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RESUMO

O laser de baixa poténcia vem sendo usado para minimizar os efeitos maléficos da
inflamacdo, bem como acelerar a cicatrizacdo dos tecidos lesados, confirmando por anélise
histomorfométrica, o processo de cicatrizagdo dos tenddes pds-traumadticos. Existem muitas
frustragdes em cirurgia com a restaura¢ao da funcdo normal de um tenddo lesado, isso fez
com que desenvolvesse trabalhos e técnicas diferenciadas para obter sucesso na reestruturagao
dos tenddes. O objetivo deste estudo foi avaliar o processo de reparacdo de lesdes em tenddes
de ratos submetidos a tenotomia total e tratados com sessoes diarias de irradiagao laser diodo
AsGa (904nm). Foram utilizados 34 ratos albinos, machos, da linhagem Wistar, com peso
aproximado de 350g, os quais foram submetidos a tenotomia do tendao de Aquiles da pata
traseira direita. O tratamento com laser foi iniciado no pos-operatdrio com doses diarias de 4
J/em?, por um periodo de 05 a 15 dias, com método pontual, ficando a caneta do laser em
contato direto com a pele do animal. Os animais foram divididos em trés grupos: A, B e C;
sendo que, em cada grupo foram divididos grupo controle e grupo tratado. Os animais do
grupo A foram irradiados por 5 dias consecutivos, com 2 dias de intervalo, sendo sacrificados
no 7° dia; os do grupo B foram irradiados por mais 5 dias consecutivos, com 2 dias de
intervalo e sacrificados no 14° dia; e os do grupo C foram irradiados mais 5 dias
consecutivos, com 2 dias de intervalo e sacrificados no 21° dia, realizando simulacao do
tratamento em clinica de fisioterapia. Todos os animais controle tiveram simulagdo da
aplicacdo do laser com o aparelho desligado, passando pelo mesmo procedimento técnico dos
animais tratados. Apds o sacrificio, os tenddes foram dissecados e extraidos, fixados em
formol 10% e encaminhados para andlise histolégica por microscopia de luz, onde foi
analisado o processo de reparacao. Este estudo mostrou que o laser diodo AsGa interfere no
processo inflamatério aumentando o nimero de fibroblastos nos periodos iniciais e acelerando
a sintese do coldgeno nos periodos tardios.

Palavras chaves: Laser Arseneto de Galio, Tenddo de Aquiles, Reparacao tecidual.



ABSTRACT

The low-power laser has been used to minimize the inflammation malefic effects, as well as to
speed up the healing of the injured tissue;, what is verified by the analysis of the healing
process of the post-traumatic tendon. Frustrations trying to recuperate the normal function of
an injured tendon lead us to develop studies and specific techniques to obtain success on the
tendon recuperation. This research aimed to evaluate the healing process of injured tendons
of rats submitted to a total tenotomy and treated with daily session of diode laser irradiation
GaAs — 904nm. Thirty-four albino rats were used, males, Wistar rats, weighing approximately

350g, which were submitted to a tenotomy of the Achilles tendon of the right rear paw. The

treatment using laser began after the surgery with daily doses of 4 J/cm? for a period varying

from 5 to 21 days, with punctual method and the pen of the laser in direct contact with the
animal’s skin. The animals were divided in three groups: A, B and C and each group
subdivided in two: treated and control groups. Rats from group A were irradiated for 5 days
in a row and sacrificed at the 7" day; rats from group B daily irradiated for 5 more days and
sacrificed at the 14" day and finally; the rats from group C were irradiated for 5 more days
and sacrificed at the 21" day. All the control animals went through for a simulation of laser
application with the instrument off, following the same technical procedure than for the
treated animals. After animals were sacrificed, their tendons were dissected and extracted,
fixed in formaldehyde 10%. The tendon healing processes was observed by histological
analysis using microscopy light. Results showed that the diode laser GaAs interfered in the
inflammatory process increasing the number of fibroblasts along the early periods and
speeding up the collagen synthesis at the later periods.

Key words: Gallium Arsenide Laser, Achilles Tendon, Healing.
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1. Introducao

Nas ultimas décadas, inimeros trabalhos cientificos foram publicados mundialmente
sobre lesdes de tendoes. Sterling Bunnel em 1918, apud Fernandes (1993), afirma que: “Um
dos problemas mais frustrantes em cirurgia € restaurar a fungao normal de um tendao lesado”.

As lesdes de tenddes sdo as maiores preocupacdes para os cirurgides que irdo
reconstrui-los, segundo Goffi (1996), a sutura de um tendao ¢ uma das mais decepcionantes
intervengdes cirargicas, isto se explica pelo deficiente conhecimento do mecanismo de
cicatrizagdo dos tenddes e pela aderéncia que frequentemente se forma, impedindo a
recuperagao funcional. Varios anos se passaram e os pesquisadores ainda tentam descobrir a
melhor forma de reabilitar as fun¢des e melhorar a reparagdao de um tendao.

Diversos estudos sao direcionados ao desenvolvimento de técnicas que visem otimizar
o processo de reparacao tendinea. Neste sentido, encontram-se técnicas com eletroterapia,
ultra-terapético e recentemente terapia com o laser de baixa poténcia. A maioria dos estudos,
desenvolvidos em modelos experimentais ou clinicos, sugerem que o laser de baixa poténcia
desencadeia estimulacdo nos processos celulares e fisiologicos.

Conforme os estudos de Enwemeka et al. (1998), Reddy et al. (1998a), Machado et al.
(2000), Oliveira (2002), Tavares (2002) e Matera et al. (2003), pode-se observar a modulacao
do processo de reparagao do tenddo com o uso do laser de baixa poténcia.

A terapia com laser de baixa poténcia ¢ amplamente utilizada como coadjuvante em
diversos tratamentos. Um dos efeitos obtidos ¢ a aceleracdo da cicatrizagdo de partes moles,
com resultados satisfatorios no processo de regeneracdo de tenddo. Apesar do processo de
reparagdo do tenddo ser bem estudado, existem algumas duvidas a respeito do tempo de
aplicacdo, da densidade de energia aplicada no tendao e tipo de aparelho laser utilizado. Este

aspecto justifica o esclarecimento e elaboragdo de um protocolo que possa ser usado na



pratica clinica, ajudando a promover um melhor processo de cicatrizacao do tendao (REDDY
et al., 1998a).
1.1 Colageno

Segundo Junqueira e Carneiro (2004), as fibras que predominam no tecido conjuntivo
sdo as fibras de colageno, sendo formadas por glicoproteinas estruturais compostas por
aminoacidos especificos. O colageno ¢ um tipo de proteina abundante no organismo, que
representa 30% do peso corporeo seco.

Perez et al. (2005), afirmam que o coldgeno ¢ o agente responsavel por manter a
integridade, resisténcia do tecido quando lesado e a quantidade de fibras de coldgeno na
cicatrizagao.

As fibras de colageno sdo flexiveis, tém grande forca tensora e quando examinadas ao
microscopio eletronico, observa-se feixes finos, filamentosos e alongados de fibrilas de
colagenos (ROSS et al., 1993).

Simdes et al. (1996), argumentam que o elemento fundamental para o sucesso da
cicatrizacdo de uma ferida ¢ a organizacdo das fibras de coldgeno e ndo a quantidade das
fibras na lesao.

As fibrilas de colageno sao formadas pela jun¢do de moléculas de coldgeno dos tipos I,
I, 11, V e IX, sendo que o colageno tipo I encontra-se em maior nimero e esté distribuido por
todo organismo, nas seguintes estruturas: 0ssos, dentina, tenddes, capsulas de 6rgaos e derme
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

As moléculas de colageno sdo longas, constituidas por triplice hélice de trés cadeias de
polipeptidios chamadas de cadeias alfas (o), fazendo com que haja distingdo de um colageno
para o outro através de suas cadeias de polipeptidios, além das propriedades fisicas,

morfoldgicas, distribui¢do nos tecidos e fungdes (SAED et al., 1999).



De acordo com Parizotto (1998), a principal propriedade da molécula de colageno ¢ a
estrutura triplice hélice, organizada em espiral onde se enrolam por trés sub-unidades de

cadeias polipeptidicas chamadas o - hélices (Figura 1).

Portanto, a triplice hélice é constituida por duas cadeias peptidicas (alfa,(o;) e

alfa,(a,)), sendo diferentes das demais cadeias, os quais se enrolam formando cadeia peptidica

chamada de alfa — hélice, unidas entre si por pontes de hidrogénio (VIDAL; MELLO, 1987).

«—§fm—

alfal alfal  alfaz

Figura 1 — Forma do colageno tipo I, cadeia peptidica tipo al e tipo
a2. As cadeias sdo enroladas com giro a direta e forma alfa-hélice,

mantida unida por pontes de hidrogénio. Fonte: Junqueira e Carneiro,
(2004).

As fibrilas de coldgeno apresentam polimerizacdo de unidades moleculares alongadas
chamadas de tropocolageno (Figura 2) que formam trés unidades arranjadas em triplice hélice
(cadeias polipeptidicas), onde existe uma sequéncia de aminoacidos principais chamados de
glicina, prolina, hidroxiprolina e hidroxilosina (ROSS et al., 1993). O aminoacido glicina esta
repetido a cada terceira posi¢do da sequéncia da cadeia alfa-hélice (JUNQUEIRA;

CARNEIRO, 2004).
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Figura 2 — Moléculas do colageno que se agregam para formar fibrilas, fibras e feixes
de colageno. Fonte: Junqueira e Carneiro, (2004).

Reddy et al. (1998a) e Perez et al. (2005), afirmam que um fator importante para
avaliar a produgdo de colageno em uma reparagdo de tenddo, ¢ a concentracdo de
hidroxiprolina, pois em estudos realizados por Reddy e Enwemeka (1996), observou-se que
com o aumento de hidroxiprolina na sintese de coldgeno, houve aumento de 14% no total do
mesmo.

Na sintese do coldgeno tipo I os tenddes sdo representado por 80% de fibroblastos e
outras células (SAED et al., 1999). Os fibroblastos sdo numerosos e apresentam forma
estrelada e estdo localizados entre os feixes de colageno, sendo responsaveis pela sintese do
colageno, onde estdo presentes os mastocitos e os macrofagos que sdo sintetizados no
epitenddo e paratenddo. Os fibroblastos possuem formas alongadas com algumas reentrancias
citoplasmadticas correndo entre os feixes de coldgeno que se encontram organizados no eixo
longitudinal do tenddo (ENWEMEKA, 1989). A sintese de colageno envolve modificagdes
bioquimicas da cadeia polipeptidica original, apresentando grande nimero de fases de
transformagdo das estruturas envolvidas, com aumento da possibilidade de defeitos durante o

processo de reparo, que pode se dar por falha enzimdtica ou processo patologico, levando a



uma lenta renovacao de colageno, obtendo complicacdo e desarmonia nos tenddes, no qual ¢
encontrado maior numero de colageno (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
1.2 Tendao

Os tenddes consistem em feixes paralelos de fibras colagenas firmemente agrupadas,
tendo entre as mesmas, fileiras de fibroblastos (ENWEMEKA, 2001). Estas células sdo
fibroblastos quiescentes, denominados comumente fibrocitos, onde existem poucos vasos
sanguineos presentes nas bainhas conjuntivas, dando sustentacdo ao tenddao (BIRK;
TRELSTAD, 1986). Os tenddes sdo providos de receptores sensitivos de Golgi, capazes de
avaliar a tensdo no tenddo ¢ transmitir esta informagdo ao sistema nervoso central
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Alguns tenddes apresentam ainda sua propria bainha
tendinosa, que consiste de duas camadas de tecido conjuntivo, uma dentro da outra, com um
pequeno espago separando a interna da externa, sendo que a interna estd presa ao proprio
tenddo e a outra continua com o proprio tenddo circunjacente. As duas superficies de
deslizamento sdo lisas e resistentes ao desgaste, pois se consistem de fibras colagenas ¢ a
fricgdo ¢ minimizada pela presenca de uma delgada camada viscosa de liquido sinovial
(CORMAK; DAVID, 1984).

