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“Estudo dos efeitos da terapia com luz coerente e ndo coerente sobre a reparacao

tendinea através da Espectroscopia Raman e Analise Histopatologica”

Resumo

Estudos vém sendo realizados utilizando a fototerapia em diferentes areas da
salde, empregando tanto laseres quanto LED’s de baixa poténcia. O principal
beneficio atestado para a laserterapia é a reducdo de processos algicos,
remodelagdo de tecidos, dentre outros. Contudo, um ndamero minimo de
estudos foi desenvolvido com o emprego da terapia com LED’s. Nenhum
trabalho foi publicado com terapia LED aplicada a reparacdo de tendfes. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi o de investigar o efeito da terapia com laser
ou LED no processo de reparacdo tendinea em ratos. Foram utilizados 48
ratos machos. A terapia com laser (780nm ou 904nm) ou terapia com LED (640
+ 20 nm) foi instituida ap6s o procedimento cirargico de tenotomia e
diariamente durante 7 e 15 dias. Para os diferentes comprimentos de onda
utilizou-se a dose padrdo de 4 J/cm?. O sacrificio dos animais ocorreu aos 7 e
15 dias pos-operatério (PO), originando-se, assim, dois diferentes grupos de
avaliacdo. Os tenddes biopsiados foram analisados por espectroscopia Raman
(ER), seguidamente analisados histologicamente. O tratamento do tecido
tendinoso a base de LED se faz eficaz quando comparado aos tratamentos
com laseres (904 nm e 780 nm) principalmente na fase inflamatoéria (12
semana) quando avaliados fatores de remodelamento tecidual, maturacao
(fibroblastos) e tipo de fibras coladgenas depositadas no processo de reparagao
tendinea. O laser AsGa (904 nm) comparado ao laser GaAlAs (780 nm),
obteve melhores resultados com relacdo ao remodelamento e maturacao
tecidual. Na fase proliferativa, o laser (904 nm) e o LED demonstraram otimizar
a sintese de colageno tipo Ill. Nenhum dos subgrupos submetidos ao
tratamento laser (904 nm e 780 nm), assim como o da terapia LED, obteve
grau de remodelamento tecidual equivalente ao do grupo controle.

Palavras-chave: Espectroscopia Raman, Tend&o, Laser, LED, Luz coerente,

Luz ndo coerente, colageno.



"Study on the effects of coherent and non-coherentlight therapy on the tendon
repairing by Raman Spectroscopy and histopathological analysis”

Abstract

Several studies related to the application of phototherapy in different fields of
health have been accomplished. Low-level lasers as well as LEDs were wsed in
these studies. The main benefits attributed to phototherapy are the reduction of the
painful process and the remodeling of tissues, amongst others. However, a few
studies in which LED therapy was used were developed. No works were released
on LED therapy applied to the repairing of tendons. Thus, the objective of this
study was to research out the effects of laser therapy or LED therapy on the
process of tendon repairing in mice. Forty-eight male rats were used. Laser
therapy (780 nm or 904 nm) or LED therapy (640 = 20 nm) was applied after
surgery procedures of tenotomy, and daily during 7 and 15 days. For the different
wavelengths, the standard dose of 4 J/cm? was given. The animals were killed on
the 7" and 15" days after surgery, thus arising two groups of evaluation. Tendons
which suffered biopsy were analyzed using the Raman Spectroscopy (RE), and
they were continuously analyzed on their histology. The therapy of the tendon
tissue based on LED is more efficient when compared to those based on Laser
(904 nm and 780 nm), mainly during the inflammatory phase (1°' week), evaluating
the factors of tissue remodeling, maturation (fibroblasts) and type of collagen fibres
deposited during the process. The AsGa laser (904 nm) therapy showed better
results than the GaAlAs laser (780 nm) therapy regarding the remodeling and
tissue maturation. During proliferate phase, the laser at 904 nm and the LED
therapies optimized the synthesis of type Il collagen. All of the sub-groups
submitted to the light therapy; laser at 904 nm and 780 nm and LED; showed
higher degree of tissue remodeling than the group of control.

Key words: Raman spectroscopy, tendon, Laser, LED, coherent light, non-coherent

light, collagen.
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1. INTRODUCAO

Sado varios os estudos que buscam a minimizacdo dos problemas na
cicatrizacdo tendinosa, dentre estes, as técnicas cirurgicas empregadas possuem
destaque segundo Strickland (1989). Em 1992, foi destacado por Enwemeka, a
utilizagdo das mobilizagbes e imobilizagcdes nestes tratamentos sendo que, 0s
recursos fisicos para a aceleracdo do processo de reparacdo tecidual, foram
destacados por Schimitt et al. (1993).

Estudos relacionados a cicatrizagdo do tenddo do calcdneo em animais
vém sendo realizados, tendo como objetivo elucidar através dos varios tipos de
tratamento a reparacao do tecido tendinoso (ENWEMEKA, 1992; GUM et al. 1997;
REDDY, 1998 ; TAVARES, 2002).

Lizarelli, Lamano-Carvalho e Brentegani (1999 apud NICOLAU, 2001)
relatam que dentre fendbmenos existentes de interacdo luz e tecido biolégico o
mais interessante observado em organismos vivos é a do reparo tecidual, sendo
este um mecanismo primario de sobrevivéncia.

Efeitos fotomoduladores sdo apontados como caracteristicas da Terapia
Laser de Baixa Poténcia (TLBP) segundo Nascimento (2001), Capon et al. (2001),
Nicolau (2001) e Yu (2003).

A acédo da luz sobre a regeneracdo de tecidos, em especial ao tecido
tendinoso, foi tema de estudiosos que obtiveram resultados satisfatérios,
principalmente com luz coerente - Laser (REDDY et al, 1998; GUM et al, 1997;
BUSO, 2006).

Pesquisas tendo como base a luz, na area da saude, ttm aumentado nos
ultimos tempos. Diversidades nas caracteristicas da luz dao origem a aparelhos
gue vém sendo estudados promovendo interacdes relevantes nos tecidos
bioldgicos.

Estudos apontam a acdo da TLBP em tecidos biologicos, porém existem
discordancias de pesquisadores quanto a eficiéncia da laserterapia na
biomodulagéo tecidual. Enquanto algumas pesquisas demonstram efeitos da

TLBP como inibidor da sintomatologia dolorosa ou aceleracdo de reparo dos



processos cicatriciais, muitos autores apontam a necessidade do uso cauteloso da
luz laser como biomodulador na aplicacdo clinica (WALKER et al., 2000;
BABOVIC et al., 2001; STADLER et al., 2001).

Segundo Buso (2006), efeitos antialgicos, bioestimulantes de trofismo
celular, antiinflamatério, antiedematoso e normalizador circulatério podem ser
esperados da terapia Laser. Assim, esta terapia pode ser empregada, como
coadjuvante em tratamentos variados.

A caracteristica que mais diferencia o LED do Laser € a coeréncia.
Respostas bioldgicas séo evidenciadas pela absor¢do da luz por moléculas foto-
receptoras. Camadas superficiais de tecidos possuem respostas bioldgicas a luz
nao coerente (LED) (KARU, 2006).

Luz coerente e ndo coerente (Laser e diodos emissores de luz), possuindo
mesmos parametros (comprimento de onda, intensidade e dose) fornecem a
mesma resposta bioldgica (KARU, 2006).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomodulacao tecidual através de luz coerente e ndo coerente

A utilizacdo da luz como tratamento fototerapico se da a muitos anos.
FINSEN, através da utilizacdo da luz ultravioleta no tratamento do Lupus Vulga
recebeu o Prémio Nobel em 1903.

O emprego da luz tem sido motivo de interesse cientifico em diversas
modalidades de diagnéstico e tratamento de doencas. Cada tipo de luz possui
caracteristicas fisicas especificas que |he conferem propriedades de interacdo
com tecidos bioldgicos em vérias areas do conhecimento, dando énfase na area
biolégica. Rubinov (2006) explicita que a interacdo da luz com os tecidos
biolégicos sdo dependentes de como esta se interage com os tecidos, ou seja, se
esta interacdo se faz pela absorcdo por algum fotorreceptor, por eventos
fotofisicos e fotoquimicos de interacao da luz com a matéria bioldgica.

