

' Dipirona sodica da linha genérica EMS® solugao oral



46

3.6.1 Medidas antecedentes aos procedimentos anestésicos e cirargicos

Uma semana antes das intervengdes cirurgicas, foi tomada uma medida para
comprovar a higidez do grupo experimental. Foi realizado um hemograma com coleta de
sangue da artéria caudal de cada animal. Apods a retirada, o sangue foi colocado em
solu¢do anticoagulante e levado para andalise no laboratorio de andlises clinicas (Anexo

F).

3.6.2 Medidas pré-anestésicas e cirurgicas

As cirurgias foram realizadas utilizando-se instrumental padronizado para os dois
grupos, esterilizado em estufa por calor seco, assim como equipamentos de prote¢ao

individual (EPI).

Durante as 2 horas antecedentes as intervengdes cirurgicas, os animais foram
privados de alimentacio e 4gua. A medicagio anestésica utilizada foi Xilasina'? na dose
de 2 mg/Kg por via intra-muscular ¢ Tiopental’ na dose de 30 mg/Kg, por via intra-
peritonial (Anexo G). Em seguida, foi realizada tricotomia na regido pré-estabelecida.
Apods este procedimento, os animais foram posicionados na mesa cirargica onde foi

realizada assepsia com alcool iodado 1%.

12 da marca Virbaxyl 2%
" do laboratério Korig



Figura 02: Procedimento anestésico

Figura 03: Tricotomia da coxa esquerda

Figura 04: Assepsia da regido cirurgica
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3.6.3 Preparacio da lesdo tendinosa

Foram realizadas incisdes verticais de aproximadamente Smm de comprimento
envolvendo pele e tecido subcutaneo sobreposto ao tendao de Aquiles, que foi submetido
a um lesdo parcial horizontal de 2mm controlada por paquimetro. Em todos os animais
dos dois grupos foram realizadas suturas na pele em padrao isolado simples com fio de

nylon preto monofilamentoso (4-0), perfazendo um ponto.

3 11:30
K

Figura 05: Area da lesdo tendinea

3.6.4 Laserterapia fosfeto de indio e galio nas lesdes tendinosas dos animais do

grupo I

Nos diferentes periodos pré-estabelecidos os animais do grupo I (laser) foram
submetidos a aplicacdes diarias do laser fosfeto de indio e géalio (Anexo A). Essas
aplica¢des foram realizadas perpendiculares a lesdo no modo pontual, sendo que durante
o experimento foi utilizado pelo pesquisador 6culos com lentes especiais para filtragdo da

radiagdo com atenuagdo de 98,6% para emissdo direta perpendicular as lentes. Além
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disso, ndo foi utilizado nenhum tipo de sedacdo para os animais no momento das

aplicagoes.

Figura 06: Aplicacdo da laserterapia de baixa intensidade

3.6.5 Procedimentos realizados no grupo II

No periodo de 7 (sete) dias, os animais com lesdes tendineas do grupo II foram

submetidos aos mesmos manuseios € cuidados de higiene tomados no grupo 1.

3.6.6 Eutanasia e obtenc¢ao do tecido

Para a obtencdo das amostras dos tecidos, os animais foram sacrificados nos
dias pré-estabelecidos, utilizando-se de doses elevadas de anestésicos (100 mg/Kg por

via peritonial), até a parada cardiorrespiratdria, conforme procedimento adotado pelo
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Biotério da Universidade de Passo Fundo. Apds a constatacdo da letalidade foi
realizada a dissecagdo cuidadosa da area lesionada por desinser¢do osteotendinosa e
miotendinosa nas duas extremidades, sendo imediatamente mergulhada em solucao
tampdo para posterior fixagdo e preparagdo das laminas. Os animais envolvidos na

pesquisa foram coletados por empresa especializada e depositados em vala séptica.

3.6.7 Preparacio das laminas

Apbs a coleta do material, as pecas permaneceram por 24 horas para fixagdo em
alcool 70%, com um volume 10 vezes superior ao da peca. Esse material foi transportado
até o Servico de Patologia da Faculdade de Ciéncias Biologicas da Universidade de Passo

Fundo — RS, para preparacao das laminas.

As laminas do tecido tendinoso foram preparadas seguindo a ordem de: (a)
descricdo, (b) desidratacdo, (c¢) difusdo em xilol, (d) parafinizagdo, (e) inclusdo e (f)

microtomia.

3.6.8 Avaliacio histopatolégica

Os segmentos obtidos foram acondicionados, processados e corados por
Hematoxilina de Harris/Eosina-floxina (HE) e Tricromico de Masson para avaliar a
evolucdo do quadro cicatricial. As laminas foram observadas em microscopia Optica
conectada ao sistema de analise digital das imagens que captura e transmite as imagens
para um computador onde foi feita a digitalizacdo utilizando o programa especifico para

otimizar a contagem das células e da éarea cicatricial com aumento de até 40x (Anexo E).
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Para as células inflamatdrias e fibroblastos foi utilizado um contador de células e para a
deposicdo de colageno e neovascularizacdo foi realizada uma andlise subjetiva

encontrando um escore numérico (Anexo B), estando o patologista cego para as laminas.

3.6.9 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através de médias e desvio padrdo. O teste ¢ de
Student foi realizado ao nivel de significancia p < 0,05 no programa Excel for Windows
para as células inflamatoérias e fibroblastos (Anexo C), sendo os dados classificados de

trés maneiras:
p <entre 0,05 a 0,01 (valores significativos)
p <0,01 até 0,001 (valores muito significativos)

p <0,001 (valores altamente significativos)



RESULTADOS

Nos pos-operatorios foram observados os aspectos microscopicos da cicatrizagao
tendinosa na fase inicial, ou seja, durante os sete dias de experimento. Todos os animais
adaptaram-se bem as condi¢des de manejo e procedimentos.

Os cortes histologicos foram primeiramente analisados quanto ao nimero de
fibroblastos e células inflamatorias existentes em trés campos de grande aumento (40x),
sendo feito & média aritmética destes campos (cada campo corresponde a 0,196 mm®

utilizando-se uma objetiva n° 18). A avaliagdo da vascularizacdo da amostra assim como

a quantidade da deposi¢cdo de colageno foi subjetiva, sendo estabelecido um escore

utilizando numero de cruzes que variam de 0/++++ a 4/++++ para deposicao de colageno
e de 1/+++ a 3/+++ para o critério de vascularizacdo. Em relag¢do a deposi¢do de colageno
o escore 0 (zero) refere-se a auséncia de deposi¢do enquanto o 4 refere-se a quantidade de
coldgeno normalmente encontrada no tenddo sem lesdo e os valores intermedidrios
referem-se a leve (1), moderado (2) e acentuado (3) com o uso de '2 para valores
intermedidrios entre estes escores. Para a avaliacdo da quantidade de vascularizacdo
foram utilizados apenas os escores leve (1), moderado (2) e acentuado (3) também com o
uso de 2 para valores intermedidrios entre estes escores. Os valores individuais de cada

animal encontram-se na tabela (Anexo 2).
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4.1 Achados microscdpicos das lesdes tendinosas no 3° dia

Nas andlises microscopicas das lesdes tendineas obtidas através da bidpsia no 3°
dia os cortes corados por HE mostraram que o grupo controle apresentava proliferagao de
células inflamatorias, discreta quantidade de fibroblastos e nos cortes corados com
Masson apresentavam uma discreta depositacao de colageno, além de uma leve formagao
de novos vasos. Em contrapartida, na avaliagdo microscopica do grupo tratado com laser
na coloragdo HE foi observado baixo niimero de células inflamatdérias e importante
proliferacdo fibrobléstica, na coloracdo Masson observou-se moderada deposicdo de
colageno e leve a moderada neovascularizagao.

Comparando de forma estatistica os resultados obtidos entre as médias dos grupos
controle e grupo laser pode-se observar uma diferenca altamente significativa quanto a

presenga de células inflamatorias e proliferagao fibroblastica (p < 0,001).

Figura 7: Microscopia do tenddo calcaneo do Grupo Laser sacrificados no 3° dia de pos-

operatorio, corados por Hematoxilina-eosina. Corte longitudinal evidenciando um baixo

numero de células inflamatodrias e grande quantidade de fibroblastos. Aumento de 10x.



Figura 8: Microscopia do tenddo calcaneo do Grupo Controle sacrificado no 3° dia de pos-

operatorio, corados por Hematoxilina-eosina. Corte longitudinal, mostrando intenso edema,

proliferagdo de células inflamatorias e poucos fibroblastos. Aumento de 10x.

Legenda:

Celulas - Eibrobl astos

Inflamatddas

. vescs B Coliceno

[ Edema
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Figura 9: Microscopia do tenddo do Grupo Laser no 3° dia de pds-operatorio, corados por
Tricomico de Masson. Corte longitudinal apresenta moderada deposicéo de fibras colagenas e

de leve a moderada formagdo de novos vasos. Aumento de 10x.

Legenda:

55
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Figura 10: Microscopia do tenddo calcdneo do Grupo Controle no 3° dia de pos-
operatdrio, corados por Tricomico de Masson. Corte longitudinal demonstrando discreta

deposicdo de fibras colagenas e leve formagao de novos vasos. Aumento de 10x.

Legenda:

) escs [y Edema

Tecidn

‘ Coldgens Mormal
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Tabela 2: demonstra a significancia das células inflamatdrias no grupo irradiado por laser

e controle na analise microscopica do 3° dia.

Grupos N X (média) Dp (Desvio padrio) T ‘p’
Laser 5 12,2 1,92 2,01 0,00000063
Controle 5 88,6 5,98

Tabela 3: demonstra a significancia dos fibroblastos no grupo irradiado por laser e

controle na andlise microscopica do 3° dia.

Grupos N X (média) Dp esvio padrio) T ‘v’
Laser 5 355 44,73 2,13 0,00058
Controle 5 52,8 7,19

4.2 Achados microscopicos das lesdes tendinosas no 7° dia

Nos aspectos microscopicos da lesdo tendinea obtidas no 7° dia, segunda bidpsia,
os cortes corados por HE mostravam no grupo controle uma diminui¢do do processo
inflamatoério, porém ainda presente e um aumento na producao de fibroblastos. Nos cortes
corados por Masson observou-se um quadro leve a moderado na deposi¢ao de colageno e
na neovasculariza¢do. J& no grupo tratado com laser na coloragdo HE foi evidenciado
uma pequena quantidade de células inflamatorias e maior presenca de fibroblastos no
sitio da lesdo. Na coloragdo Masson pode-se observar uma moderada deposi¢dao de
colageno e formacao de novos vasos ao redor da lesao.

Comparando estatisticamente os resultados obtidos entre as médias dos grupos
controle e tratados com laser pode-se observar uma diferenca altamente significativa

quanto a presenca de células inflamatorias e proliferagao de fibroblastos (p < 0,001).



Figura 11: Microscopia do tenddo calcaneo do Grupo Laser sacrificado no 7° dia de pos-

operatorio, corados por Hematoxilina-eosina. Corte longitudinal, mostrando importante

quantidade de fibroblastos e pouco niimero de células inflamatérias. Aumento de 10x.

Legenda:

Celulas B Fibroblastos

Inflamatdnas

) escs B Coligeno
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Figura 12: Microscopia do tenddo calcdneo do Grupo Controle sacrificado no 7° dia de pos-

operatorio, corados por Hematoxilina-eosina. Corte longitudinal, mostrando proliferagdo
fibroblastica na area da lesdo em menor quantidade quando comparada com o grupo irradiado

e ainda persiste o quadro inflamatério em menor proporg¢do. Aumento de 10x.

Legenda:

Celulas - Eibrobl astos

Inflamatdrias

. vascs ) Coligeno
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Figura 13: Microscopia do tenddo calcdneo do Grupo Laser no 7° dia de pds-operatorio,
corados por Tricomico de Masson. Corte longitudinal demonstrando moderada deposicdo

de fibras colagenas. Aumento de 10x.

Legenda:
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Figura 14: Microscopia do tenddo calcdneo do Grupo Controle no 7° dia de pds-

operatorio, corados por Tricomico de Masson. Corte longitudinal demonstrando

deposicdo de colageno de leve a moderada. Aumento de 10x.

Legenda:

Tecid

Muscular



62

Tabela 4: demonstra a significancia das células inflamatdrias no grupo irradiado por laser

e controle na analise microscopica do 7° dia.

Grupos N X (média) Dp (Desvio padrio) T ‘p,
Laser 5 8,2 1,92 1,85 0,000000026
Controle 5 29,4 1,51

Tabela 5: demonstra a significancia dos fibroblastos no grupo irradiado por laser e

controle na analise microscopica do 7° dia.

[PV

Grupos N X (média) Dp (Desvio padrio) T p

Laser 5 454,8 59,43 2,13 0,000086

Controle 5 91,4 8,44




DISCUSSAO

E importante elucidar que a intengdo deste estudo é a observagdo das respostas
fisiologicas no processo inflamatorio do tecido tendinoso lesionado quando submetidos a
laserterapia de baixa intensidade.

O rato foi o animal escolhido por favorecer o manuseio, tanto na lesdo quanto na
aplicacdo do laser, para tal, foram selecionados ratos adultos com peso médio de 280
gramas e idade adulta. Utilizamos uma dieta irrestrita e agua.

A laserterapia de baixa intensidade na lesdo tendinosa foi estudada por diversos
autores que obtiveram resultados satisfatérios (ENWEMEKA, 1991; ENWEMEKA,
1992; GUM et al., 1997, MURREL et al., 1994) entre outros. Todavia, a maioria
concluiu a necessidade de mais estudos para se obter resultados conclusivos mais
fidedignos.

Os efeitos da laserterapia de baixa intensidade sdo dependentes da densidade de
energia e tempo de exposi¢do, além do comprimento de onda, a duragdo e freqiiéncia do
pulso e até mesmo do tipo de laser pulsado ou continuo (SCHLAGER et al. 2000).

O laser fosfeto de indio e galio (InGaP) foi escolhido por possuir uma poténcia
média de 18 mW maior que o infravermelho GaAs 8,5 mW e ser continuo, o que diminui
o tempo de exposi¢do que foi achado através do calculo matematico da densidade de
energia em relagdo ao tempo. O tamanho reduzido do laser clinico facilitou o manuseio e
aplicagdo. Estes dados foram medidos no laboratério de alta poténcia do IP&D - Instituto
de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba.

A dose utilizado foi de 4 joules por estar na faixa terap€utica sugerida por
Rodrigues & Guimaraes (1998) para efeito cicatrizante. Além disso, outros estudos foram
realizados utilizando doses na faixa de 3 a 6 joules/lem® (KANA et al. 1981;

TATURANAS et al., 1998).
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A caneta do laser foi posicionada em contato direto com a pele do animal num
angulo de 90° em relagdo ao tecido tendineo a fim de diminuir a dispersao e aproveitar e
energia emitida.

A aplicagdo da radiacdo laser foi iniciado no grupo experimental imediatamente
apos a sutura cutdnea para maximizar os efeitos na fase inicial de cicatrizagdo e manteve-
se por mais sete dias consecutivamente na dose e tempo exposi¢ao estabelecida.

A utilizacao de oculos com lentes especiais para filtragem da radiagdo, além de
proteger os olhos dos aplicadores dos possiveis efeitos danosos a retina ndo produzem

desconforto e nem reduzem a acuidade visual (BENNETT, 1989; HANKE, 1990).