Para Raiser et al. (2003), os tenddes sdo estruturas compostas de agua, colageno,
proteoglicanos e fibroblastos, arranjados de forma ordenada. Fasciculos, vasos sanguineos e
nervos rodeiam o endotenddo e tém continuidade com a camada mais externa do tenddo, o
epitenddo e o paratenddo, formados de tecidos conjuntivos frouxos.

Junqueira e Carneiro (2004) afirmam que o tenddo ¢ formado de tecido denso
modelado, composto de feixes de colageno paralelos entre si e alinhados com fibroblastos,
dando orientagdo as fibras do tenddo e tornando-o resistente em resposta a forga tensora. Os

feixes de coldgeno do tenddo denominado feixes primarios, se agrupam com feixes maiores



denominados feixes secundarios, onde sdo envolvidos por tecido conjuntivo frouxo contendo

vasos sanguineos e nervos, dando o suprimento aos tenddes (Figura 3).
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Figura 3 — Fotomicrografia do tenddo de calcdneo normal do rato. Corte
tranversal, aumento de 200x, corado com HE (Hematoxilina-Eosina). FB:
fibroblastos e FC: fibras de colageno.

O tendao ¢ formado por fibroblastos e matriz extracelular, onde estdo imersas as
proteinas fibrosas de coldgeno e elastina. O colageno ¢ o maior componente da matriz
extracelular, abrangendo cerca de 86% a 95% do peso imido do tenddo. No tenddo as fibras
de colageno possuem uma disposi¢ao que € o resultado do seu processo de maturagdo, sendo
usualmente organizadas em fasciculos de fibras que contém unidades menores denominadas
fibrilas. As fibrilas de coldgeno sdo longas, cristalinas e extremamente alinhadas. O
desenvolvimento desta estrutura ¢ devido a adaptag¢do funcional normal dos tenddes (BIRK;
TRELSTAD, 1986).

Birk et al. (1989), estudaram a jungdo de segmentos de fibrilas e o empacotamento de
tenddes de embrides de galinha de 14 dias, utilizando secgdes seriadas, microscopia eletronica
de transmissdo e reconstituigdo de imagem por meio computacional. Foram achados

segmentos de fibrilas nos canais extracitoplasmaticos, locais de polimeriza¢do do colageno e



moléculas ja polimerizadas. As fibrilas apresentaram comprimento médio variando entre 7 e
15 um. Houve diferencas estruturais nos terminais dos segmentos das fibrilas, fazendo com
que haja diferen¢a em sua arquitetura, indicando que esses terminais sdo responsaveis pela
formagao das fibrilas de colageno, tanto no desenvolvimento e crescimento do tendao, como
no processo de reparo, tornando-se mais organizado o arranjo dos tendoes.

Segundo Maffulli e Benazzo (2000), o tendao estd coberto pelo epitenddo, que ¢ um
tecido conjuntivo que contém os sistemas vasculares, linfaticos e inser¢des de nervos. O
epitenddo estende-se mais profundamente no tenddo entre os tecidos terciarios formando o
endotenddo. Mais superficialmente, o epitenddo é rodeado pelo paratenddo, um tecido
conjuntivo livre que consiste essencialmente de fibras de coldgeno e fibrilas, onde algumas
fibrilas elasticas tém camada interna de liquido sinovial, possibilitando livre movimento do
tenddo contra os tecidos circunvizinhos (Figura 4). Ao redor do tendao também existe uma
camada de liquido sinovial, mais presente em tenddes que sofrem maior tensdo mecanica,
permitindo assim, melhor deslizamento durante o movimento de tragdo ou contragdo
muscular.

A jungdo miotendinea ¢ uma regido anatomica altamente resistente, pois ¢ onde ha a
jungdo musculo-tenddo. Essa area contém fibras musculares e tecidos conjuntivos
extracelulares (fibrilas de colageno).

A juncgdo osteotendinea ¢ uma regido onde o tenddo insere no o0sso, apresentando

tecido viscoelastico, onde transmite a forga para o osso rigido.



Estrutura do tendao

Feixe Fibra
Secundaria

Feixe Fibra
Primaria

Fibra de

Colageno
Endotendio
Fibrila de
Coligeno

Figura 4 - A organizagdo da estrutura de tenddo: das fibrilas de colageno até o tendao
inteiro. Fonte: J6zsa e Kannus, 1997.

Smith (1965) observou que o tenddo apresenta escassa circulagdo sanguinea
longitudinal. Isso pode ser comprovado devido a auséncia de sangramento na sec¢do do
tendao.

1.3 Tendao de Aquiles

O tendao de Aquiles, também conhecido como tenddo do calcdneo ou calcanear
transmite for¢a ao calcdneo para a flexdo plantar do pé e também se acomoda lateral ou
medialmente quando o calcdneo assume posi¢do em varo ou valgo. Atua ainda na absor¢do de
impactos durante a marcha, corrida e salto (MULLER et al., 2004).

Por ser o tendao mais grosso e mais forte do corpo humano, pela sua condigdo
anatomica, foi adotado o nome Aquiles ou tenddo de Aquiles no século XVII. Hipodcrates, na
primeira descri¢ao registrada de uma lesdo no tenddo de Aquiles, concluiu que "este tendao,
se cortado ou lesado, causa febre aguda, induz engasgamento, ocasiona desequilibrio mental e
sua evolucdo levaria a morte" (COUCH, 1936 apud PAAVOLA, 2001).

A juncdo dos musculos gastrocnémio e s6leo forma trés partes do triceps sural, no
entanto, com a jun¢do destes dois musculos forma o tendao de Aquiles que se fixa no osso

calcaneo do pé (MOORE; DALLEY, 2001).



O tenddo de Aquiles nos animais mamiferos ¢ formado por trés musculos, que se
inserem na tuberosidade do calcaneo, onde a massa muscular medial e lateral do musculo
gastrocnémio funde-se distalmente para formar um tendao espesso que se insere no tuber
calcis. O musculo flexor digital superficial forma o segundo componente do tenddo de
Aquiles e um terceiro tenddo ¢ formado devido a jun¢ao dos musculos gracil, semitendinoso e
biceps femoral (EVANS; DE LAHUNTA, 1994).

Miiller et al. (2004), comparando por analise macroscopica o ligamento patelar e o
tenddao do calcaneo, pode identificar a diferenga no arranjo das fibras, onde no ligamento,
existe um arranjo de fibras de colageno regulares e irregulares, ndo permitindo grande
elasticidade quando softre tragao. O tendao do calcaneo apresenta fibras de colageno regulares,
ndo promovendo deformidade no momento da tragdo do tenddo, tendo a capacidade de
absorver energia e resisténcia com maior elasticidade se comparado ao ligamento patelar.

A lesdo do tenddo do calcaneo ou Aquiles, ¢ a mais comum entre atletas, como
jogadores de futebol e bailarinas, devido ao mecanismo de estresse ocorrido diariamente
(MELLO, 2004).

Cetti et al. (1993), Moore e Dalley (2001), Browner et al. (2003), afirmam que a
ruptura do tenddo do calcaneo ocorre apos uma dorsiflexdo for¢ada, arranque da marcha ou
corrida, onde rapidamente o paciente tem a sensagdo de que levou um trauma direto na

panturrilha, devido a forte dor que sente no local.

1.4 Reparacao do tendao

Segundo Cormak e David (1984), a reparacdio do tenddo ndo ¢ efetuada pelos
fibrocitos, mas sim pelos fibroblastos da bainha interna. Com auséncia da bainha, isto ocorre
pelo tecido conjuntivo frouxo circunjacente. Estas células crescem em direcdo ao interior da
lesdo e depositam novos feixes de fibras coldgenas, restaurando assim a continuidade do

tenddo.
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O processo de reparagao do tendao pode prover uma arquitetura de um tendao normal,
porém, dificilmente ird reproduzir a formagdo prévia ou retornard as suas propriedades
mecanicas originais de deslizamento sobre os tecidos vizinhos do tendao (MACHADO et al.,
2000).

Enwemeka (1989), afirma que por haver baixa vascularizagdo, oxigenagdo e nutri¢ao,
o tenddo possui baixa capacidade de regeneracdo. No entanto, diversos estudos demonstraram
que quando o tenddo lesado ¢ estimulado por meios biofisicos apropriados este regenera
adequadamente.

O processo de reparo tendineco se dd em trés fases sobrepostas: inflamatoria,
proliferativa e remodelamento (ENWEMEKA, 1989 e J OZSA; KANNUS, 1997)

A fase inflamatoria, ocorre do primeiro ao sétimo dia apos a lesdo, liberando no local
mediadores quimicos da inflamagdo, onde as células inflamatorias fazem a migragdo para o
local da lesdo. Os fibroblastos migratérios € os macrofagos desempenham um papel
fagocitario. Os macrogafos sdo responsaveis por fagocitar e digerir particulas estranhas,
removendo restos celulares e componentes extracelulares alterados durante o processo de
cicatrizacdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Os fibroblastos ficam dispostos radialmente
em relagdo a dire¢do das fibras do tenddo e comecam a sintetizar colageno por volta do quinto
dia ap6s a lesdo (MAFFULLI et al., 2002).

A fase proliferativa inicia-se do quinto ao vigésimo primeiro dia ap6s lesdo, com a
chegada de fibroblastos e miofibroblastos. A migracdo e a proliferacdo dessas células ¢
estimulada por fatores de crescimento liberados por plaquetas e macrégrafos teciduais
presentes no local da lesao (GOFFI, 1996).

Estudos relatam que o remodelamento inicia-se por volta do décimo quarto dia apds a
lesdo e se estende por um periodo de um ano ou mais, sendo necessario cerca de oito meses

para uma reconstrucdo parcial (GOFFI, 1996). Por volta do segundo més as fibras de
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colageno sdo compactas e espessas. Apos o quarto més, o tenddo tenotomizado apresenta
fibras de coldgeno bem organizadas, o tecido celular muda para tecido fibroso, com grande
quantidade de fibras colagenas. A maturacdo do colageno e¢ o realinhamento linear sdo
normalmente vistos por volta do 5° a0 6° més apds a lesio (JOZSA; KANNUS, 1997). Os
fibroblastos apresentam formas alongadas com algumas reentrancias citoplasmaticas correndo
entre os feixes de coldgeno que se encontram organizados no eixo longitudinal do tendao
(ENWEMEKA, 1989). Quando a cicatriz se encontra completamente matura, cerca de 3% de
seus elementos sdo celulares (fibroblastos, miofibroblastos e macroéfagos) e o restante ¢
colageno (JOZSA; KANNUS, 1997).