2.2 Laser

A luz Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) tem
como caracteristicas principais a monocromaticidade (luz laser composta de
fétons, todos da mesma cor e com 0 mesmo comprimento de onda) e coeréncia
espacial e temporal (ondas sucessivas da radiacdo em mesma fase e tempo com
os trens de onda com mesma direcdo e comprimento de onda). A laserterapia tem
sido amplamente estudada na area bioldgica devido a resultados favoraveis apés
sua utilizacdo na area da salde. A aceleragdo dos processos cicatriciais vem
sendo observada através da TLBP em estudos experimentais clinicos do
profissional de Fisioterapia (ALBERG et al., 1984; SILVA et al., 1998; VERCOSO,
1993).

De acordo com o comprimento de onda do Laser, situado na faixa do visivel
ou infravermelho, podem ocorrer diferentes eventos celulares (VECOSO,1993;
GENOVESE, 2000). Segundo Buso (2006), efeitos antialgicos, bioestimulantes de



trofismo celular, antiinflamatdrio, antiedematoso e normalizador circulatério podem
ser esperados da terapia laser.

A energia emitida pelo laser € absorvida e transformada através de efeitos
bioquimicos e/ou biofisicos no tecido bioldgico, tendo entdo seu efeito terapéutico
efetivo, podendo ainda ser propagada para tecidos vizinhos (GENOVESE, 2000).

Os efeitos da TLBP foram divididos em dois grupos por Colls (1984). O
primeiro grupo foi denominado como sendo o de efeito primario ou direto
(bioquimico, bioelétrico e bioenergético). O segundo grupo foi denominado de
efeito secundario ou indireto, o qual promove estimulos como o da microcirculacéo
e trofismo celular.

Efeitos analgésicos, antiinflamatorios e cicatrizantes séo atribuidos a TLBP,
sendo estes efeitos procedentes de uma complexa interacdo da luz com tecidos
onde a energia depositada pode ser: (a) Refletida, ocorrendo quando parte da luz
incidente retorna, sem haver interacdo com a matéria, em dire¢cdo a sua fonte de
excitacdo (Figura: 1(a)); (b) Absorvida, quando a o tecido bioldgico absorve a luz
laser, sendo esta absor¢cdo dependente tanto do comprimento de onda emitido,
como do coeficiente de absorcao tecidual (Figura: 1(b)); (c) Difundida, quando a
luz laser muda sua angulacao no interior do tecido (Figura: 1(c)); e (d) Transmitida,
ocorrendo quando a radiacao laser consegue atravessar o tecido biologico (Figura:
1(d)) (TATARUNAS et al., 1998; GENOVESE, 2000).
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(@) (b) (€) (d)

Figura 1: (a) Reflexdo, (b) Absorcéo, (c) Difusédo e (d) Transmissao.



Silva et al. (1998) e Herrero (1988) apontam que dentre os efeitos da
laserterapia, o estimulo do reparo tecidual € o mais expressivo.

O laser de baixa poténcia, com comprimento de onda de 904nm,
proporciona aumento da deposicéo de fibras colagenas tanto na fase inicial como
na fase tardia no tratamento de ruptura total do tenddo do calcaneo, acelerando o
seu processo cicatricial (TAVARES; MAZZER; PASTORELLO, 2005).

O efeito cicatricial através da laserterapia € caracterizado por trés fatores
principais. O primeiro se da pelo incremento na producdo de ATP (KARU;
PYATIBRAT; KALENDO, 1995). Este proporcionard um aumento da atividade
mitotica, observado por Silva et al. (1998); Herrero (1998), além do aumento da
sintese de proteinas (GRECCO et al.,, 1989; PASSARELLA et al., 1988). O
segundo fator se da pelo estimulo da microcirculagdo, melhorando o aporte de
elementos nutricionais, associado ao aumento da velocidade mitotica, fazendo
com que a multiplicacdo celular seja facilitada. O terceiro e ultimo fator, até entdo
observado, é a neoformacdo de vasos a partir dos ja existentes, segundo Silva,
(1998) e Colls (1984).

Rabelo (2003) verificou em seu experimento através de andlise
microscopica, que o0 processo de reparacdo tecidual foi estimulado nos grupos
tratados com TLBP, comparados ao grupo controle.

A TLBP vem demonstrando resultados favoraveis na reparacdo tendinea
pela deposicdo de fibras de colageno na fase inicial e tardia, assim como
minimizacdo da presenca de células inflamatérias na zona da lesdo (TAVARES;
MAZZER; PASTORELLO, 2005).

Em um estudo realizado por Reddy, Sthehno-Bittell e Enwemeka (1998)
foram utilizados 24 coelhos da raga Nova Zelandia, os quais foram separados em
2 grupos, tenotomizados (corte no tenddo, com objetivo de dividi-lo em partes),
suturados e um dos grupos tratados com laser de HeNe (632,8 nm), com dose
diaria de 1J/cm?, durante 14 dias. Os mesmos foram sacrificados no 15° dia e o

tenddo encaminhado para analise bioquimica. Os autores observaram um



aumento de 26% de fibras colagenas no grupo tratado com TLBP em relagéo ao
grupo controle.

Tavares, Mazzer e Pastorello (2005) realizaram um estudo com ratos Wistar
tratado com laser de GaAs (904nm, 4J/cm?) ap6s tenotomia (tenddo do calcaneo).
Estes foram sacrificados em periodos distintos (8% 15° dias) e os tenddes
submetidos a andlise histolégica por microscopia de luz. Foi verificada
significancia na deposicéo de fibras de colageno no sitio da lesdo na fase inicial e
tardia, além da minimizacdo de células inflamatérias na fase inicial do processo

cicatricial no grupo tratado com TLBP quando comparado ao grupo controle.

2.3LED

Uma das grandes novidades no mercado comercial € o LED (Light Emitting
Diode), que apesar de ser bem difundido na vida moderna, vem sendo
recentemente utilizado e investigado na area biolégica. A emissdo deste tipo de
luz se faz de forma ndo coerente o que a difere da luz laser (ANDRADE et al.,
2001).

Trata-se de um diodo emissor de luz, que quando energizado emite luz,
monocromatica, ndo coerente. E uma luz com alto grau de pureza que permite a
sua utilizacdo sem que haja a necessidade de filtros Opticos coletores. Sao
semicondutores, tendo como caracteristica principal, conduzir a corrente elétrica
em um unico sentido, apresentando duas regides distintas, sendo a primeira
receptora de elétrons denominada por “p” e a segunda doadora de elétrons,
denominada por “n” (MEDEIROS, 2001).

O processo de emissdo de luz pela aplicacdo de uma fonte elétrica &
denominado “eletroluminescéncia”. A luz emitida se da devido ao diodo (jungdo de
P-N) energizado (REBELLO, 2005).

A luz é gerada através da recombinagédo de elétrons na regido receptora,
convertendo em fotons parte da energia elétrica fornecida, sendo a parte restante
transformada em calor. Os materiais constituintes deste semicondutor s&o

responsaveis pelo espectro de emisséo do LED (STAHL et al., 2000)



Quando se analisa uma lampada convencional, verifica-se que a luz por ela
emitida abrange quase em sua totalidade a parte espectral visivel, enquanto que a
luz LED emite apenas uma pequena banda espectral (KURACHI, 2001; STAHL et
al, 2000).

Os aparelhos LED vém conquistando mercado, assim como sendo cada
vez mais estudados, tendo em vista 0 seu baixo custo, praticidade e baixo
consumo de energia. Alguns fabricantes projetam aparelhos alimentados com
pilhas eliminando cabos e aumentando a sua praticidade ou com suas bases
alimentadas por fonte elétrica (ANDRADE et al., 2001).