De acordo com Brugnera & Pinheiro (1998) os trabalhos com laser devem-se
adequar as regulagdes brasileiras, aplicado-o em local isolado, identificado com
caracteres e simbologia internacional para drea em uso ou presenca de radiacdo e acima
de tudo, observando os critérios de seguranca recomendados para o tratamento com o
laser, tanto de baixa quanto alta intensidade. Evidéncias estas que foram contempladas

em nosso experimento.

Os sacrificios e retirada da amostra tendinea foram realizados apos a aplicacdo do
laser no 3° e 7° dias de pos-operatdrio para analisar a fase inicial, pois temos a inten¢ao
de prosseguir com o experimento nas fases proliferativas e de remodelagdo na conclusao
do doutorado.

Pode-se observar que o laser de baixa intensidade do tipo InGaP ¢ um método
eficiente o tratamento de processos inflamatdrios induzidos por lesdes tendinosas parciais
no tenddo de Aquiles esquerdo de ratos.

Na comparagdo entre o grupo irradiado por laser e controle houve uma diferenga
estatistica altamente significativa na fase inicial do processo de cicatrizagao prevalecendo
uma diminui¢do das células inflamatorias e proliferacdo fibrobldstica com maior
deposicao de coldgeno e formacdo de novos vasos no grupo tratado com laser do que no
controle. Estes resultados vao de encontro aos achados por Hallman et al. (1988)
atestaram em sua pesquisa que o laser He-Ne na dose de 24,7 mW/cm® ndo se mostra
efetivo na proliferagdo de células fibroblasticas. Outro estudo na mesma linha foi
realizado por Bosatra ef al. (1984) e encontrou resultados semelhantes aos achados em

nossa pesquisa, registrando que hd um aumento na proliferagdo de células,
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principalmente fibroblastos, nos tecidos lesionados com a aplicacdo do laser de baixa
intensidade.

Os maiores €xitos da laserterapia de baixa intensidade devem-se as respostas do
tecido frente a irradiagdo, como reducdo de edema, diminuicdo dos processos
inflamatorios, aumento na producdo de fibroblastos e em conseqiiéncia aumento da
sintese colagena e reepitelizagdo (BAXTER, 1994; GOGIA, 1995).

Taturanas et al. (1998), encontraram em sua pesquisa uma menor quantidade de
inflamacdo ap6s a aplicagdo do laser. Na mesma linha de pesquisa outros autores
relataram o efeito antiinflamatorio do laser na fase inicial de reparo (COLLS, 1984;
SILVA et al. 1998).

Através das analises histologicas realizadas em cada sacrificio dos animais, pode-
se observar que o laser induz notéavel diferenca no processo inflamatdrio de cicatriza¢ao
em tenddo nos diferentes dias de tratamento, quando comparadas com o grupo controle.
Evidéncias estas também vistas no trabalho de Carvalho et al. (2001) que relatou em seu
estudo uma diminui¢do do processo inflamatorio e aceleragdo na cicatrizagdo muscular
quando submetidos a laserterapia.

Ozkan et al. (1998) investigou o efeito da laserterapia de baixa intensidade em
tenddes flexores digitais em humanos, demonstrando ser um método eficiente na reducao
do edema. Estas evidéncias também foram observadas em nossa pesquisa, principalmente
nos primeiros dias de experimento, mostrando que a laserterapia de baixa intensidade tem
efeito antiedematoso, quando comparados com grupo controle que evidenciou na
primeira bidpsia presenga de liquido no meio extracelular, caracterizando edema.
Evidéncias estas que concordam com os achados histopatologicos de nosso experimento
e discordam dos achados de Samar et al. (1995), De Bie ef al. (1998) por concluirem que
o laser ndo interfere de maneira positiva na redu¢do de edema, resultados estes que
podem estar relacionados a falha na elei¢cao dos parametros adotados para o experimento.

O presente estudo apresenta uma diminui¢do do processo inflamatorio quando
comparados com o grupo controle nas duas coletas, resultados estes que estdo em
concordancia com os achados de Romanos et al. (1995) e Guerino et al. (2000) e
discordam dos achados por Vecchio et al. (1993) e Basford et al. (1998) que nado

evidenciam diminui¢do do processo inflamatorio pela utilizacdo do laser de baixa
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intensidade os quais aplicaram laser arseneto de galio aluminio de 830 nm na dose de 1
joule/cm? em duas aplicacdes semanais durante 8 semanas no tratamento de tendinite do
manguito rotador de 16 pacientes e AsGaAl de 830 nm com poténcia de 33 mW durante
33 segundos, 3 vezes por semana durante 4 semanas no tratamento de fascite plantar de
32 sujeitos respectivamente.

Outro estudo que concorda com os achados em nossa pesquisa em relagdo a
diminuicdo do processo inflamatério foi o de Haker et al. (1990) que obtiveram
resultados efetivos com aplicacdo do laser GaAs de 904 nm e poténcia média de 12 mW,
pulsado, de 2 a 3 vezes por semana num total de 12 sessdes em 49 portadores de
epicondilite lateral.

Na comparagdo entre as médias do grupo laser e controle no que diz respeito as
células inflamatorias prevalecendo uma menor quantidade em nimeros absolutos, porém
houve uma diferenca altamente significativa evidenciada no teste ¢ de Student.

Diversos autores como Currier & Nelson (1992) relatam em seus estudos uma
maior presenga de fibroblastos na fase inicial do processo de reparo quando submetidos a
aplicagdo da radiagdo laser em tecidos lesionados. Fato este evidenciado em nosso
experimento e comprovado estatisticamente, havendo uma sobreposicio do grupo
irradiado sobre o controle também em numeros absolutos.

Pode-se observar na presente pesquisa um aumento crescente na deposicao de
colageno durante a fase inicial de cicatrizagdo, fatos estes também encontrados no estudo
realizado por Tavares (2002), onde a terapia por laser proporcionou uma aceleracdo
cicatricial na tenotomia calcanea em ratos, pelo aumento da deposi¢ao de coldgeno, tanto
na fase inicial como tardia do tratamento e no estudo Castro et al. (1983) que afirma ser a
radiacdo laser do tipo He-Ne um estimulador da produgdo de coldgeno pelos fibroblastos
em até quatro vezes.

Outro estudo realizado por Reddy et al. (1998) mostrou que a fotoestimulagdo
promovida pelo laser em tenddes de Aquiles lesados em coelhos durante 14 dias foi
eficiente por incrementar a producao de coldgeno, resultados estes que entram em
concordancia com os achados da presente pesquisa.

Baxter (1988) relatou em seu estudo que o laser de baixa intensidade do tipo

arseneto de galio estimula a proliferagdo fibroblastica e em conseqiiéncia producdo de



67

novas fibras colagenas. Outro estudo na mesma linha de experimento realizado por
Anneroth ef al. (1988) demonstrou os mesmos achados. Os resultados obtidos na presente
pesquisa vao ao encontro dos resultados acima citados por mais que se usou outro
comprimento de onda, porém discordam dos alcangados por Schmitt et al. (1993) que
realizou uma analise histologica nas lesdes tendinosas em caes e nao identificou produgado
de fibroblastos ¢ sintese de fibras colagenas, fato este que pode estar relacionado a
densidade de energia e o tempo de exposi¢ao da radiagdo laser sobre o tecido lesado.

Na comparagdo subjetiva da andlise da deposicdo de coldgeno na lesdo tendinea
induzida em ratos de nosso experimento, o grupo irradiado por laser mostrou haver uma
maior quantidade do que o grupo controle nos campos analisados.

Bibikova et al. (1994) em seu estudo demonstraram que a laserterapia de baixa
intensidade promove uma neovascularizacdo no sitio da lesdo, fatos este também
evidenciados nos estudos de Herrero (1988), Roig et al. (1990) e Schindl ez al. (2002).
Compararam-se subjetivamente os grupos com relacdo a formagdo de novos vasos, onde
se observou uma maior prevaléncia no grupo tratado com laser do que no grupo controle.

Gigante et al. (2003) relataram um aumento da neovascularizagdo, principalmente
na fase inicial da lesdo, evidéncias estas que concordam com os achados da presente
pesquisa por notar histologicamente um aumento na rede vascular nos primeiros sete dias
de tratamento.

De acordo com a literatura analisada e os resultados evidenciados em nossa
pesquisa, somos favoraveis a utilizacdo do laser desde fase inicial das lesdes tendinosas
por promover uma série de eventos favoraveis a uma cicatrizagdo mais eficiente e rapida.

Faz-se necessario ainda pesquisas com diferentes comprimentos de onda, tipos de
laser, dosagens e tempos diferentes para analisar as distintas respostas e conhecermos a

interacao do laser de baixa intensidade.



CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos na presente pesquisa experimental pode-se

concluir que:

1. A laserterapia de baixa intensidade do tipo indio galio fosforo interfere de maneira
positiva na cicatrizacdo tendinosa de lesdes induzidas em ratos por incrementar a
atividade fibroblastica, deposicao de colageno e formacao de novos vasos principalmente

na fase inicial da lesdo.

2. O grupo irradiado pelo laser obteve uma redugdo no nimero de células inflamatdrias e
aumento numero de fibroblastos altamente significativo quando comparados com o grupo
controle, contribuindo dessa forma para diminuir a inflamag¢do e acelerar a cicatrizagao

na fase inicial de lesdo.

3. A andlise subjetiva realizada na avaliacdo microscOpica quanto a deposi¢ao de
colageno e formacao de novos vasos quando comparados com o controle mostraram uma

tendéncia positiva em relacdo a média no grupo irradiado por laser.

4. A dosimetria empregada na pesquisa nao provocou nenhum dano tecidual observado

pela microscopia Optica.

5. Sugere-se, para outros trabalhos que tenham interesse em aprofundar as pesquisas na
area de laserterapia de baixa intensidade em tenddes, que se realize com uma amostragem

maior ou animais da mesma origem genética para facilitar a andlise microscopica.
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ANEXO A - Protocolo de irradiacao

PROTOCOLO DE IRRADIACAO

Autor: Fabiano Chiesa

Orientador: Egberto Munin

Titulo: Efeitos da radiagdo laser de baixa intensidade sobre a fase inicial da cicatrizagao

de lesdo tendinea em ratos

Tipo do Laser: Fosfeto de indio e galio

Poténcia média: 18 mW

Modo do Operacdo: continuo

Dose: 4 joules

Area do feixe: 1 mm?>

Distancia de aplicacdo: em contato perpendicular

Modelo do Laser: Phisyolux Dual da marca BIOSET

Comprimento de onda: 658,4 nm

Area tratada: tenddo de Aquiles esquerdo (2mm)

Tempo de aplicacdo: 222 segundos (3°42”)

N°de aplicacoes: variadas conforme o desenho experimental

N°de cobaias: 20 ratos wistar machos

Intervalo entre aplicacoes: 24 horas




ANEXO B - Escores brutos

Ratos
G1SG1
MEDIA
DESV PAD
G2SG1
MEDIA
DESV PAD
Ratos
G1SG2
MEDIA
DESV PAD
G2SG2
MEDIA
DESV PAD

RESULTADOS 3° DIA DE EXPERIMENTOS

Células
inflamatdrias
11
10
15
13
12
12,2
1,923538406

80
88
96
92
87
88,6
5,983310121

Fibroblastos

301

354

407

391

322

355
44,73812692

44
51
62
58
49
52,8
7,190271205

Deposicao de
colageno
2/++++
2/++++
2/++++
2/++++
2/++++

Vo [++++
Vo [++++
Vo [++++
Vo [++++
Vo [++++

Neovascularizagao
1% [+++
1V [+++
1V [+++
1% [+++
1% [+++

1/+++
1/+++
1/+++
1/+++
1/+++

RESULTADOS 7° DIA DE EXPERIMENTOS

Células
inflamatorias
6
11
7
8
9
8,2
1,923538406

29
31
30
27
30
294
1,516575089

Fibroblastos
392
504
388
489
501
454,8
59,43652076

81
92
85
98
101
91,4
8,443932733

Deposicao de
colageno
2/++++
2/++++
2/++++
2/++++
2/++++

1% [++++
1% [++++
1% [++++
1% [++++
1% [++++

Neovascularizagao
1/+++
2/+++
2/+++
1/+++
2/+++

1% [+++
1% [+++
2/+++
1% [+++
1% [+++



ANEXO C — Tratamento estatistico

EXCEL FOR WINDOWS

(Variavel 1: Laser e Variavel 2: Controle)

Resultados Células inflamatorias 3° dia

Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Variavel 1 Variavel 2
Média 12,2 88,6
Variancia 3,7 35,8
Observagdes 5 5
Hipotese da diferenga de média 0
Gl 5
Stat t 27,18190016
P(T<=t) uni-caudal 6,30373E-07
t critico uni-caudal 2,015049176
P(T<=t) bi-caudal 1,26075E-06
t critico bi-caudal 2,570577635
Corrigido
Teste-t: duas amostras presumindo varidncias diferentes
Variavel 1 Variavel 2
Média 12,2 88,6
Variancia 3,7 35,8
Observacgdes 5 5
Hipotese da diferenga de média 0
Gl 5
Stat t 27,18190016
P(T<=t) uni-caudal 0,00000063
t critico uni-caudal 2,015049176
P(T<=t) bi-caudal 0,00000126

t critico bi-caudal 2,570577635




ANEXO C — Tratamento estatistico (continuacao)

EXCEL FOR WINDOWS

(Variavel 1: Laser e Variavel 2: Controle)

Resultados Células inflamatorias 7° dia

Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Variavel 1 Variavel 2

Média
Variancia
Observagdes

Hipétese da diferenga de média

Gl

Stat t

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

8,2 294
3,7 23
5 5
0
8
19,3528637
2,6374E-08
1,85954832
5,27481E-08
2,306005626

Corrigido

Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes
Variavel 1 Variavel 2

Média 8,2 29,4

Variancia 3,7 2,3

Observagdes 5 5

Hipotese da diferenga de média 0

Gl 8

Stat t 19,3528637

P(T<=t) uni-caudal 0,000000026

t critico uni-caudal 1,85954832

P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

0,000000052
2,306005626




ANEXO C — Tratamento estatistico (continuacao)

EXCEL FOR WINDOWS

(Variavel 1: Laser e Variavel 2: Controle)

Resultados Fibroblastos 3° dia

Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Variavel 1 Variavel 2
Média 355 52,8
Variancia 2001,5 51,7
Observagdes 5 5
Hipotese da diferenga de média 0
Gl 4
Stat t 14,91295936
P(T<=t) uni-caudal 5,88787E-05
t critico uni-caudal 2,131846486
P(T<=t) bi-caudal 0,000117757
t critico bi-caudal 2,776450856
Corrigido
Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes
Variavel 1 Variavel 2
Média 355 52,8
Variancia 2001,5 51,7
Observagdes 5 5
Hipotese da diferenga de média 0
Gl 4
Stat t 14,91295936
P(T<=t) uni-caudal 0,000058878
t critico uni-caudal 2,131846486
P(T<=t) bi-caudal 0,000117757

t critico bi-caudal 2,776450856




ANEXO C — Tratamento estatistico (continuacao)

EXCEL FOR WINDOWS

(Variavel 1: Laser e Variavel 2: Controle)

Resultados Fibroblastos 7° dia

Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Variavel 1 Variavel 2
Média 454,8 91,4
Variancia 3532,7 71,3
Observagdes 5 5
Hipotese da diferencga de
média 0
Gl 4
Stat t 13,53560069
P(T<=t) uni-caudal 8,62127E-05
t critico uni-caudal 2,131846486
P(T<=t) bi-caudal 0,000172425
t critico bi-caudal 2,776450856
Corrigido
Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes
Variavel 1 Variavel 2
Média 454,8 91,4
Variancia 3532,7 71,3
Observagdes 5 5
Hipotese da diferenga de
média 0
Gl 4
Stat t 13,53560069
P(T<=t) uni-caudal 0,000086212
t critico uni-caudal 2,131846486
P(T<=t) bi-caudal 0,000172425

t critico bi-caudal 2,776450856




ANEXO D — Parecer do Comité de Etica

‘ L UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
DIVISAQ DE PESQUISA - VRPPG
‘ U P E Comité de Etica em Pesquisa

CAMPUS | - Km 171 - BR 285, Baimo Sao Jose, Caixa Postal 611
CEP 99001-870 Passo Fundo/RS - Fone (54) 316-8370 / Fax (54) 316-
Barz
cep @ upl br

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa — UPF em reunido no dia 27/04/05 apreciou o
projeto de pesquisa “Efeitos da radiacio laser sobre a fase inicial do processo de
cicatrizacio tendinosa em ratos” registro no CEP 583/2005 do pesquisador Fabiano
Lopes Chiesa. O projeto foi considerado relevante e meritdrio. Apos esclarecimentos de
pendéncias pelo pesquisador, o Comité houve por bem APROVAR o protocolo
apresentado por estar o pesquisador comprometido com a observancia de principios
éticos no uso de animais em experimentacao.