Kleinert et al. (1981), relatam que a fisiologia dos tenddes ¢ importante no mecanismo
de nutri¢do e de reparagdo, devendo ser respeitada para que tenha uma boa evolugdo na
cicatrizacdo apos a lesdo. O tenddo ¢ nutrido pelo liquido sinovial, que funciona como
lubrificante, e pelos vasos sanguineos do epitenddo e do sistema de vinculos.

Furlow (1976), ao estudar a cicatrizacdo tendinosa, recomendava o fechamento
meticuloso da bainha tendinea, restituindo assim a nutrigdo tendinosa e conseguindo a
reparagao do tendao.

Segundo estudos de Enwemeka (1989), através de analise de microscopia de luz pode
ser observado, uma elevacao do alinhamento das fibras de coldgeno no eixo longitudinal do
tendao apos um periodo de 21 dias de reparo tecidual.

Goffi (1996) descreveu o processo da reparagdo do tenddo entre dois cotos
(extremidade dos tenddes apos a lesdo), dividido por semana a partir do primeiro dia apos a
lesdo:

e Primeira semana: evidenciou uma substancia gelatinosa, translucida que envolve

as duas extremidades como edema, dentro da qual proliferam células jovens de tecido

conjuntivo. O tecido conjuntivo se origina de fibroblastos que penetram nesta geléia e
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formam, interiormente, fibras coldgenas. Participam deste processo as células do

endotendio, epitenddo e paratenddo. As fibras tendinosas ja existentes nao interferem

no processo de reparagdo. Obtém-se uma unido muito firme entre os cotos.

e Segunda semana: o edema do tendio aumenta ao mdaximo, nota-se muita

vascularizagdo e especialmente proliferagdo dos elementos celulares do tecido

conjuntivo, que fazem uma ponte ainda fragil entre os cotos tendinosos. Neste tecido

conjuntivo crescem fibras tendinosas, que se tornam bem visiveis no oitavo dia e entre

o décimo e décimo quarto dia, elas atravessam a ponte de unido.

e Terceira semana: producdo de fibras tendinosas. A juncdo adquire uma firmeza

definitiva, semelhante a do tendao.

e Quarta semana: o edema e a vascularizagdo diminuem ¢ o afrouxamento das

aderéncias tendinosas permite um certo grau de deslizamento. No fim da quarta

semana ha uma boa resisténcia na unido, ainda que um pouco diferente do normal.

Maffuli et al. (2002), afirmam que apesar do intensivo remodelamento do tenddao nos
primeiros meses apods a lesdo, a regenera¢do completa nunca sera alcancada, pois as fibras de
colageno que substituem a lesdo apresentam didmetro menor resultando numa redugdo na
forca biomecanica do tendao.

Para Enwemeka (1989), as fases de proliferacdo e de remodelamento sdo importantes

para uma melhor reparacdo tecidual onde haverd intensa proliferacao celular (fibroblastos),

sintese de fibrilas de coldgeno e alinhamento das fibras no eixo longitudinal do tendao.

1.4.1 Cicatrizac¢ao extrinseca e intrinseca

A cicatrizagao do tenddo pode ocorrer por cicatrizagdo extrinseca e intrinseca. O
processo de cicatrizagdo extrinseca ocorre através da obliteracdo do tenddo e seu
revestimento, obtendo uma fase de formacao, similar aquelas associadas com a cicatrizagao

de um ferimento. O processo consiste no espessamento ¢ modificagdo das células do
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epitenddo, migracao celular, fagocitose pelos macréfagos e migragdo de fibroblatos com
formagao do tecido tenosinovial, havendo a cobertura e cicatrizacdo da lesio (POTENZA,
1962). A resposta extrinseca ¢ a mais importante por promover um rapido preenchimento da
lesdo com o tecido de granulagdo (MAFFULLI et al., 2002).

O processo de cicatrizagdo intrinseca ocorre através da sintese do fibroblasto proprio
no interior da lesdo até o final do revestimento do tenddo (MAFFULLI et al., 2002). Ocorre
no tecido tendineo pela regeneragdo das células dos proprios cotos tendineos, obtendo
proliferacdo e sintese de coldgeno tanto das camadas superficiais como profundas do tendao
(MANSKLE; LESKER, 1984).

De acordo com Culp e Taras (1995), cicatrizagdao do tendao, envolvendo extrinseca ¢
intrinseca, ocorre da seguinte forma:

- Cicatrizagdo extrinseca:

e proliferacdo de capilares sanguineos e fibroblastos (0 a 4 dias);
e formacao de fibras de colageno (4 a 21 dias);
e témino com processo de remodelagdo apos 21 dias.

- Cicatrizagdo intrinseca:
e proliferacdo e espessamento das células do epitendao (0 a 3 dias);

e formacdo de coldgeno e neoformagdo vascular (5 a 7 dias), onde observa-se a
presenga de um calo fibroso no 10° dia;

e término com proliferagcdo de fibroblastos do endotendado (14 a 21 dias).

Manskle e Lesker (1984), demonstraram a capacidade da cicatrizagdo intrinseca do
tenddo flexor dilacerado transversalmente, com auséncia de fontes celulares extrinsecas,
auséncia de nutricdo de vaso sanguineo e fluido sinovial. Nesta situagdo, ocorre a cicatrizagao
pela migracdo dos fibroblastos no epitenddo e na area da lesdo, removendo as células

debridadas e fragmentos de coldgeno ao mesmo tempo que sintetiza novo colageno.



14

1.5 Laser

Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation), que significa,
Amplificacdo de Luz por Emissdo Estimulada de Radiacao, foi idealizado por Albert Einstein
em 1917, quando expds os principios fisicos da emissdo estimulada. Desde o final da década
de 1960, houve um grande avango nos equipamentos de laser e em suas aplicagdes na area
médica Isso permitiu a evolugdo das cirurgias com lasers, possibilitando a primeira cirurgia
oftdlmica com sucesso, com a extirpagdo de um pequeno tumor na retina. Atualmente, o laser
¢ usado para tratamento de afec¢cdes musculo esqueléticas, dor e inflamagdao. O laser ¢
classificado em “alta poténcia” sendo destrutivo e “baixa poténcia” ndo destrutivo (VECOSO,
1993; GENOVESE, 2000; MATERA et al., 2003).

A radiag@o do laser ¢ constituida por ondas eletromagnéticas, visiveis ou ndo de acordo
com o comprimento de onda das mesmas. O laser ¢ uma emissdo de luz coerente,
monocromatica com grandes concentracdes de energia, capaz de provocar alteracdes fisicas e
biologicas (VECOSO, 1993; GENOVESE, 2000).

Segundo Genovese (2000), a energia absorvida nos tecidos biologicos se transforma
em outras formas de energia, atuando no interior dos tecidos e também propagando os seus
efeitos para tecidos vizinhos.

Tatarunas et al. (1998), afirmam que aos lasers de baixa poténcia atribui-se efeito
analgésico, antiinflamatério e cicatrizante, mas a interacdo da luz laser com a matéria viva ¢
bastante complexa, porque a energia que ¢ depositada nos tecidos pode sofrer absorcao,
reflexdo, difusdo e transmissdo, apresentando diferenga na cicatrizagdo do tecido bioldgico
dependendo da espécie animal e caracteristicas da pele.

Para Cruafies (1984), a interacao do laser no tecido biologico ¢ chamado de “absor¢do

seletiva”, por haver uma funcao “fotorreguladora” no tecido bioldgico, que a partir de certos
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“fotorreceptores”, sdo capazes de absorver um foton de determinado comprimento de onda,
provocando transfomagao na atividade funcional e metabolica da célula.

Nos ultimos anos tem-se constatado a agdo da laserterapia sobre os tecidos biologicos,
como por exemplo na aceleracdo do processo de cicatrizagdo de feridas. Segundo Cruafies
(1984), Vecoso (1993) e Genovese (2000) a energia do laser, apos ter sido depositado no
tecido, transforma-se em outro tipo de energia ou efeito bioldgico que provoca modificagdes
ou efeitos no local da absor¢do e em sua volta chamados efeitos secundérios, provocando
resultados indiretos como: estimulo microcirculatdrio e estimulo ao trofismo celular.

Esses processos basicos podem ser entendidos da seguinte forma (Figura 5):

1)  Reflexdo e retroespalhamento — ocorre quando a radiagdo atinge a superficie do
tecido bioldgico, fazendo com que parte desta radiacdo retorne na direcdo da
fonte de excitagdo, sem interagdo com o tecido biologico.

2)  Absor¢ao — depende do comprimento de onda e da se¢do eficaz de absor¢do do
tecido bioldgico para esse comprimento de onda.

3) Transmissdo — radiagdao que consegue atravessar o tecido bioldgico.

4)  Difusdo — ocorre no interior do tecido bioldégico quando uma radiacio laser o

atravessa.



16
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Figura 5 — Interacdo do raio laser com o tecido bioldgico. Fonte:

Genovese (2000).

1.5.1 Efeitos do laser de baixa poténcia

Segundo Colls (1984) os efeitos do laser, sdo divididos em efeitos primarios ou
diretos, secundarios ou indiretos e terapéuticos.
1.5.1.1 Efeitos primarios ou diretos

Os efeitos primarios ou diretos subdividem-se em efeitos bioquimicos, bioelétricos e
bioenergéticos (GENOVESE, 2000).

e Bioquimico - divide-se em dois efeitos basicos:

- Liberacao de substancias pré-formadas: tais como histamina, serotonina e bradicinina
(SILVEIRA; LOPES, 1991).

- Modificagdo das reagdes enzimaticas: proporciona modificagdes estimulatorias ou
inibitérias em reagdes enzimaticas normais, tais como produ¢do de ATP (Adenosina-
trifosfato), sintese de prostaglandina ¢ aumento da “lise” de fibrina, fator que determina
importantes vantagens nos efeitos terapéuticos (MATERA et al., 2003).

e Bioelétrico: através da producdo de ATP e mobilidade i6nica potencializa a bomba

de sddio e potassio.
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e Bioenergético: o aporte energético da radiacdo laser tem a capacidade de
normalizar o contingente energético, que coexiste com o contingente fisico de cada

individuo.

1.5.1.2 Efeitos secundarios ou indiretos

e Estimulo a microcirculagdo: com a liberagdo da histamina estimulada pelo laser,
ocorre a paralisacdo dos esfincteres pré-capilares, como conseqiiéncia, o fluxo
sanguineo aumenta.

e Estimulo ao trofismo celular: com o aumento na producdo de ATP, a velocidade
mitotica ¢ também aumentada, o que proporciona em escala tissular o aumento da
velocidade da reparagdo e também um melhor trofismo dos tecidos (CRUANES,

1984; ENWEMEKA et al., 1990; REDDY et al., 1998a).

1.5.1.3 Efeitos terapéuticos

e Efeito analgésico;
e Efeito antiinflamatorio;
e Efeito antiedematoso;

e [Efeito cicatrizante.