Outras caracteristicas se fazem interessantes, como a maior seletividade da
luz, maior tempo de vida atil e menor consumo de energia (KURACHI et al., 2001,
ANDRADE, 2001; MEDEIROS, 2001). Geralmente o nivel de tensdo da luz LED é
de 1,6 a 3,3 V, sendo compativel com circuitos de estado sélido com poténcia de
10 a 150mW, tendo este um tempo de vida médio de 10.000 horas (NAKANURA,
et al. 1994)

A variacdo térmica presente nos aparelhos LED é incapaz de causar
maiores danos mesmo quando o aparelho é wsados em tempos prolongados
(ANDRADE et al., 2001).

2.4 Fotobioestimulacao

A fotobioestimulagdo é usada por vérios profissionais da area da saude,
dentre estes podemos citar os fisioterapeutas, que buscam tratar dores
musculoesqueléticas agudas e cronicas; odontdlogos, no tratamento de
cicatrizacoes de ulceracdes e inflamacdes orais; dermatologistas, em edemas,
Ulceras, queimaduras, dermatites, dentre outros. (KARU, 2006).

O processo de absor¢cdo de luz em um comprimento de onda especifico
pelo foto-receptor de uma molécula faz-se necessario para que tenhamos uma
reacdo fotobioldgica. ApO6s a absorcdo da luz € produzido um estado
eletronicamente excitado molecular, onde processos preliminares deste estado

podem conduzir a um efeito biolégico a nivel celular. (KARU, 2006).



Uma luz que possui coeréncia eleva, ou seja, a fase de oscilacdes na onda
eletromagnética permanece inalterada por muito tempo, € importante quando a
fase de oscilacdo do elétron em uma substancia excitada pela luz for longa e
inalterada. A grande quantidade de atomos contidos em biomoléculas grandes faz
com que a interacdo entre estes conduza a uma perda rapida da fase das
oscilacdes do elétron. Este motivo revela que a coeréncia da luz pode nado ser
necessaria uma vez que os efeitos fotoquimicos serdo independentes desta
caracteristica (RUBINOV, 2006).

A fotobioestimulagdo tem como caracteristica uma variedade de métodos
com uso em varias fontes emissoras de luz. Além de serem usados em laseres, 0s
diodos de GaAlAs sdo também usados em emissores de luz (LED). Os laseres
possuem um comprimento de onda coerente longitudinal que os permite irradiar
tecidos com maiores volumes, o que ndo ocorre com o LED, por possuir
caracteristica de coeréncia longitudinal demasiadamente pequena. A resposta
tecidual ao tipo de terapéutica (luz coerente ou ndo coerente) a ser aplicada, é
dependente da profundidade da camada do tecido que se quer irradiar. (KARU,
2006).

2.5Tendao

Tenddes, ligamentos e capsulas articulares sao encontrados no corpo
humano. Estes séo tidos como tecidos fibrosos densos especializados e altamente
orientados, que assumem forma de folhetos, faixas e corddes fibrosos rigidos,
embora flexiveis e complacentes, tendo como estrutura principal as fibras de
coldgeno. Possuem papel importante, pois proporciona a mobilidade e
estabilidade do sistema musculo-esquelético. Estes tecidos possuem capacidade
ténsil e deformacao minima, possuindo caracteristicas diferentes em seu formato,
tamanho, calibre e local, variando ligeiramente sua estrutura, composicao e
funcdo. Existe uma intima relacdo entre musculos ossos e tenddes, uma vez que
os tendBes transmitem a forca dos musculos aos 0ssos produzindo assim o
movimento articular (WEISTEIN et al., 2000).



Fibrila Fibra

Fasciculo

Figura 2: Fibrila, fibra e fasciculo de colageno.
Fonte:

http://hjaldanamarcos.bravepages.com/unidades/unidad3/imagenes/cola.JPG

Muito resistentes e praticamente inextensiveis os tenddes e aponeuroses
sdo estruturas constituidas por tecido conjuntivo denso, rico em fibras de colageno
(SMITH, 1965).

Séo trés as partes constituintes de um tenddo: a substancia propria do
tendao tendo como principal constituinte o coladgeno, a juncao musculo-tendinosa
e a insercao 6ssea. Tecidos conjuntivos circundam o tenddo e s@o responsaveis
pela diminuicdo da friccdo no deslizamento do mesmo durante 0 movimento
(WEISTEIN et al., 2000).

O mesotendao € a parte que liga o tendado aos tecidos conjuntivos vizinhos,
sendo constituida de tecido conjuntivo elastico frouxo. O epitenddo, que se liga a
membrana sinovial, da a caracteristica esbranquicada e brilhante a superficie
tendinosa. O endotendédo, que constitui 0 agrupamento das fibras tendinosas em
uma membrana fina de tecido conectivo, possui vasos sanguineos e vasos
linfaticos. As fibrilas sdo as estruturas mais finas que constituem as fibras
tendinosas (KASTELIC et al., 1978).

Uma caracteristica do tecido tendinio € a sua ma irrigacdo sanguinea
longitudinal(SMITH, 1965).
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Uma regido altamente resistente € a juncdo miotendinea, contendo fibras
musculares e tecidos conjuntivos extracelulares (fibrilas e coldgeno). A regido de
insercdo 6ssea é denominada como osteotendinea, com tecido viscoelastico que
transmite forcas de tenséo do tecido muscular ao tecido ésseo (BUSSO, 2006).

Ligamentos e tenddes sdo constituidos por material viscoelastico e tem
como funcdo suportar cargas tencionais. Estes tecidos sdo uma combinacéo de
fluidos viscosos e elasticos, sendo que estas propriedades caracteristicas que sao
modificadas em funcao do tempo (KASTELIC et al., 1978).

Constituido por fibroblastos e uma matriz extracelular, na qual sdo imersas
proteinas fibrosas de colageno, elastina, glicoproteinas, proteoglicanas e
mucopolissacarideos (CURRIER; NELSON; 1992).

As proteinas fibrosas de colageno e elastina estdo imersas na matriz
extracelular do tenddo, sendo que um percentual de 86% a 95% do peso umido do
mesmo € constituido por fibras colagenas. As fibrilas de colageno sédo pequenas
particulas longas, cristalinas e extremamente alinhadas que juntas déo origem as
fibras de colageno que por sua vez dao origem ao denominado fasciculo (Figura:
2). A adaptacédo funcional se d4, organizando toda a estrutura do mesmo (BIRK;
TRELSTAD, 1986).

Fibras de coldgeno estdo presentes no organismo humano de forma
abundante compondo um total de 30% do peso corpéreo seco (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004). Elas possuem caracteristicas flexiveis e sdo de fundamental
importancia no processo cicatricial, levando em consideracdo a sua forma de
deposicéo, e ndo apenas a sua quantidade (SIMOES et al., 1996).

Vérias sao as estruturas corporais que tem o colageno do tipo | como o
principal constituinte, dentre elas pode-se destacar 0sso, dentina, tenddes,
capsulas de 6rgaos e derme (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O colageno é organizado em uma estrutura de triplice hélice, de forma
espiralada em trés sub-unidades de cadeias polipeptidicas denominadas alfa-
hélice (PARIZOTTO, 1998). A constituicdo da triplice hélice se da por duas
cadeias peptidicas (alfa-1 e alfa-2), se diferenciando das demais cadeias, as quais

se enrolam formando cadeias peptidicas chamadas de alfa-hélice, unidas entre si
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por pontes de hidrogénio conforme podemos verificar na figura: 3 (VIDAL;

MELLO,1987).

Petidiocidade de 67nm
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Figura 3: (a) Fibrila de colageno, (b) Organizacdo das moléculas, (c) Molécula de colageno, (d)
Triplice hélice, () Componentes das cadeias alfa.
Fonte:

http://hjaldanamarcos.bravepages.com/unidades/unidad3/imagenes/cola.JPG
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Carlstedt (1987 apud Tavares 2002) relata que as propriedades fisicas do
coldgeno sdo afetadas por muitos fatores como deficiéncia de vitamina C,
antiinflamatoérios ndo hormonais, gravidez e periodo de pdés-parto, corticoterapias,
tratamentos a base de glucocorticoides, imobilizacdo, treinamento,
envelhecimento, maturacéo, dentre outros.