O pesquisador deverd apresentar relatorio final ao CEP até o dia 15/12/05.

Passo Fundo, 02 de agosto de 2005.

e -. ? !__ s

.._‘_G '\ J—I

Prof. .‘:&rgm T;fachadn Porto
“Srordenader Camitd de Etica em Pasquisa
VRPBG . UPF



ANEXO E — Laudo histopatolégico

RESULTADOS DA ANALISE HISTOPATOLOGICA DA PESQUISA

(Efeitos da radiagdo sobre a fase inicial da cicatriza¢do tendinosa em ratos)

Requisitante: Professor Fabiano Chiesa

Material analisado: amostra de tecido tendinoso de ratos obtidos apos lesdes induzidas

cirurgicamente com posterior realizacdo de tratamento com laser de baixa intensidade

dentro a dissertagdao de mestrado.

Periodo de andlise: agosto de 2005.

Meétodo utilizado: as amostras de tecidos foram emblocados em parafina para posterior

seccionamento ¢ montagem das Idminas. O material foi corado com Hematoxilina-Eosina

e Tricomico de Masson e visualizado através da microscopia Optica em até 40x.

Descricdo microscopica: as amostras referentes aos grupos envolvidos no experimento na

fase inicial de cicatrizagdo foram analisados pelo contador de células para as células
inflamatorias e fibroblastos e de forma subjetiva para a deposi¢do de colageno e
neovascularizagdo. Os achados obtidos estio em concordancia com os descritos nos

resultados dessa dissertagao.

Passo Fundo, 17 de setembro de 2005.

Dr. Osmar Damasceno Ribeiro

Meédico Patologista



ANEXO F — Laudo farmacéutico

ANALISE DO SANGUE DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO

(Hemograma)

Declaro para os devidos fins e a pedido do pesquisador Fabiano Lopes Chiesa
que todos os animais (20 ratos machos da raca Wistar) envolvidos no experimento da
Dissertagao de Mestrado foram submetidos a um hemograma antes do inicio da pesquisa
conforme descrito na metodologia. As analises foram realizadas em laboratorio
especializado e na interpretagdo dos resultados todos os animais apresentaram quadro

hematologico normal.

Passo Fundo, 10 de agosto de 2005.

Dra. Fabiana Falkembach

Farmacéutica Bioquimica



ANEXO G — Tabela de pesos e dosagens de medicamentos de cada animal

Numero Peso Xilasina Tiopental
do rato (gramas) (2mg/Kg) (30mg/Kg)
01 298 0,030 0,36
02 270 0,027 0,32
03 289 0,029 0,34
04 262 0,026 0,31
05 285 0,029 0,34
06 278 0,028 0,33
07 279 0,028 0,33
08 291 0,029 0,34
09 286 0,029 0,34
10 293 0,029 0,34
11 285 0,029 0,34
12 299 0,030 0,36
13 291 0,029 0,34
14 278 0,028 0,33
15 260 0,026 0,31
16 276 0,028 0,33
17 262 0,027 0,31
18 240 0,024 0,28
19 268 0,027 0,32
20 279 0,028 0,33




ANEXO H - Laudo afericao

LAUDO DE AFERICAO DO EQUIPAMENTO UTILIZADO NO
EXPERIMENTO

(Laboratdrio de Laser de Alta Poténcia do IP&D)

O seguinte equipamento: Phisiolux Dual da marca Bioset vermelho visivel foi
aferido no Laboratorio de Laseres de Alta Poténcia do IP&D (Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento) no dia 18 de mar¢o de 2005. Foi aferida a poténcia do equipamento
utilizando um medidor de poténcia da marca Melles Griot, modelo 13PEMO001,
resultando no valor de poténcia média de 18 mW para o vermelho. O comprimento de
onda foi aferido utilizando um espectrometro da marca Oriel Instruments, com resolugdo

de 300 I/mm. O laudo de afericao foi coordenado pelo Professor Doutor Egberto Munin.

Phisiolux Dual (Vermelho)
Poténcia Média = 18 mW
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RESUMO

EFEITOS DA RADIACAO LASER DE BAIXA INTENSIDADE SOBRE A FASE
INICIAL DO PROCESSO DE CICATRIZACAO TENDINOSA EM RATOS

A laserterapia de baixa intensidade vem sendo empregada para diminuir o
processo inflamatorio e promover uma aceleragdo na cicatrizagdo de diferentes tecidos
lesionados. Visando verificar os efeitos da radiagdo laser sobre a fase inicial do processo
de cicatrizacdo tendinosa de lesdes parciais induzidas cirurgicamente, vinte ratos machos
da raga wistar clinicamente sadios provenientes do Biotério da Universidade de Passo
Fundo foram aleatoriamente divididos em dois grupos e subdivididos e 2 subgrupos
contendo cinco ratos cada. Todos os animais foram submetidos h4d uma lesdo parcial no
corpo do tenddo de aquiles esquerdo de dois milimetros com sutura imediata da pele e
inicio do tratamento estabelecido. Pelo periodo de sete dias, as lesdes tendinosas do
grupo | foram submetidas a uma aplicagdo diaria do laser fosfeto de indio e galio com
comprimento de onda de 658,4 nm na faixa do vermelho visivel no modo puntual com
dose de 4 joules com a caneta em contato direto com a pele do animal. A avaliagdo
microscopica foi feita mediante acompanhamento histopatolégico apos bidpsia tecidual
efetuada em todas as lesdes tendineas ao término do 3° e 7° dias. O tecido removido foi
fixado, preparado e corado com Hematoxilina-Eosina e Tricomico Masson para observar
as células inflamatérias, fibroblastos, deposi¢do de coldgeno e neovascularizacao.
Através dos resultados obtidos pode-se concluir que o laser de baixa intensidade é um
método eficiente e altamente significativo no tratamento de lesdes parciais tendineas
induzidas em ratos na fase inicial quando comparados com o grupo controle, por diminuir
o processo inflamatorio e incrementar a producdo de fibroblastos, depositacdo de

colageno e formagao de novos vasos no sitio da lesao.

Palavras-chaves. Laser, cicatrizacdo, tenddo.



ABSTRACT

EFFECTS OF THE LASER RADIATION ON THE LOW INTENSITY IN THE
INITIAL PHASE OF THE PROCESS OF TENDON HEALING IN RATS

The laser therapy with low intensity has been used to reduce the inflammatory
process and to promote an acceleration in the healing of different damaged tissues.
Seeking to check the effects of the laser radiation in the initial phase of the process of
tendon healing of partial lesions induced surgically, twenty male rats of the wistar race
clinically healthy coming from Bioterio of the University of Passo Fundo they were
divided into two groups and subdivided into two subgroups with five rats in each one.
All the animals suffered partial lesion in the body of the left Achilles tendon of 0,2 cm
with immediate suture of the skin and beginning of the established treatment. During the
period of seven days, the group one’s tendon lesions were submitted to a daily
application of the InGaP laser with wavelength of 658,4 nm in the band of visible red in
the punctual method with dose of 4 joules with the pen in direct contact with animal’s
skin. The microscopic assessment was made with histopatologic accompaniment after
tissuey biopsy made in all tendon lesions at the end of the 3™ and 7™ days. The removed
tissue was fastened, prepared and flushed with H&E and Masson to observe the
inflammatory cells, fibroblasts, collagen deposition and new vascularization. Through the
obtained results it can be concluded that the laser with low intensity is an efficient
method and highly significant in the treatment of partial tendon lesions induced in rats in
the initial phase when it’s compared with the control group, by reducing the
inflammatory process and increasing the fibroblasts production, collagen deposition and

formation of new vases in the sites of the lesion.

Word-key: Laser, healing, tendon.
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1 INTRODUCAO

De acordo com Whiting e Zerniche (2001), as lesdes tendinosas de origem
traumatica ou atraumatica ocorrem com freqiiéncia na pratica das medicinas humanas, e
representam sem sombra de duvidas o dia a dia de profissionais das areas da area de
saude com especialidades em ortopedia e traumatologia, assim como na fisioterapia.
Normalmente o processo cicatricial da lesdo tendinosa desenvolve-se num periodo que
pode variar de meses dependendo do local, da extensao, da gravidade e de fatores locais

que podem interferir ou impedir a cicatrizagao.

Tendo em vista o fendmeno de cicatriza¢ao tendinosa, tem-se procurado além de
remover os fatores que retardam o processo cicatricial, acelerar biologicamente seu
restabelecimento funcional, diminuindo assim o tempo de inatividade, de medicagdes e
promovendo um retorno mais breve as suas atividades laborativas. Os tenddes sdo as
estruturas responsaveis pela transferéncia de forcas exercidas pelos musculos para os
0ss0s, proporcionando o elo essencial no sistema musculoesquelético para que haja

movimentagdo articular.

O tecido tendinoso ¢ formado por feixes de fibras colagenas unidas por tecido
conjuntivo tendo origem mesodérmica e sua estrutura divide-se em trés partes, o corpo do
tenddo, a jungdo osteotendinosa e a jungdo miotendinosa, ligando os musculos aos 0ssos
nas suas extremidades, origem e inser¢do. A cicatrizagdo do tenddo € um processo
complexo e necessita de atividades celulares que visam restaurar a integridade do tecido
lesado, ocorrendo assim, uma migracdo de células de origem do tecido vascular e

conjuntivo até o local da lesdo (KITCHEN e BAZIN, 1998).



Laser ¢ o acronimo de Light amplication by stimulated emission of radiation
sendo uma forma de radiagdo nao-ionizante, que em contato com os diferentes tecidos
bioldgicos, resulta de acordo com o tipo de laser, em efeitos fototérmicos, fotomecanicos,

fotoelétricos e fotoquimicos (BRUGNERA; PINHEIRO, 1998; KITCHEN, 2003).

Suas principais indicacdes sdo todos os quadros patologicos onde se deseja
acelerar o reparo de tecidos moles como, musculos, tenddes e nervos e de tecidos duros
como ossos e articulagdes (TRELLES ; MAYAYO, 1987), além de mediar processos
inflamatorios e quadros dolorosos (HILL ; WALKER, 1993).

Atualmente existem varios tipos de lasers classificados de acordo com a sua
atividade ou meio ativo (GENOVESE, 2000), onde encontramos os diodos
semicondutores infravermelhos, como, por exemplo, o arseneto de galio (GaAs) com
comprimentos de onda que variam de 820 a 904 nm, tornando-se atualmente uma
ferramenta satisfatoria para obtengdo de resultados nas pesquisas de cicatrizacdo de
tecidos moles (BASFORD, 1995). Outros diodos utilizados nas pesquisas experimentais
em animais sdo os na faixa do vermelho do espectro visivel como o fosfeto de indio e

galio (InGaP) com comprimento de onda de 670 nandmetros.

Os lasers de baixa intensidade visam agdes terapéuticas e estdo sendo usados por
muitos profissionais da saude, tais como médicos, odontdlogos e fisioterapeutas
(ALMEIDA-LOPES, 1999). Suas principais indica¢cdes sdo quase todos os quadros
patolégicos onde se deseja melhorar a qualidade e maior rapidez do processo reparacional
(BRUGNERA ; PINHEIRO, 1998). De acordo com Trelles ¢ Mayayo (1987) tem-se
atribuido ao laser a aceleragdo no reparo de tecidos moles, 6sseos € nervosos. Do ponto

de vista clinico, porém, as mais interessantes observagdes dos efeitos da radiacdo de



baixa intensidade estdo relacionadas com a estimulacdo e aceleragdo das cicatrizagdes de

lesoes (RIBARI, 1981; ANNEROTH at al., 1988).

Embora essa terapia ja esteja implantada na maioria dos paises, pesquisas pouco
controladas e problemas encontrados na interpretagdo dos resultados, tais como o uso de
diferentes tipos de lasers, tempo de exposicao, quantidade de energia e tipo de tecidos
estudados, reforcam a necessidade de estudos que permitam seu conhecimento e sua
divulgacdo. Fato este que gera ainda incertezas quanto as suas reais acdes € outras
atribui¢des pertinentes a radiacdo laser, que € incorporada nas praticas fisioterapéuticas

ainda com pouca comprovagao cientifica e experimental.

Este trabalho procura avaliar a acdo do laser fosfeto de indio e galio (InGaP) com
comprimento de onda de 658,4 nandmetros (nm) na cicatrizag@o tendinosa apos execugao
de lesdes induzidas no tenddo de Aquiles esquerdo de ratos, utilizando-se dos achados

histopatolédgicos.

1.1 Justificativa

Estudos recentes tém demonstrado que ha resultados paradoxos no que diz
respeito a cicatrizagdo e regeneracdo de lesdes de tecidos moles, como no tenddo, por
exemplo, pela laserterapia de baixa intensidade, podendo estes resultados estarem
ligados diretamente a densidade de poténcia e o tempo de exposi¢do empregada nas
pesquisas de varios autores. A utilizacdo dos lasers de baixa intensidade do tipo de

arseneto de galio (GaAs), hélio-nednio (He-Ne) e fosfeto de indio e gélio (InGaP) nas



praticas de profissionais da satde, principalmente dos fisioterapeutas, vem crescendo
na mesma propor¢ao que as pesquisas cientificas, pois tem-se atribuido a este recurso
uma diminui¢do dos processos inflamatérios, aumento na proliferacdo dos
fibrobastos, estimulando assim a produgao de colageno e formagao de uma nova rede

vascular (ABERGEL et al., 1987).

As lesdes tendineas causadas por traumas diretos ou indiretos geralmente
reparam-se num periodo que pode variar de meses, dependendo do local, sua extensao
e gravidade. Em contrapartida, se a cicatrizacdo puder ser acelerada com a aplicacao
do laser de baixa intensidade (InGaP) poder-se-a minimizar os efeitos deletérios
temporarios decorrentes desse processo, maximizando a cicatriz, além de favorecer o
aparecimento de fatores locais que aceleram a cicatrizagdo tecidual, devolvendo mais

rapidamente as suas atividades didrias e laborativas os portadores deste tipo de lesao.