Estudos realizados com o laser de baixa poténcia para tratamento de dor e inflamagao
tém mostrado resultados positivos. A irradiacdo laser estimula as mitocondrias celulares,
provocando a producdo de ATP intracelular, o que favorece a producao de acido araquidonico
e a transformacao de prostaglandina em prostaciclina, o que justifica sua a¢ao antiedematosa e
antiinflamatéria, além de promover um aumento da endorfina circulante (beta endorfina)
proporcionando efeito analgésico (MATERA et al., 2003).

Cruafies (1984) e Porter (1992), relataram que o aumento de ATP mitocondrial e o

incremento da sintese protéica sdo a base do efeito bioestimulante e estimulo do trofismo
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celular, provocando aumento do numero de fibroblastos, da sintese de colageno,
melhoramento da reepitelizacdo e da divisao celular

Cruafies (1984), Enwemeka et al. (1990) e Reddy et al. (1998a), afirmam que o laser
de baixa poténcia estimula a proliferagdo de fibroblastos e em consequéncia, promove uma
maior producdo de novas fibras de colageno.

Cruafies (1984) e Colls (1984), recomendam a dose de 4 a 6 J/cm” para estimular os

processos de reparagdo tecidual.

1.5.2 Laser arseneto de galio (AsGa)

Laser de AsGa ¢ uma radiagdo obtida através da estimulacdo de um diodo
semicondutor, formado por cristais de arseneto de galio; também conhecido como laser
semicondutor ou laser diodo, apresenta comprimento de onda no infravermelho na faixa de
830nm até 904nm (BAXTER, 1994; GENOVESE, 2000).

O semicondutor ou diodo possui uma condutividade inferior a dos metais, € podem ser
de trés tipos: silicio, germanio e arseneto de galio. Quando ocorre a passagem da corrente
elétrica através das substancias selecionadas, sdo produzidas sucessivas combinagdes eletro-
lacunas com emisiao de fotons. Este processo depende da intensidade da corrente elétrica, que
tem de ser suficiente para a estimulacdo do diodo (BAXTER, 1994).

Colls (1984) e Enwemeka (2001), afirmam que o laser AsGa comparado com o laser
Hélio-Neonio (HeNe), apresenta maior penetracdo da radiacao no tecido bioldgico, havendo
melhor distribuicdo no tendao, onde o indice de penetragdo ¢ maior do que no tecido
muscular.

O laser de baixa poténcia tem agdo analgésica, antiinflamatéria e antiedema sobre os

tecidos, com melhor retorno as fungdes (MATERA et al., 2003).
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Machado et al. (2000), afirmam que foi dada grande énfase a aplicacdo de irradiagao
de laser de baixa poténcia com o objetivo de aumentar as reagdes celulares e bioquimicas para
contribuir com uma reparagdo mais eficiente da ferida.

Cruafies (1984) cita que a terapia com laser AsGa apresenta influéncia no tempo de
cicatrizacdo do tecido lesado, tornando-o mais resistente do que o nao estimulado com a
terapia laser.

O laser AsGa apresenta um potencial terapéutico para lesdes profundas dos tipos:
articular, muscular, ligamentar e outras, com maior poder de penetracio em humanos, em
torno de 14 mm (VECOSO, 1993).

Gir et al. (2002) realizaram um estudo em setenta e cinco pacientes, portadores de
fibromialgia, decorrente em pessoas sedentarias que apresentavam pontos de dor pelo corpo,
(“tender point”). Os pacientes foram divididos em 3 grupos: o grupo 1 realizou tratamento
com laser AsGa em onze pontos de dor, o grupo 2 controle (placebo) teve tratamento com o
laser desligado nos onze pontos de dor ¢ o grupo 3 teve tratamento com antidepressivo
(amitripilina - 10mg). Apos trés semanas de tratamento, observou-se melhora gradativa nos
pacientes tratados com laser AsGa.

Ozkan et al. (2004), utilizaram o laser AsGa, 5 J/cm? para o tratamento de vinte e cinco
pacientes com lesdes de tenddes flexores da mao em diferentes zonas. Os pacientes foram
divididos de forma aleatoria em grupos tratados e grupos placebo-controle e foram tratados
por periodo de oito até vinte e um dias. Houve diminui¢do do edema ja na primeira semana
com uso do laser, sem apresentar diferenca significante na biomecénica e na dor entre os
grupos, concluiu-se entdo da necessidade de estudos mais avancados para a aplicagdo em
humanos.

Machado et al. (2000), fizeram analise da terapia com laser AsGa na reparagdo

tendinea de eqliinos ap6s indugdo de tendinite experimental. Foram utilizados dez eqiiinos
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com os tendoes flexores superficiais de ambos 0os membros anteriores induzidos com injegao
de colagenase. Apos quarenta e oito horas da aplicacdo da colagenase, foram realizados
exames ultra-sonograficos para avaliar as alteracdes ocorridas nos tenddes, seguindo da
utilizagdo da laserterapia com dose didria de 8J/cm?, por periodo de quinze dias. Apos esse
periodo, realizaram analise ultra-sonografica e exame histolégico por microscopia de luz e
ndo encontraram alteragdo relativa nos tenddes, tanto no grupo tratado como no grupo
controle. Os autores concluiram que o laser AsGa ndo interferiu na reparacao tendinea.

Raiser et al. (2001), realizaram trabalho cientifico com a implantagcdo de aloimplante
ortotopico de tenddo de Aquiles, conservados em glicerina a 98%, em quarenta e oito cadelas,
por periodo de até seis meses, divididas em grupo controle e grupo tratado com laser arseneto
de galio — 904nm, 6J/cm?. Observaram que o grupo tratado, irradiado por periodo de dez dias,
teve melhora no desempenho da deambulagdo ¢ aumento no angulo da articulacdo tibio-
tarsiana. Mazzanti et al. (2004), em trabalho com homoimplante ortotopico no segmento
tenopatelar, conservado em glicerina a 98%, em vinte e quatro cdes divididos em grupo
tratado e grupo controle por periodo de seis meses, recebendo tratamento de laser AsGa,
6J/cm? por periodo de dez dias, observaram que o laser arseneto de gélio ndo interferiu no
processo cicatricial nas areas de anastomose do enxerto com o leito receptor. Isso contraria as
observacdes de Raiser et al. (2001).

Enwemeka et al. (1998), relatam que a laserterapia acelera, aumenta e facilita a producao
de colageno no tendao de Aquiles em coelhos. O laser de baixa poténcia teve bons resultados na
reparagdo tecidual em animais diabéticos, isso foi comprovado por um estudo realizado por
Reddy et al. (2001), que usaram o laser HeNe e demonstraram aumento na produgdo de
colageno e consequentemente uma melhor contragdo da ferida comparado ao grupo controle.

Reddy et al. (1998a), demonstraram experimentalmente, que a laserterapia possui um

efeito cicatrizante através da estimulagdo da matriz colagenosa. Utilizando vinte e quatro
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coelhos da linhagem Nova Zelandia, foi realizada uma tenotomia no tendao de Aquiles,
seguido de sutura. Os animais foram imobilizados e submetidos a uma dose de 1J/cm? do laser
HeNe (632,8nm) por quatorze dias no tendao de Aquiles. No décimo quinto dia os coelhos
foram sacrificados ¢ o tenddo extraido para posterior andlise bioquimica. Os autores
observaram um aumento de 26% de colageno quando comparado com o grupo controle.

Oliveira (2002), realizou trabalho de pesquisa com quarenta coelhos adultos
lesionando por tenotomia o tenddo de Aquiles da pata direita, separados em grupo tratado e
grupo controle. O objetivo desse trabalho foi analisar a eficacia da radiacdo laser HeNe na
cicatrizacdo do tendado através das propriedades mecanicas de tracdo exercida sobre o tendao
apos o tratamento. Recebeu irradiacdo de laserterapia por oito dias consecutivos com dosagem
de 5J/cm? de forma pontual. Os animais foram sacrificados logo em seguida e submetidos a
ensaios mecanicos de tragdo em maquina de ensaio de tragdo. Concluiu que a estimulagao
com o laser HeNe nos grupos tratados, diminui a resisténcia mecanica da cicatrizagao
tendinosa em fases precoce do processo reparador. Também sugeriu que em uma fase precose
de tratamento com laser ha diminuicdo de resisténcia, que esta relacionada a alteragdes
morfoldgicas e histoquimicas que posteriormente levam a reversdo do processo inicial de
enfraquecimento do tendao.

Enwemeka e Reddy (2000), em estudos realizados com a laserterapia, ultrassom
terapéutico e eletroestimulagdo chegaram a conclusdo que a laserterapia tem intensa
estimulagdo na proliferagdo de fibroblastos e na concentragdo de sintese de colageno no tecido
lesado, isso vale tanto para o laser HeNe como para o laser AsGa, ambos com dose de 1J/cm?,
que sao similares em suas respostas de tratamento. Reddy et al. (1998b) realizaram a
combinac¢do de laser HeNe, 1Jem? e eletroestimulagdo com carga mecanica, acreditando que
isso aceleraria experimentalmente a cicatrizagdo do tenddo de Aquiles tenotomizado de

coelhos. Os tenddes dos grupos de animais tratados e dos grupos de animais controles foram
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imobilizados e tratados por periodo de cinco dias, os tenddes dos grupos tratados receberam
eletroestimulagdo com excitagao elétrica induzida, promovendo contragdo do musculo triceps
sural e irradiagdo de laser 1J/cm?, concluindo que a combinagdo de laser e eletroestimulagao
com carga mecanica nos tenddes aumenta a produgdo de coldgeno. Gum et al. (1997),
combinaram o uso simultaneo de ultra-som, estimulagdo elétrica e fotoestimulagcdo com laser
AsGa, 1J/cm?> em tenddes de Aquiles de coelhos. Os tenddes dos animais tratados
apresentaram melhor resisténcia a tragdo quando comparados ao grupo de animais controle,
aumento de colageno, fibroblastos e matriz extracelular. Demir et al. (2004a) compararam o
laser AsGa, 1J/cm?, com a eletroestimulacio e comprovaram que a eletroestimulagao
apresentou melhores resultados na cicatrizagdo das feridas em ratos do grupo de animais
tratados comparados com o laser. Demir et al. (2004b), relatam a comparagdo entre o ultra-
som ¢ o laser AsGa, 1J/cm? em ratos, onde o grupo tratado pelo laser teve maior eficacia na
cicatrizacdo da ferida, quando comparado com o grupo de animais controle ¢ o grupo de
animais tratados com o ultra-som.

Segundo Reddy (2003), o uso do laser AsGa em feridas induzidas na pele do dorso de
ratos apresentou um aumento significante de até 50% de coldgeno em relacdo ao grupo
controle e , levou a uma maior concentracao de células reparadoras e contracdo das bordas das
feridas.