O tendao do calcaneo, também conhecido como tenddo de Aquiles, € uma
estrutura de fundamental importancia para o perfeito processo de deambulagéo
humana, sendo anatomicamente uma estrutura espessa (BUSSO, 2006 apud
PAAVOLA, 2001). Este tendao apresenta fibras colagenas depositadas de forma
regular, o que resulta em auséncia de deformidade no momento de tracdo
promovida pelos musculos. A sua conformacédo fisica e molecular o torna um
tecido com caracteristicas de alto poder de absorcdo de energia, assim como
elasticidade e resisténcia (MULLER et al., 2004).

2.5.1 Processo cicatricial tendinoso

Quando lesionado, um tecido faz com que o sistema onde ele se insere
trabalhe pela sua regeneracao, porém, o processo de reparagdo tendinea culmina
em uma nova arquitetura tecidual, a qual dificimente ter& as mesmas
caracteristicas do tecido antes da lesdo. As propriedades mecéanicas originais de
deslizamento sobre tecidos vizinhos possivelmente terdo modificacbes
significativas (MACHADO et al., 2000 apud BUSSO, 2006).

A limitada vascularizagcdo diminui a oferta nutricional e de oxigénio
traduzindo em uma diminuida capacidade regenerativa. Estudos vém
demonstrando que quando este tecido € devidamente estimulado através de
meios biofisicos, o processo de regeneracdo se da de forma satisfatéria
(ENWEMEKA, 1989).

O primeiro estagio apos um trauma tendineo, € caracterizado por um
processo de inflamacdo aguda que perdura por 1 a 3 dias. Neste estagio existe
inicialmente uma resposta vascular onde ocorre um processo de vasoconstricGao

(por acdo da noradrenalina e contracdo do endotélio) e conseqiente
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vasodilatacdo. Durante este processo, células inflamatérias (neutréfilos e
leucécitos) sdo atraidas para a area de lesdo. A permeabilidade vascular, alterada
pela acdo da histamina, faz com que haja a formacéo de edema (BAXTER, 1994).

Enwemeka (1989) relata sobre a importancia dos primeiros dias para a
gualidade do processo de regeneracdo do tecido tendinoso. A aplicacdo da
terapéutica indicada para cada grupo iniciou logo apds a cirurgia, com intencao de
aumentar o numero de mastacitos no local da lesédo, conforme descrito por Silveira
e Lopes (1991).

O tecido de granulacdo formado em 3 a 5 dias na fase proliferativa,
caracteristico do processo cicatricial, provém das células endoteliais vasculares,
assim como da atuacao fibroblastica que se inicia 24 horas apés a agressao.
Pode-se especificar quatro componentes especificos: angiogénese, proliferacédo e
migracdo dos fibroblastos, deposicdo da matriz extracelular e remodelamento
(TAVARES, 2002).

Durante o periodo da formacgéo de tecido de granulacao, os fibroblastos sédo
denominados de miofibroblastos por possuirem caracteristicas estrutural,
funcionais, imunolédgicas e quimicas diferentes. Estes aparecem num periodo
médio de 5 dias apoés a leséo, e dentro de 21 a 60 dias sua populacdo é diminuida
reaparecendo apenas na fase de maturacdo que corresponde de 60 a 360 dias
(BAXTER, 1994).

A migracdo e proliferacdo dos fibroblastos, parcialmente derivados dos
macréfagos inflamatérios, sdo desencadeadas por fatores de crescimento e
citocinas fibrogénicas (CONTRAN et al., 2000).

Pesquisa realizada por Gigante et al. (1996), distinguiu as fases do
processo de cicatrizagdo do tenddo do calcdneo em ratos. Averiguou-se que a
fase de inflamacao aguda finaliza-se em torno do sétimo dia apos a lesédo, assim
como a fase proliferativa (7 a 15-20 dias), é caracterizada pela angiogénese e
posterior proliferacao fibroblastica, desorganizacdo da matriz, sintese de fibras de
colageno, sendo estas de diametro mais espessado (400 - 600 A) do que na fase
prévia, fibras elasticas imaturas em méaxima concentracdo (30%) e fibras

coldgenas ao longo do eixo axial longitudinal do tenddo com trés semanas apés a
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lesdo. A fase de remodelamento ocorre 21 dias ap6s a lesdo, sendo que com 6 a
8 semanas o tendao assume um aspecto normal havendo ainda a presenca de
fiboras de colageno relativamente imaturas. A fase de remodelamento é
caracterizada por um aumento na organizacdo da matriz, diminuicdo do numero
de células, retorno vascular e nervoso normal, diametro das fibras de colageno de
800 — 1000 A e consideravel aumento na deposicdo de elastina pelas fibras
elasticas.

Enwemeka (1989) rela que as fazes importantes para uma melhor
reparacao tecidual se dardo na proliferacdo e remodelamento, onde ocorre o
processo de sintese de fibras de colageno e alinhamento das mesmas no eixo

longitudinal do tend&o.

2.6 Espectroscopia molecular

A espectroscopia tem por objetivo determinar os niveis de energia de
atomos e moléculas apos a interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria.
A partir das medidas que determinam as posicdes relativas dos niveis energéticos,
teremos a diferenca entre as mesmas. Para determinagéo da regido espectral das
moléculas, fazse necessario observar-se o0s tipos de niveis energéticos
envolvidos: vibracionais e/ou rotacionais e eletronicos, sendo estes determinantes
na mensuracdo das vibracdes moleculares por variadas técnicas, onde podem ser
citadas a Espectroscopia de Absorcdo Eletronica, Espectroscopia de
Fluorescéncia, Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho, Espectroscopia
Raman entre outras (SALA, 1995).

2.7 Espectroscopia Raman

As técnicas que envolvem espectroscopia fornecem dados tidos como
identificadores detalhados dos niveis de energia de cada material. Os espectros
eletrénicos de Fluorescéncia sdo constituidos por bandas largas usualmente

desestruturadas. A espectroscopia vibracional Raman se difere das demais por
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proporcionar um melhor e mais rico detalhamento tido como uma “impresséo
digital” das moléculas, sendo provido de niveis de energia vibracional frente aos
niveis de energia eletrénica (FARIA; SANTOS,1997).

Avancgos tecnoldgicos significativos vém sendo obtidos com a finalidade de
aquisicdo de instrumentos cada vez mais sensiveis e de menor custo. A
Espectroscopia Raman, que € utilizada na determinacao da composi¢do quimica
de materiais diversos, por mais de 70 anos vem despertando o interesse de
pesquisadores nas mais diversas areas do conhecimento (ANGEL; CARRABBA,;
COONEY, 1995).

2.7.1 Espalhamento Raman

O fendbmeno no qual a luz espalhada possui 0 mesmo comprimento de onda
que a luz incidente sobre um material € denominado como espalhamento elastico
ou Rayleigh (Figura: 4(a)). Porém, uma pequena proporcdo desta luz espalhada
apresenta comprimento de onda diferente ao da luz incidente e a este fenébmeno
denominamos de espalhamento inelastico ou Raman. Nele, apés a interacdo com
luz incidente, a matéria é levada a um nivel de energia excitado, o foton espalhado
perde energia, proporcionando o espalhamento em menores freqiéncias. Estas
freqiéncias Raman sdo denominadas de Stokes (Figura: 4 (b)). Cada tipo
molecular possui caracteristicas proprias com relacdo a quantidade de energia
para a sua excitacdo, sendo esta determinante na mudanca de freqiéncia. O
espalhamento Rayleigh ou elastico € uma freqiéncia conhecida que pode ser
anulada com um filtro, isolando entdo as frequéncias espalhadas inelasticas
identificando-as assim através do espectro Raman (BITAR, 2004).