As pesquisas em tecidos tendinosos comprovam que a laserterapia de baixa
intensidade do tipo arseneto de galio (GaAs) e fosfeto de indio e galio (InGaP) com
dosimetria de 4 a 6 joules/cm” aceleram o processo de cicatrizagdo ¢ modulam a
formacao de tecido de granulagdo. Esses resultados trazem a expectativa da formagao
de uma cicatriz mais precoce com qualidade funcional. Por outro lado, abre-se um
amplo campo de atuacao profissional apds confirmagdes por estudos histopatologicos,
histomorfométricos e histoquimicos com comprovagdes cientificas (SCHMITT et al.,

1993).

Ainda que os resultados deste estudo tenham sido colhidos em ratos, o processo
de cicatrizacdo tendinosa ¢ similar em qualquer animal, podendo-se entdo supor a

utilizacdo do laser em humanos, respeitando suas devidas restri¢des.



1.2 Problematizacdo

Qual a eficacia do laser de baixa intensidade do tipo fosfeto de indio e galio

(InGaP) na cicatrizagdo de lesdo induzida no tenddo de aquiles de ratos?

1.3 Objetivos

1.3.1 Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo do laser fosfeto de indio e galio
(InGaP) com comprimento de onda de 658,4 nm — vermelho visivel — e com dosimetria
de 4 joules no modo pontual na cicatrizacdo tendinosa ap6s execugao de lesdes induzidas
no tenddo de Aquiles esquerdo de ratos, utilizando-se da descrigdo dos achados

histopatologicos no periodo de 7 dias.

1.3.2 Especificos

* Verificar se o laser de baixa intensidade do tipo InGaP interfere de maneira positiva no

processo de cicatrizagdo tendinosa quando comparados ao processo fisiologico normal,



* Verificar como se comportam as células inflamatdrias, os fibroblastos, deposicao de
colageno e formagdo de novos vasos quando comparados microscopicamente entre os

animais do experimento.

1.4 Delimitagao

Este estudo limitou-se apenas a investigar os resultados microscopicos dos
efeitos da laserterapia de baixa intensidade (InGaP) sobre a fase inicial do

processo de cicatrizacdo tendinosa em ratos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido tendinoso

O tenddo ¢ um tecido conjuntivo denso composto por fibras colagenas paralelas
entre si, estas fibras foram formadas e orientadas para proporcionar o maximo de
resisténcia as tracdes exercidas que normalmente atuam sobre o tecido (CARLSTEDT,

1987).

Hollensehead (1980) define tenddao como sendo um tecido que liga um musculo a
outras estruturas, mais comumente o 0sso, sendo as estruturas responsaveis pelas
transferéncias de forcas dos musculos aos 0ssos para que ocorram 0s movimentos

articulares (WHITING ; ZERNICHE, 2001).

Currier e Nelson (1992), afirmam que o tenddo ¢ constituido por fibroblastos e
uma matriz extracelular, sendo o coldgeno o maior componente desta matriz
compreendendo cerca de 90% do peso do tenddo. Dangelo e Fattini (2001) explicam que
o tecido tendinoso tem forma de fita, ou cilindrica, com superficies esbranquicadas e

brilhantes, muito resistentes e inextensiveis.

Os tenddes sdo formados por feixes de fibras colagenas unidas por tecido
conjuntivo, denominado endotendineo. Estdo presentes também no tenddo vasos
sanguineos e nervos. O tenddo também estd envolvido por outra bainha de tecido
conjuntivo, chamada de epitendineo, nas regides de friccdo ao longo de suas passagens,

essas sdao formadas por duas camadas de células achatadas. A camada interna ¢ associada



ao epitendineo, oferecendo uma superficie lisa para o movimento, ¢ a camada externa
estd ligada aos tecidos peritendineos circundantes. O espago entre as suas camadas estd
preenchido por um liquido lubrificante semelhante ao liquido sinovial, que ira diminuir o

atrito entre os mesmos (BANKS, 1991).

A estrutura conjuntiva do tenddo cria trés zonas estruturais, que ¢ o corpo do
tenddo (substancia do tendao), as jungdes do tendao com o osso (juncao osteotendinosa) e

as conexdes com o musculo (jungdao miotendinosa).

Existem requisitos importantes para que o processo de reparagdo retorne a fungao
normal dos tenddes. As propriedades tensoras dos tenddes devem ser restauradas e a
capacidade de deslizamento deve ser mantida (BANKS, 1991). Segundo Cormack
(1991), os fibroblastos sao cé€lulas grandes, e seus nucleos sdo ovais e achatados
semelhando com a forma das células. Os fibroblastos sdo responsaveis pela sintese de
colageno, sendo este formado por trés cadeias peptideas que estdo na seqiiéncia prolina-
glicina-hidroxiprolina e lisina-glicina-hidroxilisina. Encontra-se também a substancia
fundamental que tem aspecto gelatinoso, contém agua, eletrélitos e um complexo de

mucopolissacarideos denominados de glicosaminoglicanos.

O tendao de Aquiles ou ainda denominado tendao calcaneo ¢ a unido das fibras
dos musculos gastrocnémio e soleo, estando sua inser¢ao situada a um centrimetro distal
do tubérculo posterior e superior do calcaneo estendendo-se a dois centrimetro da face
posterior do mesmo. A nutricdo desse tendao ¢ realizada pela artéria tibial posterior e
fibulares, sendo que existe uma area de menor vascularizagdo, situada a mais ou menos
quatro centrimetros da inser¢do do tendao (HEBERT, 2003). Sendo este tendao o maior

do corpo humano, ele serve para transmitir for¢ca dos musculos gastrocnémio e séleo para



o calcaneo. A lesdo geralmente ocorre apds uma subita flexdo plantar do tornozelo,
geralmente apds movimento brusco. Sua lesdo torna-se mais propensa quando recebe
graus elevados de carga de tensdo (PRETINCE ; VOIGHT, 2003), podendo ocorrer lesao

do tipo estiramento, ruptura parcial ou total.

Carlstedt (1987) relata ainda que muitos fatores afetam as propriedades fisicas do
tenddo, portanto podem provocar lesdes, tais como, o envelhecimento, o overuse, a

imobilizacdo, as inje¢des de corticoides — infiltragdes — entre outros.

2.2 Bases fisiologicas da cicatrizagao tendinosa

De acordo com Arnold (1976), a cicatrizacao tecidual € a restauragdo completa da
perda tecidual, com reconstitui¢ao da arquitetura original e da fun¢do desenvolvendo-se
através da proliferacao e diferenciagao celular. O objetivo da reparacao ou reparo tecidual
¢ restaurar a intimidade entre as margens da lesdo e restabelecer as caracteristicas
morfofuncionais do tecido lesado. O reparo tecidual, na maioria dos casos, ocorre através
da associacdo de dois processos distintos: a regeneracao e cicatrizacdo. A regeneragao ¢
um processo de reparo que leva a substitui¢do do tecido lesado por células parenquimais
do mesmo tipo daquelas perdidas, restituindo a estrutura e a fisiologia do tecido, podendo
em alguns casos nao deixar qualquer seqiiela da lesdo inicial. A cicatrizagdo representa,
por sua vez, a substituicdo do tecido lesado por um tecido conjuntivo de natureza

fibroblastica, podendo este reparo resolver o problema da perda de substancia e restaurar



a continuidade do tecido lesado envolvido no processo, porém pode haver perda de
funcdo e as células parenquimais altamente especializadas estardo irremediavelmente
perdidas (SIQUEIRA ; DANTAS, 2000). O reparo tecidual envolve uma série de eventos
continuos e bem coordenados, que visam restaurar a morfofisiologia de uma lesdo. O
controle desse processo ¢ regulado por mediadores quimicos, produtos da degradagdo da
fibrina, matriz extracelular, fatores de crescimentos e citocinas liberadas por células que

participam do processo inflamatério (THOMAS, 2001).

Para Baxter (1994), a cicatrizagdo ¢ um processo bastante complicado que
envolve atividades celulares e quimiotaxicas através da liberagdo de mediadores quimicos
associados a algumas respostas vasculares, que irdo culminar numa seqiiéncia de eventos

até o reparo do tecido lesado.

Banks (1991), diz que a cicatrizacdo ocorre em diferentes estagios relacionados,
que sdo: agressdo, inducdo, inflamacao, proliferacdo e remodelagdo. Durante o processo
de agressdo o tenddo ¢ acompanhado pelos danos de outros tecidos moles. A localizagao
e a extensdo da lesdo ¢ um fator importante devido ao suprimento sanguineo dos tenddes
ser segmentado, como também o liquido sinovial encontrado nas bainhas sinoviais, a sua

ruptura pode complicar a reparacdo (DOUGLAS, 2000).

No estagio de inducdo a hipoxia tecidual pode ser o estimulo para indugdo de
novas células durante a reparacdo dos tenddes. Os fibroblastos se proliferam no interior
dos tenddes e novos capilares invadem o tenddo a partir dos tecidos peritendinosos

(BANKS, 1991).

De acordo com Baxter (1994), logo apds a agressao do tenddo, ou seja, a lesdo,

inicia-se uma resposta vascular com vasoconstri¢do por a¢ao da noradrenalina e logo apds



vasodilatacdo, onde células inflamatoérias sdo atraidas para o sitio da lesdo. Além disso, a
histamina tem seu papel importante por alterar a permeabilidade vascular, formando entao

o edema no local agredido.

O estagio da inflamagdo inicia no momento da lesdo e tem duracdo de
aproximadamente cinco dias (ENWEMEKA, 1989). Os sinais classicos da inflamacao se
apresentam como rubor, edema, limitacdo da funcdo, calor e dor. A lesdo pode causar
tanto a morte celular como o comprometimento dos vasos. Essa fase tem como objetivo
principal livrar a area de residuos de tecido morto e destruir antes do reparo, qualquer

infecgdo invasora (KITCHEN ; YOUNG, 2003).

Em torno de vinte e quatro horas apos a agressao o local onde ocorreu a lesdao
comeca a receber os fibroblastos e as células endoteliais, que se proliferam para formar o
tecido de granulagdo. A partir disso, temos quatro componentes, a neovascularizagao, a
migracao e proliferacdo dos fibroblastos, a deposi¢do da matriz extracelular e maturagado

e o remodelamento celular (GUYTON ; HALL, 1995; COTRAN et al., 2000).

A inflamagao excessiva pode provocar formagao de coldgeno (fibrose) no local da
reparagdo e a migracao dos fibroblastos do epitendao e endotenddo para o local da lesdo,
ocorrendo fagocitose de restos celulares e de colageno, iniciando uma nova sintese de

colageno pelos fibroblastos (BANKS, 1991).

A fase inflamatéria se subdivide em outras duas subfases conhecidas como
fagocitose e neovascularizagao. Sendo que na fagocitose o objetivo ¢ evitar a infeccao do
local pela contaminacdo dos tecidos lesados e necrosados. J& a neovascularizagdo ¢ a
reconstru¢cdo dos vasos lesados da ferida. A ferida recente se encontra avermelhada e

muitas vezes edemaciada pela presenca de capilares no local. No final da cicatrizagao



esta se torna esbranquicada por degeneracdo destes capilares (HARDY apud

PIMENTEL, 2001).

O estagio fibroblastico ou proliferativo tem duracdo de 5 a 21 dias e € nesta fase
que a cicatriz comega a ganhar forca (WANG, 1998). E caracterizada pela proliferagdo de
fibroblastos e secrecao de procolageno. As células do epitendineo e do endotendineo sdo
responsaveis pelos eventos intrinsecos da reparagdo, onde nestas regides se tornam
hiperplésicas depositando grande quantidade de coldgeno no local da lesdo. A bainha
sinovial e os tecidos peritendineos também contribuem com as células e o colageno,

constituindo o aspecto extrinseco do processo de reparacao (BANKS, 1991).

Segundo Hardy apud Pimentel (2001) nesta fase existem outra 3 subfases
conhecidas como epitelizagdo, contragdo da ferida e produgdo de colageno. Na
epitelizagcdo ocorre a migracao das células epiteliais para o fechamento da ferida através
da mitose. A borda da ferida ¢ imida e rica em oxigénio. Apds, ocorre a contragdo da
ferida, que ¢ conhecido como processo de tragdo da ferida reduzindo o defeito. Por fim

inicia-se a produgdo de colageno, sendo esta a subfase mais importante da cicatrizagdo.

O estagio de maturacao ou remodelagdo inicia com 4 semanas apds a lesdo, sendo
que apds 6 semanas o local da lesdo esta preenchido por colageno (WANG, 1998).
Numerosos fatores irdo influenciar no sucesso da reparagdo do tenddo. O manejo
adequado pode resultar no retorno a um estado funcional quase normal (BANKS, 1991).
Esta fase ¢ marcada por uma série de eventos como aumento e organizagdo da matriz,
diminuicdo do niimero de células, retorno da vascularizagdo e inervacdo normal, aumento
do diametro das fibras colagenas e aumento na deposicao de elasticas. No final desta fase,

o tenddo assume aspecto normal, porém as fibras colagenas sdo relativamente imaturas.



Segundo Wang (1998), a forca do tenddo vai aumentando gradativamente, ¢ a
remodelagdo pode durar até 112 dias. A fase de maturagdo e remodelamento se subdivide
em outras duas subfases, chamadas de equilibrio sintese-lise e orientagdao das fibras. A
primeira ¢ a constante troca de coldgeno velho por novo, ¢ a segunda orienta as fibras
colagenas. Esta subfase depende de outros fatores conhecidos como inducgao e tensdo. Na
inducdo a cicatriz mimetiza as caracteristicas do tecido cicatricial, e a tensdo refere-se aos

estresses internos e externos que afetam a area da lesao.

O reparo tendinoso ¢ uma combinacdo de processos intrinsecos € extrinsecos,
onde o primeiro ocorre dentro do tenddo como resultado da atividade dos tenocitos e do
suprimento sanguineo intratendinoso, ja o segundo ocorre por processos que se originam
dentro do tenddo com crescimento de fibroblastos, células inflamatérias e invasdo
vascular extratendinosa. O balanco entre estes processos depende da natureza da lesdo,
técnica de reparo e regimes de mobilizacdo pds-operatorio. (JUNQUEIRA e

CARNEIRO, 1995; WANG, 1998).

O tendao possui cicatrizacdo lenta e muitas vezes leva a consequéncias como
atrofia muscular, aderéncias tenocutaneas, rerupturas e até mesmo osteoatrite
(ENWEMEKA, 1992). Varios estudos foram e estdo sendo realizados com o intuito de
minimizar os problemas da cicatriza¢do tendinosa, os quais destacam-se os da utilizagdo
de agentes fisicos para acelerar o processo de reparacao tecidual (ABERGEL et al., 1984;

GUN et al., 1997; REDDY et al., 1998 e SCHIMITT et al., 1993).



A laserterapia de baixa intensidade tem sido utilizada para promover aceleragao
nos processos cicatriciais em estudos experimentais € também nas praticas médicas e

fisioterapéuticas (SILVA et al., 1998; LIANZA, 2001).