Silveira e Lopes (1991), afirmam em um trabalho realizado com o laser AsGa, que
com o uso da laserterapia desde o primeiro minuto da lesdo induzida na pele do dorso de
setenta e dois ratos , houve aumento no processo de degranulagdo dos mastocitos, levando a
uma liberacdo de substancias biologicamente ativas como a heparina e histamina, e aumentou
assim, a proliferagdo de fibroblastos na area irradiada, e conseqiientemente de fibras
colagenas, além de uma pequena infiltragdo leucocitaria, sem ocorrer um processo

inflamatorio pleno.
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Demir et al. (2004c), utilizaram o laser AsGa (1J/cm?), continuo e o ultrassom
terapéutico de 1MHz continuo, 0,5W/cm? para comparacdo e associacdo dos aparelhos no
processo de cicatrizacdo do tenddo de Aquiles em trés grupos de vinte e oito ratos durante
vinte e um dias, sacrificando os animais no quarto, décimo e vigésimo primeiro dia pés-
operatorio (PO). Foi analisada a evolugdo bioquimica e biomecanica do tendao, e observou-se
diferenca significante entre os grupos de animais tratados e grupos controle. No grupo tratado,
ocorreu aumento da producdo de hidroxiprolina (aminoacido importante na sintese de
colageno) e melhora significante na biomecanica do membro lesado. Na comparacao do grupo
dos animais tratados, utilizando o laser e o ultra-som terapéutico e associagdo dos dois
aparelhos; ndo houve diferenga significante na producdo de hidroxiprolina, assim como
diferenga na biomecanica na comparagdo da utilizacdo dos dois aparelhos e mantendo um
padrdo estavel entre os grupos.

Tavares (2002), desenvolveu um trabalho de pesquisa com quarenta ratos, realizando
tenotomia de tenddo de Aquiles em uma das patas do grupo de animais tratado e do grupo de
animais controle. Fez irradia¢do do laser AsGa com dose de 4J/cm? ap6s quarenta e oito horas
da lesdo por quinze dias consecutivos. Demonstrou que a laserterapia beneficia a reparacao do
tenddo, diminuindo o tempo de cicatrizacdo, retornando mais rapido a fun¢ao do tecido lesado
e minimizando a presenca de células inflamatorias na fase inicial da cicatrizagao.

Pugliese et al. (2003), realizaram um estudo com setenta e dois ratos, induzindo
ferimentos padronizados na pele do dorso dos animais e utilizou-se terapia com laser arseneto
de galio aluminio por periodo de quatorze dias no grupo tratado, foi observado aumento da

concentragdo das fibras de colageno e elasticas, reducao do edema e do processo inflamatorio.
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2. Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito do laser AsGa (904nm) com
dose de 4J/cm? no processo de reparagao do tendao de Aquiles, considerando a contagem de
células inflamatdrias, fibroblastos, coldgeno e vasos sanguineos na fase inicial e tardia da

reparagdo através de estudo histomorfométrico do microscopio optico de luz.
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3. Materiais e métodos

3.1 Animais

Foram utilizados 34 ratos albinos, machos, jovens, linhagem Wistar, com o peso
aproximado de 350g, 3 meses de idade, provenientes do Biotério da Anilab (Animais de
Laboratério) da cidade de Paulinia do Estado de Sao Paulo.

Os animais foram mantidos no Biotério do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da
Universidade do Vale do Paraiba em gaiolas apropriadas de polietileno padrdo, em grupos
aleatdrios de cinco a seis animais por gaiola, passando por um periodo de adaptacdo de cinco
dias, mantidos em sala com temperatura ¢ umidade constante (24°C - 60%) com ciclo
claro/escuro de 12 horas, com agua e racao ad libitum.

3.2 Aparelho laser

O equipamento utilizado no estudo experimental para estimula¢ao do tenddo foi o laser
AsGa-904nm, Endophoton - modelo LLTO107 da marca KLD (Biosistemas Equipamentos
Eletronicos Ltda), o qual, possui caneta aplicadora de aco inox com controle de disparo do
laser (Figura 6). Antes do inicio da estimulagdo, caracteristicas como poténcia e tempo de
emissdo foram aferidos no Laboratério de Laser de Alta Poténcia no Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba sob responsabilidade do Prof. Dr.
Egberto Munin.

O aparelho laser apresenta alimentacdo de 110 a 220 V — 50/60 Hz, e ajuste digital da
densidade de energia em J/cm?.

A caneta do laser ¢ diodo pulsado 75W AsGa (invisivel); comprimento de onda de
904nm; pico de poténcia 45W; poténcia média 40 mW; largura do pulso 100 ns; tipo do feixe

divergente (8° x 25°) e area de emissdo de 0,6cm?.
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Figura 6 — Aparelho laser.

3.3 Grupos experimentais

Os 34 animais foram aleatoriamente separados em seis grupos: Al, A2, B1, B2, Cl e
C2.

Grupo Al (n=5): animais controle, tenotomizados e com simulagdo de tratamento,
sacrificados no 7° dia pds-operatorio (PO).

Grupo A2 (n=5): animais tratados, tenotomizados e com aplicagdo do laser com dose 4

J/em? por periodo total de 5 dias, sacrificados no 7° dia PO.

Grupo Bl (n=6): animais controle, tenotomizados e com simulagdo de tratamento,
sacrificados no 14° dia PO.

Grupo B2 (n=6): animais tratados, tenotomizados e com aplica¢do do laser com dose 4

J/em? por periodo total de 10 dias, sacrificados no 14° dia PO.

Grupo C1 (n=6): animais controle, tenotomizados e com simulagcdo de tratamento,

sacrificados no 21° dia PO.
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Grupo C2 (n=6): animais tratados, tenotomizados e com aplicacdo do laser com dose

de 4 J/em? por periodo total de 15 dias, sacrificados no 21° dia PO.

Os animais nao receberam nenhum tipo de imobilizacdo, sendo posteriormente
deixados livres nas gaiolas durante o periodo PO.
3.4 Procedimento cirurgico

Foi realizado tenotomia total do tenddo de Aquiles direito na regido média do mesmo,
entre a inser¢do do tenddo e a jun¢do miotendinea em todos os animais. Para realizagdo deste
procedimento, todos os animais receberam por via subcutdnea, um pré-tratamento com
atropina (analgésico), na dose de 0,04 ml para cada 100 g de peso corpdreo, aguardando
repouso de 15 minutos para o procedimento anestésico (SCHANAIDER; SILVA, 2004). Foi
administrada droga anestésica em associa¢do por via intramuscular, cetamina (cloridrato)10%
-10ml (Syntec) utilizando a dose de 0,Iml para cada 100 g de peso corpéreo e xilazina
(cloridrato)2% - 10ml (Syntec) com dose de 0,1ml para cada 100 g (MASSONE, 1994),
utilizando seringa de insulina de 1 ml para cada animal. Em seguida, realizou-se a tricotomia
e limpeza da pele com alcool iodado 2% na regido do tenddo de Aquiles da pata direita do
animal. Através de uma pequena incisdo na pele, o tenddo foi exposto (Figura 7A) e
tenotomizado transversalmente na regido média (Figura 7B). Posteriormente foi realizada a
sutura cutanea com fio monofilamento de poliéster 6/0 (Prolene®) e assepsia com alcool
iodado 2% (Figura 7C).

Apds a cirurgia, os animais foram submetidos a profilaxia com uso de Pentabidtico
(Fort Dodge®) de amplo-espectro, via intramuscular profunda em dose tnica de 0,02ml para

cada 100g do peso corporeo.
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Figura 7 - (A) Dissecagdo do tendao; (B) Tenotomia do tenddo; (C) Sutura cutdnea apds os
procedimentos cirirgicos.

3.5 Procedimento experimental

O procedimento experimental teve inicio no periodo da manhd e todos os animais
tiveram a mesma manipulagdo. Para o procedimento terapéutico, os animais foram
posicionados em uma mesa em dectbito ventral e imobilizados manualmente. As patas

traseiras direitas foram imobilizadas, seguindo-se a aplicacdo do laser em contato direto com
a ferida, na dosagem de 4 J/cm? por um periodo de 48 segundos, tempo selecionado
automaticamente pelo aparelho laser (Figuras 8 e 9). Todos os animais tiveram a primeira

aplicagao do laser no PO.

Dias de aplicacao do laser AsGa

tratamento repouso  tratamento repouso  tratamento  repouso

5 dias 2 dias 5 dias 2 dias 5 dias 2 dias

cirurgia SA 7°dia SA 14° dia SA 21%dia

1%plicagdo

Figura 8 — Esquema dos grupos que receberam radiacdo laser. SA: sacrificio
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Figura 9 — Aplicacdo do laser AsGa na regido lesada.

3.6 Sacrificio dos animais

Os animais foram sacrificados ao 7°, 14° e 21° dia PO, utilizando o mesmo
procedimento anestésico realizado na cirurgia. Depois de anestesiados, os animais receberam
aplicacdo via intracardiaca de anestésico Tiopental Sodico (Cristalia) na dose de 0,05ml para
cada 100 g de peso corpéreo, seguido de aplicagdo do cloreto de potassio 19,1% (Equiplex)
via intracardiaca com dose Unica de 0,4ml para cada 100 g de peso corporeo.

A remocdo dos tenddes tenotomizados foi feita por dissecacdo, desde a inser¢do
calcanear até a jun¢do miotendinea. Os tenddes foram fixados em solugdo de formol a 10%
por vinte e quatro horas e posteriormente encaminhados para processamento histologico.

3.7 Técnica histologica

Os procedimentos laboratoriais para confeccdo do material histoloégico foram
realizados no laboratdrio de histologia da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos
— UNESP.

Apds fixacdo, os tenddes foram desidratados e incluidos em parafina (Paraplast -

Tissue Enbedding Medium — Oxford — cod. 8889-501006), em seguida, foram confeccionados
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0s blocos para serem cortados no micrétomo (Micron - HM 325), de forma semi-seriada com
seccoes de 6um de espessura e corados com HE (Hematoxilina de Harris - Merck - cod.

1.09253.1002 e Eosina 0,5% - Merck — cod. 1.09844.1000).

3.8 Métodos de analise de fibroblastos, células inflamatdrias, vasos sanguineos e fibras
de colageno.

Para o estudo ¢ obten¢do dos resultados foram selecionados aleatoriamente trés cortes
histologicos correspondentes a regido mediana dos tenddes de Aquiles, os resultados foram
obtidos pela contagem das células e quantidade de coldgeno presente em trés dareas
microscopico da reparagdo do tenddo, ndo sobrepostas, dos cortes histologicos. Estes critérios
de analise foram usados para todos os grupos (controle e tratado).

A analise histomorfométrica foi realizada com o microscopio LEICA DMIL associado
ao “software” de imagens LEICA QWin Standard — versdo 2.5 (Leica — “Imagem Processing
and Analysis System”) como método de andlise, utilizando a cdmera CCD (JVC, modelo:
TK-C1480e) para captar as imagens. A area utilizada para realizar a contagem das células e
quantificar o colageno foi de 42000pm®. Foram identificados e contabilizados os fibroblastos
e fibras de colageno (Figura 10), células inflamatdrias (Figura 11) e vasos sanguineos
periféricos (Figura 12), além do reconhecimento da regido da reparagdo do tendao (Figura

13).
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aumento de 400x. FB: fibroblastos FC: fibras de colageno.
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Fotomicrografia da regido de reparag

corte longitudinal

Figura 10

Figura 11 — Fotomicrografia da regido de reparacdo do tenddo, corado com HE,

corte longitudinal, aumento de 400x. CI: células inflamatérias mononucleares.



Figura 12 — Fotomicrografia da regido de reparagdo do tenddo, corado com HE, corte
longitudinal, aumento de 200x. VSP: vasos sanguineos periféricos.