No processo de espalhamento Raman a radiagcdo que interage com a
molécula é espalhada com freqiiéncia ligeiramente modificada, sendo esta
correspondente a diferenca de energia entre dois estados vibracionais. Pode
também vir a acontecer a interacao inelastica, levando a molécula a um nivel de
energia excitada e posteriormente ocasionando perda de energia do féton, sendo

este espalhado com frequéncias menores que a da luz incidente. Estas
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freqiéncias Raman sdo denominadas de linhas Stokes. Quando temos matéria no
estado excitado, a perda de energia pode ser ocasionada pela colisdo da mesma
com um féton fazendo com que os elétrons sofram uma transicdo para um estado
de energia mais baixa. No caso descrito estas frequéncias Raman séao
denominadas de Anti-Stokes (Figura: 4(c)) (SALA, 1995).

a) Y Estado intermediario
Ei Es
Ei .
) Es=ElI
nivel 3
“s nivel 2
nivel 1
RAYLEIGH
b) N Estado intermediario
Ei Es
Ei Es :
A ] Ei> Es
I Ed nivel 3 Ei - Es= Ed
nivel 2
nivel 1
STOKES
c) Estado intermediario
Ei Es
Ei Es Ei< Es
nivel 3 Es - Ei= Ed
— nivel 2
IEd v nivel 1
ANTI-STOKES

Figura 4: llustracdo esquematica de espectros tipicos com luz espelhada: (a) Espalhamento

Rayleigh - .E=0. Espalhamento Raman: (b) Stokes - .E =negativo e (c) Anti-Stokes - .E =positivo

2.7.2 Polarizabilidade
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A variacdo da polarizabilidade da molécula durante a vibracdo se faz
necessaria para um modo vibracional ser denominado como Raman ativo, ou seja,
o momento de dipolo a ser considerado é induzido pela radiacdo eletromagnética.
O feixe de luz monocromatica polarizada produz um campo elétrico que oscila na
mesma frequéncia da onda passante, promovendo uma deformacdo da nuvem
eletronica molecular, a molécula entdo emite fotons para todas as direcdes como
uma fonte de radiacéo propria (SALA, 1995).

A excitacdo elementar de cada amostra determina a freqiéncia Raman.
Como podemos verificar na figura: 5, o espalhamento inelastico (Raman) ocorre
quando a molécula muda a sua polarizabilidade por uma mudanca do centro de
sua carga (BITAR, 2004).

A
Ls Elastico

Stokes Anti-Stokes

Vs Ve Vas Vv

Figura 5: Espectro Raman esquematico mostrando os processos Rayleigh (Le), Anti-Stoke (Las) e
Stoke (Ls)

Apdés o espalhamento da luz, esta € coletada, e posteriormente
transformada em um espectro que demonstra as alteracbes de frequéncia.

Diferencas no grupo molecular podem ser visualizadas, uma vez que as bandas
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sdo sensiveis as variagbes das estruturas moleculares (SILVEIRA JR., 2001;
BALL, 2001).

2.7.3 Instrumentacdo em Espectroscopia Raman

A utilizacao de luz laser como fonte de excitagcdo Raman é muito adequada
devido as propriedades de coeréncia, monocromaticidade e polarizacao.

A classificagdo da Espectroscopia Raman pode ter como base sua fonte de
luz, podendo ser ultravioleta (UV), visivel (Vis) e Infravermelha (IV). Uma vez que
as fontes de excitacdo no Infravermelho possuem a caracteristica fisica de
diminuir virtualmente a emissdo de autofluorescéncia, esta tem sido a fonte mais
utilizada nas areas bioldgicas e biomédicas. Comumente, os laseres utilizados séo
os de Neodimio (Nd:YAG) e Titaneo-Safira (Ti:Safira) (SALA,1995).

Uma outra forma de classificacdo da Espectroscopia Raman se faz pela
tecnologia empregada, podendo ser: Transformada de Fourier (FT-Raman) ou de
sistemas dispersivos. Dentre as inUmeras vantagens do sistema FT-Raman, pode-
se citar a capacidade de coletar varios comprimentos de onda em um curto
espaco de tempo (nultiplex), o0 mesmo ndo é possivel no sistema dispersivo,
porém este se popularizou apés o sistema de CCD (Charge Couple Device
Detector) que se traduz num alto ganho de eficiéncia quantica (SCHRADER, 1989;
SCHRADER, 1995; SCHRADER; MOORE, 1997; SCHRADER et al., 1997).

2.7.4 Espectroscopia FT-Raman

Atraveés da técnica de FT-Raman, as freqiiéncias do espalhamento Raman
sdo agrupadas por um interferdmetro, em um Unico sinal. Ele é composto por um
separador de feixes que divide o espalhamento Raman em dois feixes Opticos,
sendo que um é transmitido e o outro refletido. A sua estrutura é formada por
lentes coletoras, prismas, espelhos e um detector de germanio com alta
sensibilidade préxima ao infravermelho, sendo o aparelho refrigerado por
nitrogénio liquido. O espalhamento elastico ou Rayleigh é eliminado através de um
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filtro, ndo permitindo que este chegue ao detector, fazendo com que apenas o
espalhamento inelastico ou efeito Raman seja detectado. Elementos oOpticos que
se movem, selecionando 90° ou 180° também fazem parte do equipamento, com a
finalidade de posicionar a amostra de forma adequada (BRUKER, 1994).

A transformada discreta de Fourier Bi-dimensional é um forte instrumento
matematico para processamento digital de imagens, transformando um dado que
se encontra em dominio do tempo e espaco (x,y) em dominio da frequéncia
(FONSECA NETO; ALCOCER, 1998).

Segundo Ferraro (1999) a técnica de FT-Raman é a técnica mais eficaz
guando o material a ser analisado é constituido de matéria fluorescente ou de
substancias fluorescentes associadas (BRUKER, 1994). Com o uso do laser
Nd:YAG a fluorescéncia é diminuida devido ao seu maior comprimento de onda
(1.064nm), que traduz-se em menor energia e consequente redugcdo nas
transmissoes eletronicas (BITAR, 2004).

Finalmente, o espectro é produzido, a partir da radiacdo com a luz laser e
posterior leitura do espalhamento inelastico ou Raman. Sao feitos espectros que
funcionam como identificadores de cada molécula e estes sdo armazenados em

um computador acoplado ao sistema FT-Raman (FERRARO, 1999).

Espectrometro
Laser

£} Interferograma
. amosira
Ctica de
coleta 020 |

— i
interferémetro ' | ; \ | | i
| |
[ [ | il :.-k_.___..n...'h.hL.
I N N N A W e
fi :']'-.!' P B (e
WY Raman Shift
)
detector | g

Figura 6: Esquema de BRUKER mostrando o sistema de coleta FT-Raman
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A técnica necessaria para o procedimento com o aparelho FT-Raman,
traduz-se de forma simples, onde uma dada amostra € devidamente colocada em
um suporte e posicionada no aparelho de forma a luz laser incidir (Site: Thermo
Nicolet). Logo apds, a luz espalhada, que possui uma grande gama de
informacdes relacionadas a estrutura bioquimica molecular do tecido, € coletada e
entdo através da transformada de Fourier os espectros sao formados,
possibilitando o direcionamento de estudos mais complexos em doencas que

podem estar em seu estado inicial ou de desenvolvimento.

2.7.5 Aplicabilidade da Espectroscopia Raman na area bioldgica

A evolucao de tratamentos, assim como diagndésticos na area da saude, faz
com que técnicas cada vez mais apuradas sejam essenciais na busca de
solugbes. A juncdo dos conhecimentos nas areas Biologicas e Exatas faz com
gue a técnica de Espectroscopia Raman se traduza em um instrumento forte de
andlise, que propicia em um futuro, a deteccdo, monitoramento e estudo de
doencas humanas in vivo, levando em consideracdo esta ser uma técnica que
oferecer diagndstico em tempo real (LONDON et al., 1992; FRANK et al., KELLER
et al.,, 1994; FELD et al., 1995; MAHADEVAN-JANSEN; RICHARDS-KORTUM,
1996; MANOHARAN, 1998; HATA et al., 2000; PAPPAS, 2000; STONE et al.,
2000; HAKA et al.,, 2002; MOLCKOVSKY et al., 2003; CROW et al.,, 2004;
GNIADECKA et al., 2004; STONE et al., 2004).