2.3 Laser de baixa intensidade

A palavra LASER ¢ um acronimo de Ligth Amplification by Stimulated Emission
of Radiation que significa uma amplificacdo da luz por emissao estimulada de radiacao.
Teve seu principio descrito por Albert Einstein em 1916, quando postulou o fendmeno
fisico de emissdo estimulada de fotons, que a partir da excitagdo de um meio ativo,
elevando o atomo a um nivel superior de energia e quando esse voltar a seu estado orbital
inferior ocorrera a emissao estimulada que liberara o excesso de energia em forma de um
foton (BRUGNERA; PINHEIRO, 1998). A partir dai, ele expds que seria possivel
estimular um corpo a liberar energia em forma de radiacdo eletromagnética com
caracteristicas uniformes e coerentes (KLIDE, 1983; COTTERILL, 1984;
FURLANETTO et al., 1984; MARQUES, 1985; BRUGNERA ; PINHEIRO, 1998).
Explicando melhor, a producao do laser resulta de um elétron que sofre um salto quantico
quando previamente estimulando, passando de um baixo a um alto estado de energia,
emitindo ondas na mesma freqiiéncia, comprimento de onda e dire¢do, originando o feixe
laser que possui mais poténcia que outras radiagdes Opticas ndo modificadas ou

estimuladas (KITCHEN ; PARTRIDGE, 1991; ORTIZ, 2001).



Viarias décadas se passaram, no entanto, antes que houvesse condigdes técnicas
para tentar viabilizar este conceito tedrico, pois questdes tecnoldgicas ndo permitiam que
o laser fosse concluido antes, por isso teve um periodo de laténcia nos experimentos

provavemente pelo empirismo cientifico da época.

Baseado no principio citado acima, em 1950, Townes, Gordon e Zeiger constroem
o maser (amplificador de microondas por emissao estimulada de radia¢do) possibilitando

trabalhar na regido visivel de espectro (HERCH ; TERESI, 1987; KLOTH, 1997).

Porém foi somente em 1960 que o fisico norte americano Theodoro Maiman criou
o primeiro laser de estado s6lido utilizando como elemento o rubi. Um ano mais tarde,
houve a primeira interveng¢ao cirurgica com laser no Hospital Presbiteriano de Nova York
para a retirada de um tumor de retina. Em meados dos anos setenta, foi construido o laser
HeNe por Javan, Bennett e Herriot apoiados na descoberta feita por White e Ridgen do
laser vermelho visivel, sendo a primeira fonte de luz coerente disponivel no comércio.
Este fato proporcionou estudos e no final da década de setenta surgiram os primeiros
lasers infravermelhos como arseneto de galio (GaAs) e o arseneto de galio aluminio
(HERCH ; TERESI, 1987; BAXTER, 1997; KITCHEN ; PARTHIDGE, 1991; TUNER ;
HODE, 1999; RIGAU et al., 1995; GOOSSENG ; ENDERBY, 1984; KLIDE, 1983;

KLOTH, 1997; OSHIRO, 1991).

Em funcdo deste invento, Einsten ganhou em 1964 o prémio Nobel de fisica em
conjunto com os russos Basov e Prokorov e a partir dai, os avangos tecnologicos tiveram
um crescente aumento. Em 1966, Kao e Hochman concluiram que poderia ser possivel
introduzir a radiacdo laser por finos tubos (fibras opticas). Em 1979, ¢ lancado o CD pela

Philips que usa a luz do laser para a leitura Optica. Vinte anos mais tarde, em 1999, o



quimico Ahmed Zewail ganha prémio Nobel usando o laser para mostrar como os atomos

movimentam-se nas diferentes etapas de uma reagdo quimica (ZANGARO, 2004).

Historicamente, a maioria dos trabalhos com laser de baixa poténcia comecaram
na Europa oriental, Hungria, Austria e na antiga Unidio Soviética (BASFORD, 1989;
BRAVERMAN et al. (1989). Os primeiros trabalhos da terapia laser comecaram na
Europa, sendo baseados nas publicagdes do professor Mester, de Budapeste, conhecido
como o papa da bioestimulacdo por laser supostamente por aumentar a celularidade nos
tecidos irradiados, acelerando o tempo de mitose agdo que se observa principalmente na
reparacdo cicatricial das lesdes por maior vasculariza¢ao e formagao abundante de tecido
de granulacdo. O laser chegou a ser uma modalidade de tratamento popular,
principalmente na Unido Soviética e no oriente proéximo, onde aconteceu um grande
numero de aplicacdes (OSHIRO, 1991; BAXTER et al., 1991). Por tal popularidade, os
primeiros relatos de que o laser induzia alteracdo na fungdo das células e tecidos
apareceram em jornais inacessiveis e, além disso, na sua traducdo geravam descrengas,
pois apresentavam erros metodoldgicos inaceitaveis.

No Brasil, alguns bons experimentos com lasers de baixa poténcia vém sendo
desenvolvidos na cicatrizagcdo de lesOes cutidneas, musculares, tendinosas ¢ Osseas em
animais. Destes convém destacar os resultados obtidos por Silva et al. (1998), Brugnera e
Pinherio (1998), Del Bue et al. (1982), Klide (1983), Mckibbin (1984), Chiesa e Santos
(2000), Chiesa et al. (2004), Chiesa e Lazarotto (2005) no que tange os processos

reparacionais de tecidos.

Colls (1984), afirma que somente apds o ano 1965 € que o laser terap€utico teve

seu reconhecimento adaptativo. De acordo com Hilario (1988), a partir de 1965 diversos



cientistas de varios paises iniciaram experiéncias com equipamentos de poténcias
inferiores dos lasers cirargicos, os chamados laser terapéuticos. Desde entdo, a
laserterapia vem sendo utilizada nas diferentes areas da satde, isto é, sempre que se
deseja uma acdo antiinflamatodria, antiedematosa, analgésica ou regeneradora tissular
(DEL BUE et al., 1982; CRUANES, 1984; BASFORD, 1986). Do ponto de vista clinico,
porém, as mais interessantes observacdes dos efeitos da radiacdo laser de baixa
intensidade estdo relacionadas com a estimulag@o e aceleragdo das cicatrizes de lesdes de

tecidos moles (RIBARI, 1981; ANNEROTH et al., 1988).

Richand e Boulnois (1983), Abergel et al. (1984), Basford (1986), Anneroth et al.
(1988) relataram que os lasers infravermelhos do tipo arseneto de gélio e visivel do tipo
indio galio fosforo e Hélio-neon sdo mais freqiientemente usados em terapéuticas, em
funcao de sua alta viabilidade, baixo custo e amplo retorno experimental. Estas radiacdes
tem éxito devido a particular resposta no tecido, como a reducdo de edema, diminui¢ao
dos processos inflamatorios, aumento da fagocitose, da sintese colagena e de nova

epitelizagdo e vascularizagdo.

O que faz o laser ser diferente da luz comum sdo suas caracteristicas e as
propriedades que diferenciam a luz laser de outras ondas luminosas s3o: a
monocromaticidade, a colimagdo e a coeréncia (TRELLES, 1982). Além disso, possuem
efeitos muitos especificos nos tecidos, podendo esta luz ser absorvida, refletida,

transmitida e espalhada (SLINEY, 1985; BENNETT, 1989; HILLENKAMP, 1989).

A monocromaticidade indica uma posi¢ao no espectro eletromagnético e com isso
uma so cor com um comprimento de onda especifico. Esta caracteristica ¢ considerada o

atributo mais importante do laser, pois determinam quais as interagdes fotobiologicas e os



efeitos terapéuticos especificos (KITCHEN e BAZIN, 1998), ou seja, estabelece as

biomoléculas que absorverao o feixe de radiacao incipiente (BAXTER, 1997).

A colimagao diz respeito a diretividade, ou seja, o feixe mantém ou tenta manter
um paralelismo, mantendo um pequeno tamanho da saida da luz do laser numa grande
distancia. Esta caracteristica pode ser responsavel pelos perigos da exposi¢ao dessa fonte

de luz direta nos olhos (BAXTER, 1997).

A coeréncia ¢ uma das propriedades da radiacdo laser que difere das outras
formas de luz, mostrando uma sincronia entre as ondas luminosas que viajam na
mesma direcdo. A coeréncia esta dividida em espacial quando os fétons estdo
ajustados paralelos entre si e temporais quando estes se encontram em fases

(TUNER ; HODE, 1999; GENOVESE, 2000).

Cada uma dessas propriedades, em separado ou em conjunto, possibilita
aplicagdes especificas e de grande resultados nas areas das ciéncias humanas
(OLIVEIRA, 1999). A radiag@o luminosa ao atingir o tecido sofre a reflexdo, fenomeno
que ocorre quando a radiagdo atinge a superficie do tecido bioldgico, fazendo com parte
dessa retorne na direcdo da fonte de excitagdo, sem interagir com o tecido definido pela
Lei de Snell; a absor¢do € o principal pardmetro da interacdo laser — tecido biologico,
pois dela depende a quantidade de energia entregue a este tecido e por sua vez somente
essas radiagdes absorvidas tém efeito fotobiologico ou fotoquimico (BALBONY et al.,
1986; ZANGARO, 2004). Além disso, o retroespalhamento da luz traz informagdes das
moléculas e através desse fendmeno podemos obter a bidpsia Optica; a transmissao
consiste na radiacdo que atravessa o tecido bioldgico sem sofrer atenuagao mantendo suas

caracteristicas fisicas e também sem sofrer processos de espalhamento; o espalhamento



tem relagdo direta entre o comprimento de onda da radiag@o incidente e a dimensdo da
particula espalhadora. O espalhamento pode ser elastico (ocorre quando observa-se que a
luz espalhada se apresenta de cor diferente da luz incidente) e ineldstico (ndo apresenta

variacao na cor da luz incidente).

Ja Colls (1988), relata em seus estudos que além das trés caracteristicas
(monocromaticidade, coeréncia e colimag¢do), a radiagdo luminosa produz uma quarta,
conhecida entdo de “alto brilho”, sendo esta a propriedade basica da utilizagdo do laser
como instrumento terapéutico e cirtrgico. Relata também que a grande quantidade de
energia produzida sera focalizada em uma superficie de area reduzida, permitindo

elevada densidade de poténcia e intensidade.

Os parametros opticos que se deve levar em consideragdo quando se trabalha com
laser ¢ a velocidade da luz, medida ha 70 anos atras e postulada por Einstein como a
maior velocidade que existe (300.000 Km/s). O indice re refragdo ¢ a relagdo entre a
velocidade da luz no ar e no meio incidente, quanto mais denso for o meio, mais lento
sera a transmissdo e quando a luz atravessa a interface do meio incidente ela sofre uma
alteracdo de velocidade. Diante disso, para compreender a interagdo do laser com o tecido
bioldgico € necessario conhecer as propriedades Opticas do tecido e alguns conceitos
basicos da acdo da luz e de seus efeitos teciduais: a freqiiéncia de onda que significa o
numero de cristas ou ciclos que passam por um ponto estaciondrio em 1s, sendo
inversamente proporcional ao seu comprimento e expressa em hertz (Hz); a amplitude ¢ a
altura da crista a concavidade da proxima onda, altas amplitudes indicam altos indices de
energia e o comprimento de onda que ¢ a distancia entre duas sucessivas cristas da onda

expressa no caso do laser em nanémetros (ZANGARO, 2004).



Para melhor compreender a interacdo do laser com os tecidos bioldgicos ¢
necessario conhecer as propriedades do tecido, o comprimento de onda do laser e a
densidade de energia e de poténcia para o tecido. Com estes parametros, todos os efeitos
causados por esta radiacao serdo previstos em modelos fisicos € matematicos, levando em
consideragcdo o tipo de célula, a perfusdo sanguinea e a condu¢do térmica. A energia
depositada pelo foton nos tecidos bioldgicos pode gerar processos vibracionais,
rotacionais e eletronicos que imediatamente se transforma em outro tipo de energia ou
efeito bioldgico que sdo chamados de efeitos primarios da radiacdo que sdo classificadas

em: efeitos bioquimicos, bioelétricos, bioenergéticos (GENOVESE, 2000).

O efeito bioquimico pode provocar dois efeitos, liberacdo de substancias pré-
formadas como histamina, serotonina e bradicinina e modificacdo das reacdes
enzimaticas normais, tanto inibitdrias quanto estimulatérias (GUIRRO; GUIRRO, 2003),
além de exercer estimulos na producdo de ATP no interior da célula, acelerando a mitose,
aumentando a lise de fibrina e interferindo na producdo de prostaglandinas. Deve-se
destacar também como efeito bioquimico a a¢do fibrinolitica dos raios lasers

(BOECHAT, 1999).

Segundo Genovese (2000) o efeito bioelétrico estimula o aumento e a
quantidade da produgao de ATP produzida pela célula (modo indireto) e atua sobre a
mobilidade i0nica, potencializando a bomba de sodio e potdssio (modo direto), com
isso, a diferenca de potencial elétrico existente entre o interior e o exterior da célula ¢
mantida com maior eficacia (RODRIGUES ; GUIMARAES, 1998). Além disso, esse
efeito ajuda a normalizar o potencial da membrana, atuando como reequilibrante e

normalizador da atividade funcional da célula.



Os efeitos bioenergéticos decorrentes da radiacdo laser sdo classificados em
primarios e secunddrios. Os primarios podem ser definidos como sendo as respostas
celulares decorrentes da absor¢do da energia e os secundérios sdo alteragdes fisiologicas
que ndo afetam s6 a unidade celular, mas todo o tecido. Os efeitos secundarios
relacionados a reparagdo tecidual sdo: aumento do tecido de granulacdo, neoformacao
vascular, aumento do coldgeno, aceleragdo do processo de cicatrizacdo e aumento da
atividade fagocitaria dos linfocitos e macrofagos (GUIRRO ; GUIRRO, 2003). O
estimulo a microcirculagdo ¢ proporcionado pela acdo da radiacdo laser sobre os
esfincteres pré-capilares, sendo que estes abrem ou fecham a passagem para a rede
capilar distribuindo o fluxo sangiiineo e alterando as regides a serem irrigadas. Através da
acdo da histamina liberada, ocorre paralisagdo desses esfincteres, aumentando o fluxo
sangiiineo. Ja no trofismo celular, a velocidade mitotica ¢ aumentada com o aumento da
producdo de ATP, proporcionando aumento na velocidade de cicatrizagdo e melhor
trofismo dos tecidos. Isso ocorre pelo estimulo da capacidade de cicatrizagdo do tecido
conjuntivo, assim como a neoformacdo vascular (RODRIGUES ; GUIMARAES, 1998;
COLLS, 1984; BIBIKOVA et al., 1994; GONZALES; CRUANES, 1988; VECOSO,

1993; KARU et al., 1995; HERERRO et al., 1988; SILVA et al., 1998).

Vegoso (1993), classifica o laser como laserterapia de alta poténcia e laserterapia
de baixa poténcia, onde o primeiro apresenta potencial destrutivo e o segundo nao

apresenta potencial destrutivo respectivamente.

Kitchen e Bazin (1998) definem a laserterapia de baixa intensidade com as
aplicagdes de diodos monocromaticos de intensidade baixa onde para aplicacdes em

lesdes sdo freqiientemente usadas poténcias menores de 35 mW. Esta modalidade ¢



denominada de bioestimulacdo por acelerar os processos reparacionais, fatos estes
descritos por Mester, porém esta denominagdo ndo estd adequada, pois o laser
possui capacidade de acelerar processos celulares e inibir outros. Desta forma, o

termo mais correto a ser utilizado seria a biomodulagao.