Figura 13 — Fotomicrografia para reconhecimento da regido de reparacdo do tendao,
corado com HE, corte longitudinal, aumento de 40x, 7° dia PO. TT: Tendao
tenotomizado; AC: Area de reparacgdo do tendao.

32



33

No programa Image Tool foi possivel realizar a contagem das células pelo método de

ponto. Cada ponto vermelho demarca uma célula considerada para analise (Figura 14).

Click on the items to be counted, one-at-a-time.
“when finished, double click in the image.

I
) | i

| x=652 =237 v=[175.167.144] |

Figura 14 — Imagem da seleg@o das células pelo método Image Tool.

O programa QWin Color (Ferramenta do LEICA) permite realizar a selecdo das cores
que serdo pigmentadas, realizando o célculo em porcentagem da area demarcada. Neste caso,

a cor azul distinguiu as fibras de coldgeno das outras estruturas nao selecionadas (Figura 15).
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Figura 15 — Imagem da selecdo do colageno pelo programa LEICA
(QWin Colour).
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3.9 Analise estatistica

Os valores obtidos foram tabelados e testados utilizando o teste z-Student para analise
de variancia, com nivel de significancia estatistica de 5 por cento (p<0,05), (FONSECA,
1992; TRIOLA, 1999; MARTINS, 2001).

Para a realizagdo dos testes estatisticos utilizou-se o software InStat® versio 3.0.

Os valores obtidos no procedimento experimental para cada grupo de animais foram

expressos através de suas médias (X ) e desvio padrdo (s) conforme apresentado nos anexos

A,B,CeD.
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4. Resultados

Os resultados observados nos varios pardmetros selecionados encontram-se
relacionados nos anexos A, B, C e D. Os valores das médias, erro padrdo e andlise de
variancia nos varios grupos e periodos experimentais encontram-se resumidos nas tabelas 1 a

4. As figuras 16, 17 e 18, ilustram os resultados observados nos periodos de 07, 14 e 21 dias

da reparagdo tecidual apds a tenotomia total do tendao de Aquiles.

VAR L AR

Figura 16 — Fotomicrografia da regido de reparagdo do tendéo no 7° dia,
corados com HE. Cortes longitudinais, aumento de 400x. Al: grupo
controle e A2: grupo tratado — FB: fibroblastos; FC: fibras de colageno; CI:
células inflamatdérias mononucleares.



Figura 17 — Fotomicrografia da regido de reparagéo do tenddo no 14° dia, corados com HE.
Cortes longitudinais, aumento de 400x. B1: grupo controle e B2: grupo tratado — FB:
fibroblastos; FC: fibras de coladgeno; CI: células inflamatorias mononucleares.
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Figura 18 — Fotomicrografia da regido de reparagdo do tenddo no 21° dia, corado com HE.
Cortes longitudinais, aumento de 400x. Cl1: grupo controle e C2: grupo tratado — FB:
fibroblastos; FC: fibras de coladgeno; CI: células inflamatorias mononucleares.
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4.1 Fibroblastos

Os resultados da contagem do numero de fibroblastos dos animais controle e tratados,
ao 7°, 14°, e 21° dia, encontram-se na tabela 1 e estdo apresentados graficamente na figura 19.
O nimero de fibroblastos foi maior no 7° dia em ambos os grupos controle e tratado. Valores
menores foram encontrados no 21° dia, com menor nimero da média no grupo tratado. No 14°
dia foram observados resultados intermedidrios, entretanto foram mais numerosos no grupo

controle (103,3 £ 1,7) do que no grupo tratado (96,7 £ 2,0). A andlise de varidncia mostrou

que as diferencas foram estatisticamente significantes em todos os periodos analisados.

Tabela 1: Médias, erro padrao e analise de varidncia do numero de fibroblastos encontrados ao
7°, 14° e 21° dias , nos grupos controle e tratado.

Fibroblastos
Controle Tratado
7° dia 132,7+£5,2 166,8 + 5,9 p=0,0027%%*
14° dia 103,3+1,7 96,7 = 2,0 p=0,0193*
21°dia 92,2 +3,4 72,9 +3,3 p=0,0016**

* significante, ** muito significante
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Figura 19 — Grafico comparativo do niimero de fibroblastos
nos diferentes tempos de sacrificio.

4.2 Células inflamatdrias mononucleares
Os resultados da andlise do niumero de células inflamatdrias mononucleares dos
animais controle e tratado, nos periodos de 07, 14 e 21 dias, encontram-se na tabela 2 e estdo

apresentados graficamente na figura 20. O numero de células inflamatérias foi maior ao 7° dia
em ambos os grupos controle e tratados, com médias de 6,0+ 0,3 e de 3,5 +0,4
respectivamente. Valores menores foram encontrados ao 21° dia para ambos os grupos, com
valores de 1,4 = 0,1 no grupo controle e de 0,1+ 0,03 no grupo tratado. Em todos os periodos

o grupo tratado sempre apresentou médias menores do que os animais do grupo controle. A
analise de varidncia mostrou que as diferengas foram estatisticamente significantes em todos

os periodos analisados.
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Tabela 2: Médias, erro padrdo e analise de varidncia do nimero de células inflamatorias
mononucleares encontradas ao 7°, 14° ¢ 21° dias , nos grupos controle ¢ tratado.

Celulas Inflamatorias Mononucleares

Controle Tratado
7° dia 6,0 +£0,3 35+04 p=0,0009**
14° dia 3,1+04 1,7+0,2 p=0,0119*
21°dia 1,4 + 0,08 0,1 +0,03 p=0,0001%%*

* significante, ** muito significante
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Figura 20 - Grafico comparativo do numero de células

inflamatoérias mononucleares nos diferentes tempos de sacrificio.

4.3 Matriz de colageno

Os resultados da analise da quantidade de coldgeno dos animais controle e tratados
encontram-se na tabela 3 e figura 21.

A quantidade de coldgeno presente na area de reparagdo ao 7° dia foi semelhante em

ambos os grupos, entretanto foi maior no grupo tratado no 14° e 21° dias, com médias de 59,4

+ 1,3 e 66,1 + 2,5, enquanto nos controles foi de 54,6 £ 1,7 e de 56,0 £ 1,5 respectivamente
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para os periodos referidos. A analise de varidncia mostrou que as diferengas foram

estatisticamente significantes apenas no ultimo periodo do experimento.

Tabela 3: — Médias, erro padrio e analise de varidncia da porcentagem de colageno (%)
observadas ao 7°, 14° e 21° dias, nos grupos controle e tratado.

Colageno (%)
Controle Tratado
7° dia 58,7 £ 2,1 58,3+ 1,9 p=0,9451"
14° dia 54,6 + 1,7 59,4 +1,3 p=0,0508"
21° dia 56,0 + 1,5 66,1 + 2,5 p=0,0066**

ns -« . . . . .
nao significante, ** muito significante
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Figura 21 — Grafico comparativo do percentual das fibras de
colageno nos diferentes tempos de sacrificio.
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4.4 Vasos sanguineos

Os resultados da analise do ntimero de vasos sanguineos periféricos dos animais
controle ¢ tratado encontram-se na tabela 4 e figura 22. O numero de vasos sanguineos
periféricos encontrados na area de cicatrizagdo apresenta-se um pouco maior nos animais
controle ao 7° e 21° dia, com valores de 39,7+2,7 e 42,5+1,3 respectivamente, ¢ menos
freqliente nos animais tratados com freqiiéncia de 36,5+1,9 e 39,24+2,7 nos mesmos periodos
experimentais. A analise de variancia mostrou que as diferengas nao foram significativas em

nenhum periodo analisado.

Tabela 4: Médias, erro padrao e analise de variancia do niumero de vasos sanguineos observados ao
7°, 14° ¢ 21° dias, nos grupos controle e tratados.

Vasos Sanguineos

Controle Tratado
7° dia 39,7 +2,7 36,5+1,9 p=0,3946"°
14° dia 37,8+ 1,4 38,5+23 p=0,8595"
21° dia 425+1,3 39,2 +2,7 p=0,1957"

S ~ . .
ndo significante
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Figura 22 - Grafico comparativo do nimero de vasos

sanguineos periféricos nos diferentes tempos de sacrificio.
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5. Discussao

Estudos experimentais sobre a reparagao do tenddo de Aquiles, apos tenotomia total,
utilizando o modelo experimental foram descritos por Enwemeka (1989), Gun et al. (1997) e
Reddy et al. (2001), ao promoverem na por¢ao média do tendao de Aquiles de animais, uma
incisdo transversal no tenddo dissecado.

No presente trabalho, utilizou-se o modelo experimental de tenotomia induzida em
tenddes de Aquiles de ratos, para investigar o efeito do laser AsGa no processo de reparagao
tecidual.

As aplicagdes do laser na medicina t€ém aumentado nos ultimos anos, diversos tipos de
aparelhos lasers com diferentes comprimentos de onda vem sendo estudados, promovendo
varias reacOes fototérmicas nos tecidos bioldgicos. Alguns autores como Baxter (1994);
Enwemeka et al. (1998); Reddy et al. (1998a) observaram que o uso de intensidades
relativamente baixas ¢ capaz de modular determinados processos bioldgicos, em especial a
fotobiomodulacao no processo de reparacao do tecido. Varios estudos foram feitos in vitro e
in vivo, mais faltam modelos ¢ métodos que possam ser facilmente e frequentemente
reprodutiveis (BAXTER, 1994).

A maior parte dos estudos desenvolvidos em modelos experimentais ou clinicos sugere
que o laser de baixa poténcia desenvolve processos celulares e fisioldgicos promovendo a
regeneragdo de diferentes tecidos biologicos.

Desenvolvendo alguns estudos especificos, descobriu-se que a radiagdo laser pode
tanto estimular as varias fases da cicatrizagdo, como inibi-las, dependendo da dosagem
(MESTER et al., 1985). Assim também, utilizando-se doses apropriadas do laser de baixa
poténcia, pode-se inibir e diminuir a fase inflamatéria da cicatrizacdo dos tecidos e
desenvolver efeitos biomoduladores nas células envolvidas nas fases proliferativas e de

remodelagdo tecidual (BAXTER, 1998).
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Utilizou-se neste estudo, o aparelho laser AsGa com um comprimento de onda maior que
o do laser HeNe (aparelhos terapéuticos). Segundo estudo feito por Enwemeka (2001), o laser
AsGa, quando comparado com o laser HeNe, apresenta maior penetracao no tecido bioldgico,
com aumento diferencial em tenddo, onde o indice de penetragdo ¢ maior do que no musculo.

O aparelho laser AsGa foi previamente calibrado, utilizando neste experimento dose de
4 J/em?, pico de potencia pulsada de 45W, comprimento de onda de 904nm com area do feixe
de 0,6 cm? e tempo de aplicagdo de 48 segundos, selecionado automaticamente pelo aparelho,
sendo semelhantes aos utilizados em uso clinico e outras pesquisas. O presente trabalho foi
desenvolvido com base nos trabalhos dos seguintes autores, Tatarunas et al. (1998),
Enwemeka, (2001), Tavares (2002) e Matera et al. (2003).