Quando é buscado o ideal de uma técnica de diagnostico, este se traduz
como sendo duas de suas bases, caracteristicas de menor caréater invasivo, bem
como menor tempo de diagndstico. Entretanto, quando se relata sobre analises
histopatoldgicas, estas implicam em um tecido, que de forma cirdrgica foi retirado,
para que se pudesse entdo proceder com a analise e posteriormente com o seu
diagndstico, que é dependente do grau de diferenciacdo celular, anormalidades
celulares e nucleares, invasédo, fibroses, dentre outros (CONTRAN; KUMAR,;
COLLINS, 2000; HONDERMARCK et al., 2002).
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A utilizagdo da técnica de FT-Raman se deu na década de 80, quando em
aplicacdes biomédicas (OZAKI et al., 1987; LAWSON et al., 1997).

Os microorganismos, as células vegetais e animais, humanos; ou até
mesmo os fluidos corporais, se traduzem em espectros de alta especificidade
guando se trata de FT-Raman no Infravermelho Proximo (FT-NIR Raman) e FT-
Raman no Infravermelho (FT-IR). Os espectros extraidos nas condi¢cdes acima
descritas sdo capazes de descriminar diversos subgrupos e doencgas, assim como
propiciar o estudo da interacdo celular com diferentes drogas e estagios
patoldgicos, traduzindo-se em um instrumento de alto poder na area biomédica
(MAHADEVAN-JANSEN, 1995; MAHADEVAN-JANSEN; RICHARDS-KORTUM,
1996; MAHADEVAN-JANSEN et al., 1998; MANOHARAN, 1998).
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da luz coerente (laser) e néo

coerente (LED), no processo de reparacao tendinea em ratos.

3.2 Objetivos especificos

Andlise pela Espectroscopia FT- Raman.

Andlise histopatoldgica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Neste estudo foram seguidos as premissas da COBEA (Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal) e protocolos aprovados pelo CRMV (Conselho
Regional de Medicina Veterinaria), tendo sido aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade do Vale do Paraiba (CEP - UNIVAP) sob protocolo N°:
L220/2005/CEP.

4.2 Tipo de pesquisa

A pesquisa estudada foi de carater qualitativo e quantitativo, de modo
experimental destinada a analisar, evidenciar e confirmar as varidveis de interesse

no estudo dos animais a serem investigados.

4.3 Animais

Totalizaram nesta pesquisa um quantitativo de 48 ratos albinos, jovens,
machos, pertencentes a linhagem Wistar, com peso médio de 250g, 2 %2 meses de
idade, provenientes do biotério da Anilab (Animais de Laborat6rio), localizado na
cidade de Paulinea no estado de S&o Paulo.

Os animais foram mantidos em gaiolas padrdo de polietileno, devidamente

etiquetados (Figura: 7).
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Figura 7: Gaiola padrédo de polietileno, etiquetada com balan¢a de peso.

Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos de 5 a 6 animais,
sendo mantidos no biotério do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da
Universidade do Vale do Paraiba (IP&D — UNIVAP). Estes foram mantidos em
uma sala com temperatura e umidade constante (24°C — 60%) com ciclo de
claro/escuro de 12 horas, com agua e racao ad libitum. Foi respeitado, antes que

se iniciasse a pesquisa, um periodo de ambientalizacdo/adaptacéo de 7 dias.

4.4 Aparelhos

Com a intencéo de estimular o tecido, foram utilizados 3 aparelhos, sendo 2
de luz coerente laser de baixa poténcia com comprimentos de onda (780nm e
904nm) e um aparelho de luz ndo coerente (LED — Light Diode Estimulation) com
comprimento de onda de 640nm.

Beckerman et al., (1992 apud CANTU, 2004) relata que a distancia entre a
pele e o equipamento, a divergéncia do feixe, reflexdo, transmissédo, disperséao,

absorcdo e profundidade do tecido que se deseja tratar sdo fatores importantes
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gue causam controvérsias a respeito da dosagem. Por estes motivos, no presente
estudo, optou-se pela irradiacdo com contato da fonte de emisséo de radiacéo e a
pele do animal.

Seguindo Vec¢oso (1993) e Baxter (1994), o procedimento para aplicacédo da
terapia se deu de forma pontual, onde o feixe emitido por cada aparelho, cobria
por inteiro o sitio da lesdo (faixa tenotomizada). As canetas foram posicionadas a
90° do eixo tendineo com intencdo de otimizar a aplicacdo evitando perdas de
energia e melhor contato com a perna do animal.

Antes do inicio do experimento, caracteristicas dos aparelhos como
poténcia e tempo de emissdo foram aferidos no Laboratério de Analise de
Biomodulacdo Tecidual do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da
Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP) sob a responsabilidade da Prof2. Dr2,
Renata Amadei Nicolau.

O primeiro equipamento foi um GaAs-904nm, Endophoton — modelo
LLTO107 fabricado pela KLD (Biosistemas Equipamentos Eletronicos LTDA),
(Figura: 8), o qual possui caneta em aco inox com comprimento de onda de
904nm (invisivel), pico de poténcia de 45W, poténcia média de 50mW e area do
spot (S) de 0,3cm?, com controle de disparo do laser.

Este aparelho possui alimentacdo de 110 a 220 V - 50/60 Hz, e ajuste

digital de densidade de energia em J/cm?2.
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Figura 8: Aparelho laser KLD, caneta a¢o inox com comprimento de onda de 904nm e par

Oculos para protecao.

O segundo equipamento é o Twin laser (Figura:9) que possui com meio
ativo semicondutor de GaAlAs-780nm, com registro na ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria): 80051420007. Este é fabricado pela MM Optics LTDA, o
qual possui caneta laser com comprimento de onda de 780nm, poténcia util
méaxima de 70mW, area do spot (S) de 0,3cm2, com controle de disparo do laser.

Este aparelho possui alimentacédo de 95 a 240 V — 50/60 Hz, com o tempo

digital pré-programavel, ponta de aplicacdo padrao e ajuste digital de densidade
de energia em J/cm?2.
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Figura 9: Aparelho laser MM Optics com meio ativo de GaAlAs e caneta com comprimento
de onda de 780nm.

O terceiro e Ultimo equipamento (Figura: 10), é um LED, fabricado pela
Microdont, o qual possui caneta com o pico da banda de comprimento de onda em
640nm (visivel - vermelho), poténcia média de 116mW e area do spot (S) de
0,5cm?, com controle digital de disparo.

Este aparelho possui alimentacdo de 110 a 220 V — 50/60 Hz, e ajuste

digital de densidade de energia em J/cm2,
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Figura 10: Aparelho LED Microdont, caneta com comprimento de onda de 640nm e par de

Oculos para protecao.

4.5 Grupos experimentais

Os 48 ratos foram divididos de forma aleatéria em 8 grupos (Tabela: 1).

O grupo G5B trata-se de um grupo controle, formado pela dissecagédo do
tenddo do calcaneo da pata esquerda, que ndo sofreu procedimento cirdrgico e/ou
gualquer tipo de tratamento, do grupo G4B.