A primeira intera¢do do laser com o tecido bioldgico acontece na pele, onde cerca
de 6% da radiacdo luminosa incidente ¢ refletida (PARRISH ; DEUTSCH, 1984). A
distribui¢dao gaussiana permite fazer um céalculo de atenuacao do laser que tem um carater
exponencial, assim a profundidade na qual a intensidade do feixe ¢ 37% da intensidade
original incidente ¢ chamada de profundidade de penetragdo, assim pode-se fazer um
calculo aproximado em relagdao aos tecidos corporais irradiados, necessitando saber o

coeficiente de absor¢ao de cada tecido biologico (BAXTER, 1997).

Nao ha davida que a laserterapia veio beneficiar inumeros areas da satde, tais
como a medicina e a fisioterapia, porém ainda causa algumas polémicas em relagdo a
seus a possiveis efeitos secundarios. Estudos recentes conduzidos pelo professor
Nivaldo acusaram a ocorréncia de cegueira em filhotes de ratas apds a irradiacdo
sobre a regido pélvica (VECOSO, 1993). Entretanto, a American National Standards
Institute classificam os lasers em classes, onde os lasers de baixa intensidade (GaAs,
InGaP, HeNe e GaAlAs) possuem poucas possibilidades de causarem -efeitos

deletérios.

Nos principios fisicos da radiacdo laser, segundo Colls (1988), a onda ¢ um
disturbio transmitido através do vacuo ou de um meio gasoso, liquido, ou solido.
Estas ondas podem variar de acordo com o ciclo (menor por¢do nado repetida da onda),

periodo (tempo para efetuar um ciclo), comprimento de onda (distdncia percorrida



pela onda em um periodo), freqiiéncia (numero de ciclos em um periodo), velocidade
de propagacdo, energia (capacidade de realizar trabalho), poténcia (quantidade de
energia utilizada em um espaco de tempo) e a densidade de energia (quantidade de

energia utilizada em uma determinada superficie).

Para haver produgdo de laser é necessario que tenha bombeamento com
energia de gases ou semicondutores, emitindo entdo um feixe de luz visivel ou nao

visivel (BAXTER, 1998).

Colls (1984) descreve um esquema para critérios de doses empregadas em
cada situacdo clinica, onde para efeito analgésico usa-se uma dose de 2 a 4 joules;
para o efeito antiinflamatodrio, dose de 1 a 3 joules; efeito cicatrizante, dose de 3 a 6

joules e para o efeito circulatorio, doses de 1 a 3 joules.

O mesmo autor descreve ainda diferentes dosagens de acordo com o estagio da
lesdo, onde doses baixas de 1 a 3 joules para estagio agudo, doses médias de 3 a 4
joules para estagio subagudo e doses elevadas de 5 a 7 joules para estagios cronicos.
Doses acima de 7 joules ¢ considerado de carater inibitorio, ndo sendo recomendados

para obtengdo de efeitos terapéuticos.

Para descobrir o tempo necessario para alcancar os efeitos desejados ¢
necessario ter conhecimentos da dose, poténcia média de emissdo do laser e a area a
ser irradiada. Para isso utiliza-se a formula: densidade de energia igual a poténcia
média vezes o tempo sobre a area. Silva et al. (1998) relata ainda que quanto maior a
poténcia do laser menor o tempo de exposi¢do do tecido a sua radiagdo se faz

necessario para obter o efeito desejado.



2.4 Laser na cicatrizagdo tendinosa

A fisioterapia por laser ¢ uma forma de tratamento que tem crescido bastante, mas
suas bases fundamentais cientificas ndo estdo ainda bem esclarecidas, requerendo estudos
randomizados, controlados e com cuidados experimentais fisicos e metodologicos
(CHIESA ; LAZAROTTO, 2005). Estudos prévios sugerem que a fotoestimulagdo laser
aumenta a sintese de ATP, promove a produgdo de acidos nucléicos e a divisao celular,
além disso, estimula o processo de cicatrizagdo por liberar fatores de crescimentos dos

fibroblastos (YAAKOBI et al., 1996; PASSARELLA et al., 1984)

Diversos estudos tém sido realizados para tentar entender os mecanismos
fisiologicos pelas quais a radiacdo laser de baixa intensidade estimula o processo
reparativo € a maioria deles relatam principalmente a proliferagdo de fibroblastos e
retirada do processo inflamatério mais precocemente, fatos estes evidenciados nas
pesquisas de ABERGEL et al., 1984; BOULTON; MARSCHALL, 1986; VOGEL, 1986;

VICENZI ; CARVALHO, 2002.

O primeiro estudo realizado com a aplicagdo da laserterapia de baixa intensidade
em humanos foi no tratamento de ulceras cronicas de pressdo e experimentalmente
apresentando resultados satisfatorios na velocidade de cicatrizagdo. Além disso, foi
avaliado o laser no tratamento de diversos tipos de lesdes abertas de tecidos moles, com
resultados geralmente positivos (KITCHEN ; BAZIN, 1998). Estudos in vitro

experimentais em animais bem como estudos clinicos apdiam a teoria de regeneragao



tissular e cicatrizagdo de lesdes quando submetidos a radiagdo laser (CARRATA;

BRITO, 2004).

O laser de baixa intensidade tem sido utilizado em experimentos que visam
acelerar o processo de cicatrizagdo em tecidos moles, por estar diretamente ligado ao
incremento de células responsaveis pela reparagao do tecido com melhor qualidade e de
forma mais rapida (MESTER et al., 1975). As lesdes quando submetidas a radiacao laser
e observadas em microscopia Optica, pela andlise histopatolégica e histomorfométrica do
tecido, promovem proliferacdo fibroblastica, sintese colagena aumentada, formagao de
novos vasos. De fato, baseado nisso, a transformacdo ocorrida dos fibroblastos e

colagenos sdo as bases estruturais para uma cicatrizacdo (MESTER ; MESTER, 1985).

Inumeros estudos t€m sido realizados em varios tecidos e células que fazem parte
do processo de reparagcdo, em uma tentativa de esclarecer os efeitos biologicos pelas
quais as radiacdes lasers de baixa intensidade podem favorecer esse processo. A grande
parte dos estudos dizem respeito a proliferacdo fibroblastica e com ela o aumento na
sintese de colageno. Estudos realizados por Boulton e Marshall (1986), usando
fibroblastos embrionarios nos quais foram observados um aumento na multiplicacao
celular seguido da irradiacao do tipo He-Ne. Resultados semelhantes foram conseguidos

por Bosatra et al. (1984) na dose de 2 joules/cm? sobre as culturas fibroblasticas.

Mester et al. (1975) estudaram o processo de regeneragdo muscular em ratos
submetidos a laserterapia. Concluiram, através de exames patoldgicos que o efeito do
laser de baixa intensidade ndo s acelerou o processo de cicatrizagdo muscular, como
também promoveu um reparo tecidual qualitativamente superior ao observado no grupo

controle, desde o processo inflamatdrio até a fase de remodelacao.



Vasconcellos et al. (1984) apud Wanderer (1991), usaram o laser de baixa
intensidade no tratamento de patologias osteo-articulares, cicatriciais e dermatoldgicos
em 11 caes e 2 gatos, obtendo bons resultados terapéuticos no que diz respeito ao reparo

do tecido envolvido.

Abergel et al. (1984), fazendo estudos in vitro de culturas de fibroblastos da pele
humana, verificaram que o laser de baixa intensidade do tipo He-Ne, sob a mesma
densidade de energia, promove uma acentuada estimulacdo da sintese de colageno,
podendo ser utilizado para modular o metabolismo do tecido conjuntivo. Estes resultados,
entretanto, ndo foram compartilhados por Hallman et al. (1988) que nao observaram
diferencas significativas entre as porc¢des tratadas e ndo tratadas com o laser de baixa

intensidade.

Os resultados in vitro obtidos por Balboni et al. (1986) demonstraram que as
irradiacOes laser de baixa intensidade aumentam a produg¢do de coldgeno pelos
fibroblastos, sem que haja aumento na populacao celular. Segundo os autores, este efeito

esta na dependéncia do tempo de exposi¢ao e da dosimetria empregada.

Vogel (1986) citou que os lasers de baixa intensidade tém sido usados efetiva e
rotineiramente na Europa para reduzir edemas, inflamacdes e lesdes de tecidos moles,

como musculos e tenddes, fatos estes evidenciados nas pesquisas citadas.

Lyons et al. (1987) aplicaram radiacdo laser de baixa intensidade (He-Ne) em
lesdes suturadas de ratos. Os autores fizeram aferi¢des da concentragdao de colageno e da
forma de tensdo das lesdes em diferentes estagios de evolugdo. Os resultados encontrados
justificam o aumento na tensdo obtida nas lesdes tratadas, pelo maior numero de

moléculas de colagenos ligadas e maior organizac¢ao funcional das células.



De acordo com Ismailov et al. (1993), em um estudo experimental com 120 ratos
albinos da raga wistar demonstraram que a combinagao simultanea das radiagoes laser de
baixa e alta intensidade aceleram o processo de reparacdo, sendo que o laser de baixa
intensidade do tipo arseneto de galio demonstrou ser a melhor ferramenta para a

estimulacao do reparo de lesdes de tecidos moles.

Burgudzhieva (1989) executou um estudo clinico em 97 incisdes cirurgicas pos-
operatorias na regido abdominal que envolvia pele, tecido subcutaneo e fascia muscular.
As incisdes foram tratadas durante 10 a 60 dias sob medicamentos e ndo obtiveram cura.
Ap0s a aplicacdo do laser de baixa intensidade, as curas aconteceram num periodo de 5 a

18 dias, mostrando efetividade na reparacao de tecidos moles.

Segundo Re e Viterbo (1985), o laser terapéutico ou de baixa intensidade
promove um aumento do numero de leucdcitos e da atividade fagocitaria, bem como
estimulo da proliferacdo fibroblastica e elevacdo do metabolismo celular pela formagao

de redes capilares ao redor da lesao.

Vicenzi e Carvalho (2002), analisaram os efeitos do laser de baixa intensidade do
tipo arseneto de galio na inflamagdo articular induzida em ratos com uma dose de 4
joules/cm” e os resultados demonstraram histologicamente que o laser GaAs apresenta

efetividade nos processos inflamatorios, edematosos e analgésico.

Para Taturanas et al. (1998), as doses de 1 a 5 joules/cm” sdo recomendadas ao
laser terapéutico para conseguir aumento do nimero de fibroblastos e conseqiientemente

de fibras colagenas, incrementando também a vascularizagao.



Outro estudo realizado por Gebauer e Constantinescu (2000) teve como meta
observar os efeitos microscopicos do laser cirurgico em tecidos. A investigacdao observou
a interacdo do laser com o tecido bioldgico e para isso, foram realizadas lesdes parciais
no tenddo flexor digital profundo em coelhos, onde foi utilizado 4 tipos de laser, onde a
freqliéncia e a intensidade de cada aplicagdo era variado de acordo com cada aparelho. A
partir dos resultados colhidos os autores acreditam na hipdtese dos efeitos do laser na

retragdo do tecido na ferida como processo curativo.

Ozkan et al. (1998), realizou um estudo com o objetivo de investigar os efeitos de
fotoestimulacdo por laser de baixa intensidade na reabilitagdo de 25 pacientes com 41
danos nos tenddes flexores digitais comparando com grupo controle com protocolo de
tratamento especifico. Os resultados mostraram uma melhoria significante no grupo

tratado com laser para o parametro redu¢do de edema (p< 0,01).

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Fretz e Zhongli apud Taturanas (1998),
encontraram em seu estudo menor edema durante o periodo de reparacdo nas feridas

irradiadas com laser do que no grupo controle.

Albertini et al. (2002) realizou um estudo com o propoésito de investigar os efeitos
da terapia com laser de baixa intensidade (AsGaAl) no processo inflamatério agudo em
modelo classico de edema induzido em patas de ratos. A radiagdo baseou-se em
diferentes protocolos e os resultados demonstraram que a densidade de energia de 2,5
joules/cm® reduz o edema em 45,4% (p< 0,01). Os autores concluem entdo que a radiago
laser com esta densidade de energia produz efeitos similares ao diclofenaco de sédio de

Img/kg.



Goldman et al. (1980) em seu estudo triplo cego com 30 portadores de artrite
reumatodide nas articulagdes das maos, concluiram que o feixe de luz produziu melhora da
func¢do, reducdo de edema e dor nos casos tratados com Neodymium-YAG com

comprimento de onda de 1060 nm e dose de 15-20 joules/cm” durante 13 sessdes.

Outra pesquisa realizada por England et al. (1989), comparou diferentes tipos de
tratamento para tendinite do supra-espinhoso em 30 pacientes com placebo, laserterapia
de baixa intensidade (GaAs) e administracdo de drogas. Concluiram que o laser foi

efetivo frente aos outros tratamentos.

Carvalho et al. (2001), verificaram através de seu estudo os efeitos do laser
GaAs na regeneracao da solugdo de continuidade muscular em ratos. Utilizaram
dosimetrias de 2 e 4 joules/cm® e obtiveram resultados eficientes na aceleragdo do
processo normal de reparo muscular apds lesdo nos ratos por diminuir o processo
inflamatorio e incrementar fibroblastos e colagenos, além de uma cicatriz com

chances diminuidas de aderéncias.

Outro estudo realizado com laser da baixa poténcia para promover a cicatrizagao
do musculo gastrocnémio foi realizado por Buliakova e Azarova (2002), obtiveram
resultados positivos comprovados na histologia quando comparados com o grupo
controle. Da mesma forma, Morrone et al. (1998) realizou um estudo experimental in
vitro e concluiram que este recurso favorece a bioestimulagdo nas lesdes induzidas no

tecido muscular de ratos.

Hala et al. (2002), pesquisou os efeitos da radiag@o laser de baixa poténcia do tipo
GaAs em lesdes de continuidade em ratos da raga Fischer, demonstrando que a irradiagao

. . . ) ~
com intensidade de 4 e 2 joules/cm” promovem uma aceleracio no processo de



cicatrizagdo e chances diminutas de fibroses e aderéncias nos tecidos subjacentes,

principalmente quando aplicados na dose maior.

Taturanas et al. (1998), aplicou a laserterapia arseneto de galio nas doses de 2 ¢ 4
. 2 . o, . L, . . L, . . .
joules/cm™ nas feridas cirtirgicas de ratas domésticas submetidas a ovario histerectomia
de conveniéncia, em aplicagdo Unica no poés-operatorio imediato e os resultados

mostraram efetividade nas duas doses testadas na cicatrizagao de primeira intengao.

Guerino et al. (2000) observaram uma redu¢ao do numero de células inflamatdrias
em seu estudo realizado em 19 cobaias com lesdo de cartilagem que foram submetidos a
aplicacdo de laser de baixa intensidade do tipo He-Ne (633 nm) e 6 mW de poténcia

média durante 37 segundos.

Haker e Lundeberg (1990) realizaram uma pesquisa duplo cega em 49 sujeitos
com o diagnodstico de epicondilite lateral e obtiveram resultados efetivos com o laser
GaAs de 904 nm com poténcia de 12 mW, pulsado na frequéncia de 70 Hz, na

modalidade puntual durante 30 segundos num total de 12 sessoes.