Optou-se por utilizar o laser AsGa por periodos de 5 dias consecutivos, com intervalos
de descanso de 2 dias, com intuito de simular a rotina de atendimento em clinicas de
fisioterapia. A aplicagdo do laser teve inicio logo apds a cirurgia, induzindo o aumento dos
mastocitos no local da lesdo. Isso foi observado no trabalho realizado por Silveira e Lopes
(1991), onde afirmam que o laser AsGa — 904nm aumenta o niimero de mastocitos em
degranulacdo nas primeiras horas apos a lesdo, favorecendo a migracdo de fibroblastos.
Enwemeka (1989) também afirma que os primeiros dias sdo importantes para a qualidade da
regeneracdo tendinosa.

O tratamento na fase aguda no processo de cicatrizagdo do tendao foi realizado por um
periodo de 7 dias, considerando a presenga de células responsaveis pelo processo de
cicatrizacdo ja nos primeiros dias apdés a lesdo, e o tempo da intervengdo fisioterapéutica
baseou-se no estagio inicial do processo de reparacio (ENWEMEKA, 1989).

O procedimento para aplicagdo do laser AsGa foi de forma pontual, onde o feixe
cobriu toda a regido da lesdo. A caneta emissora foi posicionada a 90° do eixo do tendao para

evitar perdas de energia e proporcionou-se contato com a pele do animal, como citado por
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Baxter (1994). Assim, a aplicagao do laser de forma nao invasiva permite atuar sobre tecidos
lesados localizados em regides profundas (MESTER et al., 1985).

Embora ndo haja um padrao de poténcia e técnica de emprego para tratamento da lesdo
do tenddo, o laser terapéutico pode ser usado como coadjuvante de outros tratamentos, sempre
que se necessite de um efeito antidlgico (alivio da dor), efeito bioestimulante do trofismo
celular (reparagdo celular), efeito antiinflamatorio, antiedematoso e normalizador circulatorio
(redugdo de edema e de hiperemia).

No entanto, ¢ desejavel que a cicatrizacdo tendinosa ocorra mais rapido possivel e sem
seqiielas de aderéncias conjuntivas, para que seja restaurada a capacidade de deslizamento dos
tenddes dentro das estruturas que os mantém fixos, sem limitagdes dos movimentos. De forma
que, as clinicas e pesquisadores aumentem a procura por métodos de estimulacdo da
reparacdo dos tenddes, sendo um dos caminhos, o emprego de recursos biomoduladores,
como o laser AsGa.

No presente trabalho utilizou-se como modelo bioldgico experimental o rato, pois os
niveis de pesquisa exigidos para a avaliacdo de tratamentos antes de sua indicacdo para seres
humanos devem ser respeitados. Este animal permite a obtengdo de resultados em periodos de
tempo mais curtos, devido seu metabolismo bastante acelerado em relagdo aos demais animais
de experimentos. Além disso, selecionou-se rato macho devido as provaveis interferéncias nas
variagdes do ciclo hormonal ocorridos na fémea.

O tendao selecionado foi o calcanear conhecido como tendao do calcaneo ou tendao de
Aquiles, devido a facilidade do acesso, pois € superficial a pele, apresenta forma anatomica
ampla, reduzindo o trauma cirargico e permitindo facilidade na execucdo da técnica
experimental.

Muitos estudos experimentais sobre o processo de reparagdo tendinea foram

realizados, através da tenotomia induzida, com o objetivo de investigar a influéncia de agentes
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fisicos sobre o tecido (BIRK; TRELSTAD, 1986; ENWEMEKA et al., 1998; REDDY et al.,
1998b; MACHADO et al., 2000; MATERA et al., 2003; OLIVEIRA, 2002; TAVARES,
2002).

Os ratos com lesao unilateral foram colocados para deambular na primeira semana, ¢
observou-se que se locomoviam normalmente sem claudicacdo, apresentando forca e
resisténcia com a pata lesada na hora da manipulagdo para aplicacdo do laser. Isso ocorreu
tanto nos animais tratados como nos animais controles. No final do 7° dia do po6s-operatdrio,
os animais tratados apresentavam pélo na lesdo cutinea, sendo imperceptivel a incisao.

Verificou-se a diferenca do didmetro entre o tenddo controle e o tratado, onde o
diametro do tendao tratado era maior que do tendao controle, cujas altera¢des regrediram com
o decorrer dos dias. Na realizagdo da dissecacdo do tenddo na primeira semana, houve
dificuldade na dissecacdo da pele com o tendao, devido rigidez do tecido cutaneo. Houve
diminui¢ao do nodulo e da aderéncia nas semanas seguintes. Apesar da falta de imobilizacdo e
do afastamento dos cotos tendineos, houve possibilidade da reparacdo do tendao
tenotomizado, também observado por Reddy et al. (1999).

Neste trabalho, optou-se pelo 7° dia PO para andlise inicial do processo de reparagao
do tendao, e 14° e 21° dias PO para andlise tardia do processo de reparacdo. As analises
quantitativas foram empregadas por serem bem aceitas entre os patologistas.

Na andlise das médias entre o grupo controle e o grupo tratado, achou-se diferenca
significante. Ocorreu aumento na proliferagdo de fibroblastos na primeira semana do grupo
tratado, com diminui¢do na segunda e na terceira semana PO. Acredita-se que o laser tenha
interferido no aumento da proliferagdo dos fibroblastos na fase inicial do tratamento, com
diminui¢do de seu numero na segunda e terceira semanas, talvez em conseqiiéncia do
estimulo, a sintese de colageno tenha apresentado em maior numero nas ultimas semanas. Isto

pode ser analisado a partir dos valores contidos nas Tabelas 1 e 3 e Figuras 18 e 20.
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Resultados também obtidos por Enwemeka e Reddy (2000), que ao avaliar o uso do
ultra-som, da eletroestimulacdo e do laser, observaram que a laserterapia estimula a sintese de
fibroblastos em fase inicial da cicatrizagao.

Na andlise da sintese de colageno ndao houve diferenca significante entre os grupos
controle e grupos tratados nas fases iniciais, porém, houve diferenca significante na terceira
semana de tratamento com aumento de fibras de colageno no grupo tratado comparado ao
grupo controle. Reddy et al. (1998a), Demir et al. (2004a) e Demir et al. (2004c), observaram
aumento gradativo de colageno com o uso do laser AsGa em seus estudos de regeneragao
tecidual no mesmo tempo de tratamento proposto.

Houve diferenga significante nos numeros em todas as fases da reparacdo de células
inflamatorias mononucleares, sendo maiores valores encontrados nos grupos controle, ao
passo que nos grupos tratados com laser, houve um decréscimo significante do numero de
células inflamatorias mononucleares desde a primeira semana de tratamento, sendo
praticamente nulo o niimero de células inflamatorias na ultima semana do experimento, o que
sugere a possibilidade de uma modulagao interna do processo inflamatério no local da lesdo.

Os vasos sanguineos periféricos ndo apresentaram diferenga entre os dois grupos:
tratado e controle, nas duas primeiras semanas; ja na ultima semana do tratamento, os grupos
tratados apresentaram aumento do nimero de vasos periféricos, beneficiando o processo de
cicatrizacdo do tenddo, uma vez que nesta fase (proliferativa) a escassez de aporte sanguineo
pode comprometer o processo (SMITH, 1965).

Reddy e Enwemeka (1996), Enwemeka (2001), Pugliese et al. (2003), observaram
aceleragdo na formacao de fibrila, fibras de coldgeno, estimulagdo na cicatriza¢do do tecido
muscular e uma grande diminui¢do na resposta inflamatoria em tenddes tenotomizados
tratados com laser. Reddy et al. (1998a) concluiram que a estimulagdo com irradiagdo do laser

em tenddes de Aquiles acarreta na tensdo elastica bem como aumento na produgdo de
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colageno. Diante destas consideracdes e dos achados bibliograficos, foi possivel verificar que
muitos dos resultados reportados por outros autores sdo similares aos do trabalho
desenvolvido.

Através da analise de trabalhos desenvolvidos com o uso continuo do ultra-som
terapéutico na reparagdo de tenddo, pode-se observar na terceira semana de tratamento, que o
nimero de fibroblastos ¢ maior que a quantidade de fibras de coldgeno no grupo tratado.
Podendo-se afirmar, que a laserterapia estimula a sintese de coldgeno na fase inicial da
reparagao do tendao.

Outros trabalhos revelam que a estimulagdo elétrica em combinag¢do com a estimulagdo
do laser em tenddes de coelhos tenotomizados apresenta tensdo maxima, elasticidade do
tenddo e produgdo de colageno quando comparados com grupos controle (REDDY et al.,
1998b). Portanto pode-se observar na literatura que os efeitos do laser AsGa na pratica clinica
apresenta eficacia no processo de reparacao tendinosa. Os estudos histologicos enriquecem o
esclarecimento da possivel relacdo do laser AsGa com a reparacao do tendao.

A determinagdo do tempo, dose e mecanismos que influenciam a proliferagdo de
fibroblastos, deposi¢do de colageno maduro e recuperagdo funcional dos tenddes reparados,
também sdo fundamentais para que se obtenha um eficiente efeito do laser AsGa, adequando
diferentes dosagens e periodos de tratamento, onde auxiliardo melhores programas de

tramento no reparo tendineo.
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6. Conclusoes

e O numero de fibroblastos foi maior no grupo tratado da primeira semana do periodo
experimental e o nimero de células inflamatorias foi menor nos animais tratados nos
trés periodos experimentais;

e A quantidade de coldgeno foi maior nos animais tratados gradativamente na segunda e
terceira semana dos periodos experimentais; O niumero de vasos sanguineos presentes
perifericamente na area lesada foi levemente maior nos grupos tratados. O niimero dos
vasos sanguineos mostrou-se semelhantes entre os grupos controle e tratado,
mostrando ser independente da acdo do laser;

O uso do laser AsGa evidenciou nos animais tratados, uma diminui¢do do processo

inflamatério a partir da primeira semana do PO, estimulando a proliferagao de fibroblastos

inicialmente e aumentando a sintese de colageno posteriormente.
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Anexo A - Analise do niumero de fibroblastos

Neste anexo sao apresentados os resultados da proliferagao de fibroblastos obtidos para

cada grupo de animais em termos de suas médias ()_( ) e de seu desvio padrdo (s). Os dados

estdo apresentados nas tabelas a seguir:

Quadro Al.1- Grupo animais tratados com laser AsGa, apés 7 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal

A B C D E

176 162 157 182 189
187 165 141 188 192
188 149 153 172 177
188 184 148 178 172
198 150 160 169 164
178 134 148 149 169
181 148 163 145 176
174 157 143 166 187
171 159 149 149 171

Me‘:iiieafada 182,4 | 1565 | 1514 | 166,5 | 177,5
Média do grupo = 166,9 Desvio padrao = 13,2

Quadro AL2 — Grupo animais controle, apo6s 7 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E
120 113 130 133 158
110 118 133 139 150
116 135 135 132 141
138 124 115 143 147
120 113 124 138 142
135 128 119 147 153
118 120 139 141 161
132 133 132 134 149
113 134 122 140 154
Me(;‘iiieafada 1225 | 1243 | 127,7 | 138,6 | 150,6
Média do grupo = 132,8 Desvio padrao = 11,7




Quadro AL3 — Grupo animais tratados com laser AsGa, apés 14 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal

A B C D E F
106 101 103 108 106 107

116 92 87 118 98 96

104 90 89 95 91 92

87 88 86 87 102 98

115 97 88 105 89 103

101 84 90 103 93 91

89 98 101 101 98 99

114 103 93 99 83 83

108 86 91 83 97 89
Me‘;‘ﬁiflfafada 1044 | 933 | 920 | 999 | 953 | 954

Média do grupo = 96,7 Desvio padrao = 4,6
Quadro Al.4 — Grupo animais de controle, apo6s 14 dias.
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal

A B C D E F

101 104 106 127 126 107

95 113 115 98 127 97

113 112 100 101 118 109

94 106 98 104 85 102

98 101 93 95 101 99

93 92 102 105 98 95

97 115 99 108 115 102

93 107 110 97 107 88

101 110 103 101 99 97
Me‘:“;ﬂfﬂfada 98,3 | 106,7 | 102,9 | 104,0 | 1084 | 99,6

Média do grupo =103,3

Desvio padrao = 4,0
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Quadro ALS — Grupo animais tratados com laser AsGa, apds 21 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E F
53 72 89 81 73 89
58 91 85 86 82 74
48 64 86 81 78 79
80 68 68 68 84 75
58 70 61 70 79 76
55 85 70 79 69 83
56 75 79 80 78 78
61 86 77 81 80 69
63 69 81 75 72 84
Me‘;‘iiieafada 591 | 755 | 773 | 719 | 692 | 785
Média do grupo = 72,9 Desvio padriao = 7,6
Quadro Al.6 — Grupo animais de controle, apds 21 dias.
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E F
65 104 108 103 91 107
87 87 98 95 89 97
79 80 78 89 104 109
72 114 103 97 88 102
72 73 85 93 90 99
103 91 92 99 83 95
99 85 107 109 93 102
70 77 95 99 87 88
58 101 101 92 102 97
Me‘;‘iiieafada 783 | 902 | 963 | 973 | 91,9 | 99,5

Média do grupo =92,3

Desvio padrao =7,6
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Anexo B - Anilise da presenca de células inflamatéorias mononucleares.
Neste anexo sdo apresentados os resultados da presenca de células inflamatorias

obtidos para cada grupo de animais em termos de suas médias ()} ) e de seu desvio padrao (s).

Os dados sdo apresentados nas tabelas a seguir:

Quadro AIIL.1 — Grupo animais tratados com laser AsGa, apds 7 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal

A B C D E

5 3 3 2 4

6 5 4 3 6

3 5 3 3 3

4 5 2 2 4

2 6 3 4 3

3 3 1 1 5

5 3 3 3 3

4 5 3 2 5

4 4 4 1 4
Mecgﬁidmeafada 4,0 4,3 2,9 2,3 4,1
Média do grupo = 3,5 Desvio padrao = 0,9

Quadro All.2 — Grupo animais de controle, apés 7 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal

A B C D E

6 6 5 5 6

3 3 7 7 7

4 7 6 8 4

8 5 4 6 8

5 4 6 7 6

8 3 3 5 9

6 7 8 5 6

8 5 9 8 7

5 6 7 6 8
Me‘;‘iiieafada 5,9 5,1 6,1 6,3 6,8
Média do grupo = 6,1 Desvio padrao = 0,6




Quadro AIL3 - Grupo animais tratados com laser AsGa, apods 14 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E F
1 2 3 1 2 3
0 3 2 1 3 2
1 2 1 2 2 2
0 1 0 2 0 3
3 3 3 3 2 2
3 2 2 3 1 1
0 3 4 1 1 2
0 2 3 1 2 3
2 1 1 1 1 1
Me‘l‘;ﬁfﬂfada 1,1 2,1 2,1 1,7 1,5 2,1
Média do grupo = 1,8 Desvio padrao = 0,4
Quadro AIL4 — Grupo animais de controle, apds 14 dias.
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E F
3 2 5 3 3 4
5 3 4 4 2 3
5 5 2 4 3 4
7 4 3 2 2 2
5 3 0 3 1 3
5 2 3 2 1 4
4 4 4 4 3 2
5 2 2 2 2 3
6 2 3 2 3 2
Mec;‘ﬁidmeafada 5,0 3,0 2,9 2,9 2,2 3,0

Média do grupo = 3,2

Desvio padrao = 0,9
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Quadro AILS - Grupo animais tratados com laser AsGa, apos 21 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E F
0 1 0 0 1 1
0 0 1 1 0 0
0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 1
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
Me‘l‘iiﬁfafada 0 011 | o011 | 022 | o011 | 022
Média do grupo = 0,1 Desvio padrao = 0,1
Quadro AIL6 — Grupo animais de controle, apés 21 dias.
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E F
1 1 2 1 1 2
1 2 1 1 1 1
1 3 1 2 0 1
3 2 2 0 1 1
0 3 1 3 2 1
3 1 0 2 2 3
1 2 1 1 1 2
1 1 2 2 2 3
3 1 2 2 0 2
Me‘;‘iiﬂfafada 1,5 1,7 1,3 1,5 11 1.8

Média do grupo = 1,5

Desvio padrao = 0,3
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Anexo C - Anilise da quantidade das fibras de coliageno.
Neste anexo sdo apresentados os resultados da presenca de colageno obtidos para cada

grupo de animais em termos de suas médias ()}' ) e de seu desvio padrao (s). Os dados sao

apresentados nas tabelas a seguir:

Quadro AIl1 - Grupo animais tratados, apos 7 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E
55 58 65 64 59
49 50 56 61 53
55 57 60 57 54
49 48 66 55 63
66 53 68 62 65
57 50 62 56 62
62 48 59 61 66
56 48 58 64 62
59 52 60 62 63
hg;g;aa(gf,n)l;e 56,7 | 51,7 | 61,8 | 604 | 61,0
Média do grupo = 58,3% Desvio padrao = 4,2

Quadro AIIL2 — Grupo de animais de controle, apés 7 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E
70 59 47 53 59
67 60 47 60 61
70 57 47 60 58
70 55 56 59 64
67 58 50 59 61
69 56 52 60 58
48 56 51 62 63
53 55 54 64 66
54 58 54 59 65
Média (%) de
cada animal 63,1 57,3 51,2 59,9 62,0
Média do grupo = 58,7% Desvio padrao =4,8




Quadro AIIL.3 — Grupo de animais tratados, apds 14 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E F
56 60 57 59 71 55
56 52 58 53 62 53
53 51 72 59 71 53
63 59 55 64 67 51
61 45 53 65 64 53
64 64 73 61 59 54
56 65 60 47 64 66
55 50 66 63 57 61
66 50 57 61 61 64

D;[::ll:laa(l:f)n)l:llle 593 | 555 | 61,3 | 593 | 643 | 569

Média do grupo =59,4%

Desvio padrao = 3,2

Quadro AllL.4 — Grupo de animais de controle, apos 14 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E F
62 51 44 43 46 60
54 53 52 56 49 61
54 58 53 59 52 59
62 52 55 63 52 51
64 46 55 61 40 53
60 46 58 62 45 56
50 62 65 65 46 47
49 50 63 66 49 48
56 43 63 64 55 48

hg:g;aa(;?n)l;e 570 | 515 | 56,7 | 60,1 | 484 | 541

Média do grupo = 54,6%

Desvio padrao = 4,2
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Quadro AIIL5 — Grupo de animais tratados, apds 21 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E F
59 70 71 58 56 65
71 81 69 67 58 59
78 71 63 66 55 54
63 76 66 56 58 71
69 71 71 68 52 65
71 65 60 71 47 72
65 79 69 85 61 70
71 62 72 68 47 68
72 79 78 55 64 59
i o
hg:g;aa(n?n)l;e 688 | 729 | 69,1 | 663 | 548 | 64,9
Média do grupo = 66,1 Desvio padrao = 6,2
Quadro AIV.6 — Grupo de animais de controle, apds 21 dias.
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal

A B C D E F
61 56 41 58 53 65
63 59 44 59 51 64
54 56 49 59 54 63
46 52 50 58 50 61
56 62 55 56 51 62
58 61 56 60 52 62
50 51 52 60 56 54
63 46 58 62 54 55
60 54 54 55 54 58

hg:g;aa(;?n)l;e 569 | 555 | s1,1 | 588 | 533 | 60,7

Média do grupo = 56,0%

Desvio padrio = 3,6
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Anexo D - Anilise da presenca de vasos sanguineos.

Neste anexo sdo apresentados os resultados da presenga de vasos congestos e capilares

obtidos para cada grupo de animais em termos de suas médias ()} ) e de seu desvio padrao (s).

Os dados sdo apresentados nas tabelas a seguir:

Quadro AIV.1 - Grupo animais tratados com laser AsGa, apos 7 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E
35 30 34 29 39
41 31 49 32 37
39 41 38 30 43
Média de cada
animal 38,3 34,0 40,3 30,3 39,6

Média do grupo=36,5

Desvio padrao=4,2

Quadro AIV.2 - Grupo animais de controle, apos 7 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E
35 29 45 52 38
37 36 38 45 43
42 28 41 48 39
Média de cada
animal 38,0 31,0 40,3 48,3 40,0

Média do grupo=39,7

Desvio padrao=6,2




Quadro AIV.3 - Grupo animais tratados com laser AsGa, apos 14 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E F
43 49 34 30 34 36
39 53 38 28 41 41
41 35 33 29 42 47
Mediadecada |\ 0 | 46 | 350 | 200 | 390 | 413
animal
Média do grupo=38,5 Desvio padrao=5,8
Quadro AIV.4 - Grupo animais de controle, apds 14 dias.
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E F
34 41 34 43 29 38
38 38 44 39 35 40
41 35 41 45 31 36
Média d d
T ] 316 | 380 | 396 | 423 | 316 | 380
Média do grupo=37,8 Desvio padrao=3,5
Quadro AIV.5 - Grupo animais tratados com laser AsGa, apos 21 dias.
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E F
37 29 34 52 37 48
32 35 39 45 34 43
34 33 43 54 39 39
Média de cada
animal 34,3 32,3 38,6 50,3 36,6 43,3
Média do grupo=39,2 Desvio padrao do grupo=6,6
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Quadro AIV.6 - Grupo animais de controle, apds 21 dias.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
A B C D E F
38 39 39 49 46 45
40 50 43 38 39 39
41 43 34 53 48 41
Mediadecada | 5o o | 440 | 38,6 | 466 | 443 | 416
animal
Média do grupo=42,5 Desvio padrao=3,1
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Ensino UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVAP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n.° L096/2005/CEP, intitulado
“Avaliacdo do laser Arseneto de Gdlio - 904rm no processo de cicatrizagéio do
tenddo de Aquiles em ratos”, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Antonio
Balbin Villaverde, esta de acordo com a Lei 11977/2605 (SP), os Principios
Bticos na Experimentacio Animal (COBEA/1991), e as Normas Para a Pratica
Didatico-Cientifica da Vivissecgfo de Animais (Lei 6638/1979) sendo, portanto,
aprovado por esta Comissdo de Etica em Pesquisa.

Informamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de
Pesquisa deverd apresentar a este Comité de Etica um relatorio das atividades

desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovag#o.

Séo José dos Campos, 21 de margo de 2006.
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PROFY. DR. LANBUL}*‘O SILVEIRA JUNIOR
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa da UNIVAP
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