Considerando que a densidade de energia indicada para biomodulagéo
tecidual situa-se entre 4 e 6 J/cm2 (CRUANES, 1984; COLLS, 1984), no presente
estudo utilizou-se 4 J/cm? tanto para a terapia com laser quanto com LED. Para o
calculo de densidade de energia para as diferentes terapias empregou-se a
equacao abaixo:

DE (J/cm?) = P (W) x t (s)

Area (cm?
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Tabela 1: Relacdo da quantidade de animais, grupos, procedimento cirdrgico, tratamento e

sacrificio.
Grupo Procedimento cirdrgico Tratamento Sacrificio dias (PO)
(n=6)
7° 150
G1A Tenotomia LED (640nm) X
G1B Tenotomia LED (640nm) X
G2A Tenotomia Laser (780nm) X
G2B Tenotomia Laser (780nm) X
G3A Tenotomia Laser (904nm) X
G3B Tenotomia Laser (904nm) X
G4A Tenotomia *Controle negativo X
G4B Tenotomia *Controle negativo X
G5B **Controle X

*Controle negativo: grupo submetido a tenotomia e simulacao de tratamento obedecendo ha um
tempo médio. **Controle: grupo ndo submetido a tenotomia ou qualquer tratamento. PO: Pos

Operatorio.

4.6 Procedimento cirargico

O procedimento cirdrgico constou de uma tenotomia na por¢cdo média, entre
a origem miotendinea e a insercdo osteotendinea, na pata direita de todos os
animais.

Para a realizacdo da tenotomia, 0s animais receberam por via sub-cutanea,
um pré-tratamento com atropina —analgésico (Figura: 11(A)), na dose de 0,04ml
para cada 100g de peso corporeo, na perna esquerda, aguardando repouso de 15
minutos para o procedimento anestésico. (SCHANAIDER; SILVA, 2004)

Foi administrada droga anestésica por via intramuscular, na perna
esquerda, cloridrato de cetamina 10% (Syntec) (Figura: 11(B)), utilizando a dose
de 0,1ml para cada 100g de peso corpoéreo e Cloridrato de xilazina 2% (Syntec)
(Figura: 11 (B)), com dose de 0,1ml para cada 100g (MASSONE, 1994), sendo

gue para cada animal, foi utilizada uma seringa de insulina de 1ml.
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Figura 11: Atropina (A), Cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina 2% (B).

Passados aproximadamente 10 minutos, o animal foi colocado em decubito
dorsal e foi realizado o processo de tricotomia (Figura: 12(A)). Depois de colocado
0 campo cirargico houve a limpeza com alcool iodado 2% na regido posterior do
terco distal da perna do rato (regido referente ao tenddo do calcaneo direito) e
realizada uma incisdo de aproximadamente 1cm (Figura: 12(B)), para exposicao
do tenddo do calcdneo que posteriormente foi tenotomizado transversalmente
(Figura: 12(C)). Dando prosseguimento foi realizada sutura cutanea (Figura: 12
(D)), com fio monofilamento, preto, estéril, ndo absorvivel, classe Il de nylon 6-0

(Shalon®), e assepsia com alcool iodado 2%.
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Figura 12: Tricotomia (A), incisdo com exposicao do tend&o do calcaneo (B), tenotomia (C) e
sutura (D).

Depois de terminado todo o procedimento cirdrgico, os animais foram
submetidos a profilaxia com uso de Pentabiotico (Fort Dodge®) de amplo-espectro
(Figura: 13), via intramuscular profunda, em dose Unica de 0,02ml para cada 100g
do peso corpéreo.
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Figura 13: Pentabiético (Fort Dodge®) de amplo-espectro.

4.7 Intervencao terapéutica experimental

O tratamento de cada animal teve inicio meia hora apés a finalizacdo do
procedimento cirdrgico de cada grupo (Tabela: 2). Apds a primeira aplicacdo da
terapia (LED, Laser ou simulacéo de terapia nos grupos controle) esta foi instituida
a cada 24h, tendo-se o cuidado para que todos tivessem a mesma manipulacao
diaria em mesmo horario.

Buscando uma homogeneidade na pressao exercida, foi desenvolvido um
equipamento denominado como stopper (Figura: 14(A)), que se traduz em um aro
de metal, sendo este fixado a cada caneta de forma alinhada a ponta da mesma.

Para a realizacdo do procedimento terapéutico, 0s animais formam
posicionados em decubito ventral, numa bancada devidamente coberta de tecido
nao texturizado, com imobilizacdo manual da pata direita para aplicacdo da
terapéutica indicada (Figura: 14(B)), de forma pontual e em contato direto com a

incisdo. As canetas dos equipamentos foram posicionadas em uma base fixa.
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Figura 14: Caneta laser com stopper fixado (A), aplicacdo de laserterapia com imobilizacéo

manual do animal (B).

Tabela 2: Relag&o de grupos formados, tratamento, dose e tempo.

Grupo Tratamento Dose Tempo
(n=6) Jd/cm?) (segundos)
G1A LED (640nm) 4 17
G1B LED (640nm) 4 17
G2A Laser (780nm) 4 30
G2B Laser (780nm) 4 30
G3A Laser (904nm) 4 24
G3B Laser (904nm) 4 24
G4A *Controle negativo - 24
G4B *Controle negativo - 24
G5B **Controle - -

*Controle negativo: grupo submetido a tenotomia e simulacao de tratamento obedecendo a um

tempo médio. **Controle: grupo ndo submetido a tenotomia ou qualquer tratamento. PO: pés-
operatorio
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4.8 Sacrificio dos animais

O sacrificio dos animais se deu seguindo o esquema abaixo:

Cirurgia
12 aplicacéo

172737456 7] 8| 9|10]12]12]213]14] 15|

’ v

1° sacrificio 2° sacrificio

I:ID Dias de tratamento

Os animais foram sacrificados no 7° e 15° dia PO. Para tanto, foi utilizando
0 mesmo procedimento anestésico realizado na cirurgia da tenotomia.

Depois de anestesiados, 0s animais receberam aplicagéo via intracardiaca
de anestésico Tiopental Sodico (Cristalia), na dose de 0,05ml para cada 100g de
peso corpdreo. ApGs 5 minutos, foi realizada a aplicacdo do cloreto de potassio
19,1% (Equiplex), via intracardiaca com dose Unica de 0,4ml para cada 100g de
peso corporeo.

4.9 Preparacdo das amostras para analise pela Espectroscopia Raman

Apb6s o sacrificio, foi realizada a remocao por dissecacao dos tenddes da
pata direita preconizando a primeira incisao na regido osteotendinea, e a segunda
incisdo na insercdo miotendinea. Os animais do grupo G4B tiveram os tenddes da
pata esquerda dissecados formando o grupo controle G5B. Apés a dissecacao, 0s
tenddes foram devidamente identificados e armazenados em tubos para criogenia
Nalgene®, seguidamente acondicionados em nitrogénio liquido a 196°C,
descongelados apenas no momento da realizagdo da Espectroscopia FT-Raman
no Laboratério de Espectroscopia Vibracional Biomédica (LEVB), sob
responsabilidade do Dr. Herculano da Silva Martinho, situado no Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da Universidade do Vale do Paraiba

(UNIVAP), na cidade de Sao José dos Campos, Sao Paulo.
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4.10 Realizac&o da Espectroscopia

Foi utilizado neste estudo o equipamento FT-Raman Spectrometer RFS 100
- Bruker ® Alemanha, instalado no LEVB (Figura: 15).

Figural5: Equipamento FT-Raman Spectrometer RFS 100 - Bruker ®.

As amostram foram descongeladas de forma individual, a temperatura
ambiente, e conservadas em solucéo fisiolégica a 0,9% (ASTER®) até o momento
de ser posicionada no FT-Raman para coleta de espectros. Foi estipulado um
tempo méaximo de descongelamento de 20 minutos, com a finalidade de
homogeneidade metodoldgica e para evitar desidratacdo das amostras.

Dentre os componentes do equipamento FT-Raman ha um laser de alta
intensidade com comprimento de onda de 1064nm, com poténcia maxima de
500mW, ajustavel de acordo com as caracteristicas de cada amostra. Para este
experimento o laser Nd:YAG foi ajustado com a poténcia de 220mW para que nao

houvesse aquecimento ou degradacao das amostras.
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A geometria de espalhamento foi de 180° devido ao alto grau de rejeicédo

contra o Espalhamento Rayleigh (Figura: 16).