Takahashi et al. (1992) apud Azevedo et al. (2004), relatam que a
neovascularizagao evidenciada como efeito da radiacdo laser de baixa intensidade é mais
acentuada na fase inicial de formagao do tecido de granulagdo. Além disso, incluem ainda

a estes efeitos a intensificacdo da proliferacdo fibrobléstica e conseqiiente deposicao

aumentada de colageno (BISHT et al., 1994).



3 METODOLOGIA

3.1 Caracterizacdo da pesquisa

Esta pesquisa caracterizou-se por um estudo cientifico experimental aprovado
pelo comité de ética (Anexo D) por estar em concordancia com os principios éticos em

experimentagdo animal.

3.2 Amostra

A amostra foi composta por 20 ratos albinos — ratus norvegicus — adultos jovens,
machos clinicamente sadios da linhagem Wistar, com idade aproximada de 90 dias e peso

médio de 280 gramas, provenientes do Biotério da Universidade de Passo Fundo — RS.

3.3 Desenho experimental

Tabela 1: Divisdo dos grupos, subdivisdo dos dias de sacrificio e observagdes microscopicas



Grupos Dias de tratamento Observagdes microscopicas

Gy SG; Omi
SG; Om
G, SGs Om
SG Owmi

Na qual:

G+ = Grupo do laser de baixa intensidade

G, = Grupo controle
SG; = Sacrificado no 3’ dia;

SG~ = Sacrificado no 7 dia;

Owm = Observagdo microscopica

3.4 Tratamento das variaveis operacionais

3.4.1 Variavel dependente

O tecido retirado pela biopsia foi processado e corado para avaliar as células
inflamatorias, os fibroblastos, deposi¢do de colageno e nova vascularizacdo. A
observagao foi feita por microscopico optico da marca Leica® com aumento de até 40

vezes em camara capturadora de imagens através do software Pixe View Station v5.23.

3.4.2 Variavel independente



A aplicacdo da laserterapia de baixa intensidade foi iniciada imediatamente apds a
sutura cutdnea do procedimento de indugdo da lesdo no corpo do tenddo de Aquiles
esquerdo, no terco medial de cada animal. Foi utilizado um aparelho de laser clinico
portatil do tipo fosfeto de indio e galio (InGaP), modelo Physiolux dual da marca
BIOSET, com comprimento de onda de 658,4 nm na faixa do vermelho visivel
previamente aferido (Anexo H), poténcia média de 18 mW, dosimetria de 4 joules e
tempo de exposicdo de 222 segundos, ou seja, 3 minutos e 42 segundos, no modo

puntual, durante 7 dias.

Figura 01: Aparelho de laser Physiolux dual

3.5 Instrumentos, equipamentos e solugcdes

* Laser clinico portatil da marca Bioset modelo Physiolux dual;

* Gaiola de plastico polipropileno medindo 40x33x17 cm;



* Luvas cirurgicas de létexl;

* Instrumentagdo cirurgica;

* Laminas de bisturi ago-inoxz;

* Fio de sutura nylon monofilamentoso preto estéril’;
* Toalhas de papel4;

* Alcool iodados;

* Xilasina;

* Tiopental;

* Hematoxilina-eosina

* Tricomico de Masson

* Solugdo isotdnica de cloreto de sodio®;
* Alcool etilico hidratad07;

* Seringa de insulina estéril®;

* Tricotomo elétrico;

* Gase estéril9;

* Balanga de precisdo da marca filisona

~ 10
* Ragdo (complemento para camundongos e ratos)

! da marca Volk do Brasil® tamanho grande

% da marca Wiltex® de ago carbono estéril

’ Med Suture Nylon com agulha AT com corpo triangular estéril
* Melhoramentos® inodoro e picotado

5 da marca Multilab® 0,1%
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3.6 Procedimentos

Foram utilizados 20 ratos machos, clinicamente sadios, da linhagem wistar, com
idade média de 90 dias e peso médio de 280 gramas, provenientes do Biotério da
Universidade de Passo Fundo. Todos os animais foram identificados e numerados na
cauda proximal com numerais, além de adaptados as condi¢cdes de manejo por um

periodo de sete dias e aleatoriamente distribuidos em dois grupos:

Grupo I: 10 ratos foram submetidos a uma lesdo tendinea induzida no tendao de
Aquiles esquerdo de 2 mm sob anestesia, com sutura imediata somente da pele. Apds o
procedimento inicial foi aplicado a laserterapia do tipo fosfeto de indio e galio com uma
dose de 4 joules no modo puntual na por¢ao média da lesdo. O processo terapéutico foi

repetido diariamente no mesmo horario durante os sete dias subseqiientes a lesao.

Grupo II: 10 ratos foram submetidos a uma lesdo tendinea induzida no tendao de
Aquiles esquerdo de 2 mm sob anestesia, com sutura imediata somente da pele, sem

aplicag@o da laserterapia de baixa intensidade — controle.

Cada grupo foi subdividido em 2 subgrupos contendo 5 ratos cada que ficaram na
mesma gaiola pelo periodo estabelecido, sendo que estes foram sacrificados para a
remocao do tecido (bidpsia) e analise histopatoldégico nos dias pré-estabelecidos no

desenho experimental.

O experimento foi realizado na sala de experimentacdo do Biotério da
Universidade de Passo Fundo (UPF) com controle de umidade relativa e temperatura por

climatizador. A manipulagdo, alimentacao e limpeza foram realizadas pelo pesquisador e



sua equipe diariamente a fim de diminuir os riscos de contaminagdo e infec¢do. Nao foi
administrado qualquer medicamento a base de antiinflamatério ou antibiotico no pré-
operatdrio e pos-operatorio, objetivando nao interferir nos efeitos do laser, porém foi
administrado um analgésico'' por via oral (VO) para minimizar o processo doloroso
causado pela interven¢do cirargica. Além disso, foram tomados uma medida de higiene

com soro fisioldgico diariamente na area da lesdo em ambos os grupos.

3.6.1 Medidas antecedentes aos procedimentos anestésicos e cirirgicos

Uma semana antes das intervengdes cirurgicas, foi tomada uma medida para
comprovar a higidez do grupo experimental. Foi realizado um hemograma com coleta de
sangue da artéria caudal de cada animal. Apos a retirada, o sangue foi colocado em
solucdo anticoagulante e levado para andlise no laboratoério de andlises clinicas (Anexo

F).

3.6.2 Medidas pré-anestésicas e cirurgicas

As cirurgias foram realizadas utilizando-se instrumental padronizado para os dois
grupos, esterilizado em estufa por calor seco, assim como equipamentos de protecdo

individual (EPI).

" Dipirona sédica da linha genérica EMS® solugo oral



Durante as 2 horas antecedentes as intervencgdes cirlrgicas, os animais foram
privados de alimentagdo e 4gua. A medicagdo anestésica utilizada foi Xilasina'? na dose

de 2 mg/Kg por via intra-muscular e Tiopental'®

na dose de 30 mg/Kg, por via intra-
peritonial (Anexo G). Em seguida, foi realizada tricotomia na regido pré-estabelecida.

Apo6s este procedimento, os animais foram posicionados na mesa cirtrgica onde foi

realizada assepsia com alcool iodado 1%.

Figura 02: Procedimento anestésico

Figura 03: Tricotomia da coxa esquerda

'2 da marca Virbaxyl 2%
"% do laboratério Korig



Figura 04: Assepsia da regido cirirgica

3.6.3 Preparacdo da lesdo tendinosa

Foram realizadas incisdes verticais de aproximadamente Smm de comprimento
envolvendo pele e tecido subcutaneo sobreposto ao tendao de Aquiles, que foi submetido
a um lesdo parcial horizontal de 2mm controlada por paquimetro. Em todos os animais
dos dois grupos foram realizadas suturas na pele em padrao isolado simples com fio de

nylon preto monofilamentoso (4-0), perfazendo um ponto.
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Figura 05: Area da lesdo tendinea

3.6.4 Laserterapia fosfeto de indio e galio nas lesdes tendinosas dos animais do

grupo [:

Nos diferentes periodos pré-estabelecidos os animais do grupo I (laser) foram
submetidos a aplicagdes diarias do laser fosfeto de indio e galio (Anexo A). Essas
aplicagdes foram realizadas perpendiculares a lesdo no modo pontual, sendo que durante
o experimento foi utilizado pelo pesquisador 6culos com lentes especiais para filtragdo da
radiagdo com atenuagdo de 98,6% para emissdo direta perpendicular as lentes. Além
disso, ndo foi utilizado nenhum tipo de sedagcdo para os animais no momento das

aplicagoes.



Figura 06: Aplicagdo da laserterapia de baixa intensidade

3.6.5 Procedimentos realizados no grupo II

No periodo de 7 (sete) dias, os animais com lesdes tendineas do grupo II foram

submetidos aos mesmos manuseios e cuidados de higiene tomados no grupo 1.

3.6.6 Eutanasia e obteng¢ao do tecido

Para a obtencdo das amostras dos tecidos, os animais foram sacrificados nos
dias pré-estabelecidos, utilizando-se de doses elevadas de anestésicos (100 mg/Kg por
via peritonial), até a parada cardiorrespiratoria, conforme procedimento adotado pelo

Biotério da Universidade de Passo Fundo. Apos a constatagdo da letalidade foi



realizada a dissecacdo cuidadosa da area lesionada por desinsercdo osteotendinosa e
miotendinosa nas duas extremidades, sendo imediatamente mergulhada em solucdo
tampao para posterior fixacdo e preparacdo das laminas. Os animais envolvidos na

pesquisa foram coletados por empresa especializada e depositados em vala séptica.

3.6.7 Preparagao das laminas

Apbs a coleta do material, as pegas permaneceram por 24 horas para fixagdo em
alcool 70%, com um volume 10 vezes superior ao da peca. Esse material foi transportado
até o Servigo de Patologia da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Passo

Fundo — RS, para preparacao das laminas.

As laminas do tecido tendinoso foram preparadas seguindo a ordem de: (a)
descricao, (b) desidratagdo, (c¢) difusdo em xilol, (d) parafinizagdo, (e) inclusdo e (f)

microtomia.

3.6.8 Avaliagdo histopatoldgica

Os segmentos obtidos foram acondicionados, processados e corados por
Hematoxilina de Harris/Eosina-floxina (HE) e Tricromico de Masson para avaliar a
evolucdo do quadro cicatricial. As laminas foram observadas em microscopia Optica

conectada ao sistema de analise digital das imagens que captura e transmite as imagens



para um computador onde foi feita a digitalizacao utilizando o programa especifico para
otimizar a contagem das células e da area cicatricial com aumento de até¢ 40x (Anexo E).
Para as células inflamatorias e fibroblastos foi utilizado um contador de células e para a
deposi¢do de coldgeno e neovascularizacdo foi realizada uma analise subjetiva

encontrando um escore numérico (Anexo B), estando o patologista cego para as laminas.

3.6.9 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através de médias e desvio padrdo. O teste ¢ de Student
foi realizado ao nivel de significancia p < 0,05 no programa Excel for Windows para as
células inflamatorias e fibroblastos (Anexo C), sendo os dados classificados de trés

maneiras:

p <entre 0,05 a 0,01 (valores significativos)

p <0,01 até 0,001 (valores muito significativos)

p < 0,001 (valores altamente significativos)



4 RESULTADOS

Nos pos-operatorios foram observados os aspectos microscopicos da cicatrizagao
tendinosa na fase inicial, ou seja, durante os sete dias de experimento. Todos os animais
adaptaram-se bem as condi¢des de manejo e procedimentos.

Os cortes histologicos foram primeiramente analisados quanto ao numero de
fibroblastos e células inflamatdrias existentes em trés campos de grande aumento (40x),
sendo feito 4 média aritmética destes campos (cada campo corresponde a 0,196 mm®

utilizando-se uma objetiva n° 18). A avaliagdo da vascularizagdo da amostra assim como

a quantidade da deposi¢ao de colageno foi subjetiva, sendo estabelecido um escore

utilizando niimero de cruzes que variam de 0/++++ a 4/++++ para deposi¢ao de colageno
e de 1/+++ a 3/+++ para o critério de vascularizagdo. Em relacao a deposi¢ao de colageno
o escore 0 (zero) refere-se a auséncia de deposi¢ao enquanto o 4 refere-se a quantidade de
colageno normalmente encontrada no tenddo sem lesdo e os valores intermediarios
referem-se a leve (1), moderado (2) e acentuado (3) com o uso de "2 para valores
intermediarios entre estes escores. Para a avaliacdo da quantidade de vascularizagdao
foram utilizados apenas os escores leve (1), moderado (2) e acentuado (3) também com o
uso de Y4 para valores intermediarios entre estes escores. Os valores individuais de cada

animal encontram-se na tabela (Anexo B).

4.1 Achados microscopicos das lesdes tendinosas no 3° dia



Nas analises microscopicas das lesdes tendineas obtidas através da bidpsia no 3°
dia os cortes corados por HE mostraram que o grupo controle apresentava proliferacao de
células inflamatorias, discreta quantidade de fibroblastos e nos cortes corados com
Masson apresentavam uma discreta depositacao de coldgeno, além de uma leve formagao
de novos vasos. Em contrapartida, na avaliagdo microscopica do grupo tratado com laser
na coloracdo HE foi observado baixo niimero de células inflamatorias e importante
proliferagdo fibroblastica, na coloragdo Masson observou-se moderada deposi¢do de
coldgeno e leve a moderada neovascularizagao.

Comparando de forma estatistica os resultados obtidos entre as médias dos grupos
controle e grupo laser pode-se observar uma diferencga altamente significativa quanto a

presenga de células inflamatorias e proliferacao fibroblastica (p < 0,001).




Figura 7: Microscopia do tenddo calcdneo do Grupo Laser sacrificados no 3° dia de pos-
operatdrio, corados por Hematoxilina-eosina. Corte longitudinal evidenciando um baixo

numero de células inflamatorias e grande quantidade de fibroblastos. Aumento de 10x.

Figura 8: Microscopia do tendao calcdneo do Grupo Controle sacrificado no 3° dia de pos-

operatorio, corados por Hematoxilina-eosina. Corte longitudinal, mostrando intenso edema,

proliferacdo de células inflamatorias e poucos fibroblastos. Aumento de 10x.
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Figura 9: Microscopia do tenddo do Grupo Laser no 3° dia de pods-operatdrio, corados por
Tricomico de Masson. Corte longitudinal apresenta moderada deposigdo de fibras colagenas e

de leve a moderada formagao de novos vasos. Aumento de 10x.
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Figura 10: Microscopia do tendao calcaneo do Grupo Controle no 3° dia de pos-

operatorio, corados por Tricomico de Masson. Corte longitudinal demonstrando discreta

deposicao de fibras colagenas e leve formag@o de novos vasos. Aumento de 10x.
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Tabela 2: demonstra a significancia das células inflamatdrias no grupo irradiado por laser

e controle na analise microscopica do 3° dia.

Grupos N X (média) Dp (Desvio padrdo) T ‘p’

Laser 5 12,2 1,92 2,01 0,00000063

Controle 5 88,6 5,98




Tabela 3: demonstra a significancia dos fibroblastos no grupo irradiado por laser e

controle na analise microscépica do 3° dia.

en?

Grupos N X (média) Dp (pesvio padrio) T p
Laser 5 355 4473 2,13 0,00058
Controle 5 52,8 7,19

4.2 Achados microscopicos das lesdes tendinosas no 7° dia

Nos aspectos microscopicos da lesdo tendinea obtidas no 7° dia, segunda bidpsia,
os cortes corados por HE mostravam no grupo controle uma diminui¢do do processo
inflamatorio, porém ainda presente e um aumento na producao de fibroblastos. Nos cortes
corados por Masson observou-se um quadro leve a moderado na deposi¢ao de colageno e
na neovascularizagdo. J4 no grupo tratado com laser na coloragdo HE foi evidenciado
uma pequena quantidade de células inflamatoérias e maior presenca de fibroblastos no
sitio da lesdo. Na coloragdo Masson pode-se observar uma moderada deposicdo de
colageno e formagao de novos vasos ao redor da lesao.

Comparando estatisticamente os resultados obtidos entre as médias dos grupos
controle e tratados com laser pode-se observar uma diferenca altamente significativa

quanto a presenga de células inflamatoérias e proliferagao de fibroblastos (p < 0,001).



Figura 11: Microscopia do tenddo calcaneo do Grupo Laser sacrificado no 7° dia de pos-

operatorio, corados por Hematoxilina-eosina. Corte longitudinal, mostrando importante

quantidade de fibroblastos e pouco nimero de células inflamatorias. Aumento de 10x.

_2lulas ‘ Fibroklastos

Inflamatdrias

- “Jasos ‘ Caldgena



Figura 12: Microscopia do tenddo calcdneo do Grupo Controle sacrificado no 7° dia de pos-

operatdrio, corados por Hematoxilina-cosina. Corte longitudinal, mostrando proliferagido
fibroblastica na area da lesdo em menor quantidade quando comparada com o grupo irradiado

e ainda persiste o quadro inflamatério em menor propor¢do. Aumento de 10x.
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Figura 13: Microscopia do tenddo calcaneo do Grupo Laser no 7° dia de pos-operatorio,
corados por Tricomico de Masson. Corte longitudinal demonstrando moderada deposi¢ao

de fibras colagenas. Aumento de 10x.



Figura 14: Microscopia do tendao calcaneo do Grupo Controle no 7° dia de pos-

operatorio, corados por Tricomico de Masson. Corte longitudinal demonstrando

deposicao de colageno de leve a moderada. Aumento de 10x.
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Tabela 4: demonstra a significancia das células inflamatorias no grupo irradiado por laser

e controle na analise microscopica do 7° dia.

X (média) Dp (Desvio padrdo) T ‘p,
8,2 1,92 1,85 0,000000026

Grupos N

Laser 5




Controle 5 29.4 1,51

Tabela 5: demonstra a significancia dos fibroblastos no grupo irradiado por laser e

controle na analise microscépica do 7° dia.

Grupos N X (média) Dp (pesvio padrao) T ‘P’

Laser 5 454,8 59,43 2,13 0,000086

Controle 5 91,4 8,44




5 DISCUSSAO

E importante elucidar que a intengdo deste estudo é a observagdo das respostas
fisiologicas no processo inflamatorio do tecido tendinoso lesionado quando submetidos a
laserterapia de baixa intensidade.

O rato foi o animal escolhido por favorecer o manuseio, tanto na lesdo quanto na
aplicagdo do laser, para tal, foram selecionados ratos adultos com peso médio de 280
gramas e idade adulta. Utilizamos uma dieta irrestrita e dgua.

A laserterapia de baixa intensidade na lesdo tendinosa foi estudada por diversos
autores que obtiveram resultados satisfatorios (ENWEMEKA, 1991; ENWEMEKA,
1992; GUM et al., 1997; MURREL et al., 1994) entre outros. Todavia, a maioria concluiu
a necessidade de mais estudos para se obter resultados conclusivos mais fidedignos.

Os efeitos da laserterapia de baixa intensidade sdo dependentes da densidade de
energia e tempo de exposi¢do, além do comprimento de onda, a duracdo e freqiiéncia do
pulso e até mesmo do tipo de laser pulsado ou continuo (SCHLAGER et al., 2000).

O laser fosfeto de indio e galio (InGaP) foi escolhido por possuir uma poténcia
média de 18 mW maior que o infravermelho GaAs 8,5 mW e ser continuo, o que diminui
o tempo de exposicdo que foi achado através do calculo matematico da densidade de
energia em relagdo ao tempo. O tamanho reduzido do laser clinico facilitou o manuseio e
aplicagdo. Estes dados foram medidos no laboratdrio de alta poténcia do IP&D - Instituto
de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba.

A dose utilizado foi de 4 joules por estar na faixa terapéutica sugerida por

Rodrigues e Guimaraes (1998) para efeito cicatrizante. Além disso, outros estudos foram



realizados utilizando doses na faixa de 3 a 6 joules/cm® (KANA et al, 1981;
TATURANAS et al., 1998).

A caneta do laser foi posicionada em contato direto com a pele do animal num
angulo de 90° em relagdo ao tecido tendineo a fim de diminuir a dispersdo e aproveitar e
energia emitida.

A aplicacdo da radiagdo laser foi iniciado no grupo experimental imediatamente
apods a sutura cutdnea para maximizar os efeitos na fase inicial de cicatrizagdo e manteve-
se por mais sete dias consecutivamente na dose e tempo exposicao estabelecida.

A utilizacdo de oculos com lentes especiais para filtragem da radiacdo, além de
proteger os olhos dos aplicadores dos possiveis efeitos danosos a retina nao produzem

desconforto e nem reduzem a acuidade visual (BENNETT, 1989; HANKE, 1990).

De acordo com Brugnera e Pinheiro (1998) os trabalhos com laser devem-se
adequar as regulagdes brasileiras, aplicado em local isolado, identificado com caracteres
e simbologia internacional para area em uso ou presenca de radiagdo e acima de tudo,
observando os critérios de seguranca recomendados para o tratamento com o laser, tanto
de baixa quanto alta intensidade. Evidéncias estas que foram contempladas em nosso

experimento.

Os sacrificios e retirada da amostra tendinea foram realizados apos a aplicagdo do
laser no 3° e 7° dias de poOs-operatério para analisar a fase inicial, pois temos a intengao
de prosseguir com o experimento nas fases proliferativas e de remodelagdo na conclusao

do doutorado.



Pode-se observar que o laser de baixa intensidade do tipo InGaP ¢ um método
eficiente o tratamento de processos inflamatorios induzidos por lesdes tendinosas parciais
no tendao de Aquiles esquerdo de ratos.

Na comparagdo entre o grupo irradiado por laser e controle houve uma diferenga
estatistica altamente significativa na fase inicial do processo de cicatrizagao prevalecendo
uma diminuicdo das células inflamatorias e proliferacdo fibroblastica com maior
deposicao de colageno e formagao de novos vasos no grupo tratado com laser do que no
controle. Estes resultados vao de encontro aos achados por Hallman et al. (1988)
atestaram em sua pesquisa que o laser He-Ne na dose de 24,7 mW/cm® nio se mostra
efetivo na proliferacdo de células fibroblésticas. Outro estudo na mesma linha foi
realizado por Bosatra et al. (1984) e encontrou resultados semelhantes aos achados em
nossa pesquisa, registrando que hd um aumento na proliferagdo de células,
principalmente fibroblastos, nos tecidos lesionados com a aplicagdo do laser de baixa
intensidade.

Os maiores éxitos da laserterapia de baixa intensidade devem-se as respostas do
tecido frente a irradiagdo, como reducdo de edema, diminui¢do dos processos
inflamatorios, aumento na produg¢do de fibroblastos e em conseqiiéncia aumento da
sintese colagena e reepitelizagdo (BAXTER, 1994; GOGIA, 1995).

Taturanas et al. (1998), encontraram em sua pesquisa uma menor quantidade de
inflamagdo apds a aplicacdo do laser. Na mesma linha de pesquisa outros autores
relataram o efeito antiinflamatério do laser na fase inicial de reparo (COLLS, 1984;

SILVA et al., 1998).



Através das analises histologicas realizadas em cada sacrificio dos animais, pode-
se observar que o laser induz notavel diferenca no processo inflamatdrio de cicatrizagao
em tendao nos diferentes dias de tratamento, quando comparadas com o grupo controle.
Evidéncias estas também vistas no trabalho de Carvalho et al. (2001) que relatou em seu
estudo uma diminui¢do do processo inflamatdrio e aceleragdao na cicatrizagdo muscular
quando submetidos a laserterapia.

Ozkan et al. (1998) investigou o efeito da laserterapia de baixa intensidade em
tendoes flexores digitais em humanos, demonstrando ser um método eficiente na reducgdo
do edema. Estas evidéncias também foram observadas em nossa pesquisa, principalmente
nos primeiros dias de experimento, mostrando que a laserterapia de baixa intensidade tem
efeito antiedematoso, quando comparados com grupo controle que evidenciou na
primeira biopsia presenga de liquido no meio extracelular, caracterizando edema.
Evidéncias estas que concordam com os achados histopatoldgicos de nosso experimento
e discordam dos achados de Samar et al. (1995) e De Bie et al. (1998) por concluirem
que o laser ndo interfere de maneira positiva na reducdo de edema, resultados estes que
podem estar relacionados a falha na eleicao dos parametros adotados para o experimento.

O presente estudo apresenta uma diminui¢do do processo inflamatério quando
comparados com o grupo controle nas duas coletas, resultados estes que estdo em
concordancia com os achados de Romanos et al. (1995) e Guerino et al. (2000) e
discordam dos achados por Vecchio et al. (1993) e Basford et al. (1998) que nao
evidenciam diminui¢do do processo inflamatério pela utilizacdo do laser de baixa
intensidade os quais aplicaram laser arseneto de galio aluminio de 830 nm na dose de 1

. 2 . ~ . ..
joule/cm” em duas aplicacdes semanais durante 8 semanas no tratamento de tendinite do



manguito rotador de 16 pacientes e AsGaAl de 830 nm com poténcia de 33 mW durante
33 segundos, 3 vezes por semana durante 4 semanas no tratamento de fascite plantar de
32 sujeitos respectivamente.

Outro estudo que concorda com os achados em nossa pesquisa em relacdo a
diminuicdo do processo inflamatério foi o de Haker et al. (1990) que obtiveram
resultados efetivos com aplicacao do laser GaAs de 904 nm e poténcia média de 12 mW,
pulsado, de 2 a 3 vezes por semana num total de 12 sessdes em 49 portadores de
epicondilite lateral.

Na comparacao entre as médias do grupo laser e controle no que diz respeito as
células inflamatorias prevalecendo uma menor quantidade em nimeros absolutos, porém
houve uma diferencga altamente significativa evidenciada no teste ¢ de Student.

Diversos autores como Currier e Nelson (1992) relatam em seus estudos uma
maior presenca de fibroblastos na fase inicial do processo de reparo quando submetidos a
aplicacdo da radiagdo laser em tecidos lesionados. Fato este evidenciado em nosso
experimento e¢ comprovado estatisticamente, havendo uma sobreposicdo do grupo
irradiado sobre o controle também em niimeros absolutos.

Pode-se observar na presente pesquisa um aumento crescente na deposi¢ao de
coladgeno durante a fase inicial de cicatrizagdo, fatos estes também encontrados no estudo
realizado por Tavares (2002), onde a terapia por laser proporcionou uma acelera¢io
cicatricial na tenotomia calcanea em ratos, pelo aumento da deposi¢do de coldgeno, tanto
na fase inicial como tardia do tratamento e no estudo Castro et al. (1983) que afirma ser a
radiagdo laser do tipo He-Ne um estimulador da producao de colageno pelos fibroblastos

em até quatro vezes.



Outro estudo realizado por Reddy et al. (1998) mostrou que a fotoestimulagdo
promovida pelo laser em tenddes de Aquiles lesados em coelhos durante 14 dias foi
eficiente por incrementar a producdo de colageno, resultados estes que entram em
concordancia com os achados da presente pesquisa.

Baxter (1988) relatou em seu estudo que o laser de baixa intensidade do tipo
arseneto de galio estimula a proliferagdo fibrobladstica e em conseqiiéncia producao de
novas fibras coldgenas. Outro estudo na mesma linha de experimento realizado por
Anneroth et al. (1988) demonstrou os mesmos achados. Os resultados obtidos na presente
pesquisa vao ao encontro dos resultados acima citados por mais que se usou outro
comprimento de onda, porém discordam dos alcangados por Schmitt et al. (1993) que
realizou uma analise histologica nas lesdes tendinosas em caes e nao identificou producao
de fibroblastos e sintese de fibras colagenas, fato este que pode estar relacionado a
densidade de energia e o tempo de exposi¢ao da radiagdo laser sobre o tecido lesado.

Na comparagdo subjetiva da analise da deposicdo de colageno na lesdo tendinea
induzida em ratos de nosso experimento, o grupo irradiado por laser mostrou haver uma
maior quantidade do que o grupo controle nos campos analisados.

Bibikova et al. (1994) em seu estudo demonstraram que a laserterapia de baixa
intensidade promove uma neovascularizagdo no sitio da lesdo, fatos este também
evidenciados nos estudos de Herrero (1988), Roig et al. (1990) e Schindl et al. (2002).
Compararam-se subjetivamente os grupos com relagdo a formagdo de novos vasos, onde
se observou uma maior prevaléncia no grupo tratado com laser do que no grupo controle.

Gigante et al. (2003) relataram um aumento da neovascularizacdo, principalmente

na fase inicial da lesdo, evidéncias estas que concordam com os achados da presente



pesquisa por notar histologicamente um aumento na rede vascular nos primeiros sete dias
de tratamento.

De acordo com a literatura analisada e os resultados evidenciados em nossa
pesquisa, somos favoraveis a utilizagdo do laser desde fase inicial das lesdes tendinosas
por promover uma série de eventos favoraveis a uma cicatrizacdo mais eficiente e rapida.

Faz-se necessario ainda pesquisas com diferentes comprimentos de onda, tipos de
laser, dosagens e tempos diferentes para analisar as distintas respostas € conhecermos a

interacao do laser de baixa intensidade.



6 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos na presente pesquisa experimental pode-se

concluir que:

1. A laserterapia de baixa intensidade do tipo indio galio fosforo interfere de maneira
positiva na cicatrizagdo tendinosa de lesdes induzidas em ratos por incrementar a
atividade fibroblastica, deposicdo de coldgeno e formacao de novos vasos principalmente

na fase inicial da lesao.

2. O grupo irradiado pelo laser obteve uma redu¢do no ntimero de células inflamatorias e
aumento numero de fibroblastos altamente significativo quando comparados com o grupo
controle, contribuindo dessa forma para diminuir a inflamagao e acelerar a cicatrizagdo

na fase inicial de lesao.

3. A andlise subjetiva realizada na avaliagdo microscopica quanto a deposi¢do de
colageno e formacao de novos vasos quando comparados com o controle mostraram uma

tendéncia positiva em relagdo a média no grupo irradiado por laser.

4. A dosimetria empregada na pesquisa ndo provocou nenhum dano tecidual observado

pela microscopia optica.



5. Sugere-se, para outros trabalhos que tenham interesse em aprofundar as pesquisas na
area de laserterapia de baixa intensidade em tenddes, que se realize com uma amostragem

maior ou animais da mesma origem genética para facilitar a analise microscopica.
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