Figura 16: Geometria de espalhamento de 180° do FT-Raman Spectrometer RFS 100 com porta

amostras de aluminio.

Os parametros do equipamento, tais como: poténcia do laser, abertura do
feixe, transformada de Fourier, aquisicdo do espectro, grafico em trés dimensoes,
analises quantitativas e armazenamentos de dados em forma de bibliotecas, foram
ajustados a partir do software OPUS versao 4.2 Copyright ® Bruker Optik GmHb
1997-2002 instalado no FtRaman Spectrometer RFS 100.

O procedimento com o aparelho FT-Raman Spectrometer RFS 100, se faz
de forma simples e eficaz. Este equipamento é dotado de um compartimento para
amostras de facil acesso, sendo este fechado por uma portinhola que evita a
interferéncia de luzes nao desejadas. Engrenagens independentes possibilitam
gue o laser seja posicionado de forma ideal, a partir de um controle remoto

conectado ao equipamento. As amostras foram colocadas em um porta-amostras
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de aluminio (Figura: 16) seguidamente posicionadas no aparelho. Foram obtidos 5
espectros Raman extraidos a partir de 200 varreduras, em 5 pontos diferentes ao
longo da area seccionada, com a tenotomia em procedimento cirdrgico ja descrito
(Figura: 17).

P Insercdo miotendinea

Areatenotomizada

Insercao tendao-0sso

® pontos onde foram coletados espectros Raman para posterior analise.

Figura 17: llustragdo do tenddo, mostrando inser¢cdo miotendinea, area tenotomizada, 5 pontos de

coleta de espectroscopia FT-Raman e inser¢édo tenddo-osso.

Os parametros do equipamento FT-Raman foram ajustados, conforme a tabela 3

para melhor aquisicdo dos espectros das amostras.
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Tabela 3: Pardmetros do equipamento FT-Raman Spectrometer RFS 100.

Parametro de aquisicéo

Espera antes das medidas 10 segundos
Espera para estabilizacéo 5 segundos
Numero de varreduras 200
Resolucéo 4cm -1
Tempo Total de Varredura (médio) 30 segundos

Parametros 6pticos

Abertura do feixe do Laser 5.0 mm

Poténcia do Laser na amostra 220 mW
4.11 Procedimento pds Espectroscopia Raman

Depois de finalizadas as coletas dos espectros Raman de cada amostra,
estas foram acondicionadas separadamente em frascos devidamente identificados

contendo formol a 10% para fixacéo e encaminhadas para andlise histopatoldgica.

4.12 Avaliacdo microscopica

Para estudo histopatologico, as amostras foram enviadas para o
Laboratorio de Andlises Patologicas da Universidade Estadual de Montes Claros
(UNIMONTES) sob a responsabilidade do Patologista Dr. Alfredo Mauricio Batista
de Paula.

Para confeccdo das laminas, as amostras foram incluidas em parafina,
cortadas em micrétomo American Optical em cortes (4 cortes por animal) de 5 um
e coradas com H&E (2 cortes) e Tricromico de Masson (2 cortes).

Para a morfometria, utilizou-se um microscépio éptico binocular Nikon®,
modelo YS100, com uma ocular com um reticulo integrador milimetrado da Zeiss®.
A andlise foi realizada em 12 campos microscopicos, equivalente a uma area de

250 um?, por corte histologico. O local escolhido para morfometria, em todas as
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amostras, foi no tecido em regeneragdo na por¢gdo mais proximal das margens do

tecido tenotomizado (Figuras: 18 a 21).

Figuras 18 a 21. Interface entre o tecido conjuntivo fibroso denso ordenado tipico do tecido
tendineo normal e a area de reparacao tecidual pds-tenotomia. As setas negras indicam o local da
avaliacdo do grau de remodelamento tecidual e da contagem de fibroblastos. Em detalhe, as setas
brancas indicam o local da anélise microscépica (Coloragdo Hematoxilina & Eosina e Tricrébmico de
Masson. Aumentos de 100X. Detalhes: aumento de 400X).

Nesse local foram realizadas a contagem de fibroblastos e a gradacédo do
remodelamento do tecido em regeneracdo. Também foi analisada a ocorréncia de
focos de calcificagcbes distréficas e de lesdes celulares.

A gradacdo da remodelacdo tecidual na area tenotomizada foi realizada da
seguinte forma:

Grupo * = Auséncia de remodelagdo. Quadro de hipercelularidade
associado a presenca de fbrilas colagenas delicadas e esparsas sem nenhuma
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orientagdo especifica com relacdo as margens da area tenotomizada. Abundante
presenca de substancia fundamental amorfa. Presenca de um infiltrado difuso de
células inflamatdrias cronicas e células fagocitarias (Figura: 22).

Grupo " = Remodelacéo inicial. Quadro de hipercelularidade associadas a
presenca de fibras coldgenas delicadas e espessas, ja apresentando sinais de
orientacdo (angulacdo de até 25°), segundo as margens da area tenotomizada.
Diminuicdo da presenca de substancia fundamental amorfa. Presenca de células
inflamatdrias crénicas e células fagocitarias (Figura: 23).

Grupo " = Remodelagdo intermediaria. Celularidade préxima do normal
associada a presenca de fibras colagenas maduras, dispostas em feixes
orientados com as margens da é&rea tenotomizada (angulacdo 25° a 150°).
Ocasional presenca de células inflamatorias crénicas e auséncia de células
fagocitarias (Figura: 24).

Grupo "™ = Remodelagdo completa. Quadro de celularidade normal
associada a presenca de feixes de fibras colagenas maduras, orientadas de forma
paralela (angulacdo de 180°) com as margens da area tenotomizada. Auséncia de

células inflamatdrias crénicas e de células fagocitarias (Figura: 25).
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Figuras 2 - 25: Gradacdo do grau de remodelamento do tecido fibroso da area em regeneracdo dos
tendbes tenotomizados. 22-Gradagdo +; 23-Gradacdo ++; 24- Gradagdo +++; 25- Gradacdo ++++
(Coloracao Tricrémio de Masson. Aumento de 400X).

4.13 Anélise por PCA (Principal Component Analysis) dos espectros

Os espectros Raman obtidos das amostras de tendbes de ratos foram
analisados através de um método estatistico de analises de padrdes denominado
PCA (Principal Component Analysis) ou Anédlise de Componentes Principais muito
utilizados em quimiometria. Esta técnica vem sendo utilizada com sucesso nas
andlises de altera¢gBes patoldgicas com a determinacdo de parametros Opticos de
tecidos (OLIVEIRA, 2003).

Trata-se de um método muito Util, quando se possui um grande nimero de
variaveis como nos dados que sédo disponibilizados através da Espectroscopia.
Através desta analise € possivel extrair-se as informacdes espectrais que séo
relevantes para caracterizacao do sistema.

Varios sdo os fatores que podem contribuir alterar bandas espectrais
especificas ou até mesmo o espectro como um todo. Dentre estes pode-se citar 0
manuseio da amostra, variacbes no espectrdmetro, ruidos de fundo, diferencas
nos constituintes das amostras dentre outros. Devido aos fatores expostos,
técnicas sdo utilizadas com a finalidade de analisar, selecionar e classificar as
informacdes relevantes de um estudo. A PCA se traduz em uma técnica de
compreensdo dos dados analisados que separa informacdes significantes de
ruidos ou artefatos, propiciando uma classificagdo amostral analisada de forma
rapida e satisfatoria. Trata-se de uma técnica que possibilita o reconhecimento de
padrbes assim como reducdo do numero de variaveis, facilitando a analise
(SILVEIRA-JUNIOR, 2001).

Nesta técnica é utilizado um conjunto de espectros, que sdo decompostos
em componentes principais (PC). Cada PC corresponde a um vetor que contém

um subconjunto de caracteristicas espectrais. Com o intuito de se obter uma
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melhor classificacdo das amostras, os PC’s sdo cruzados, sendo calculados os
coeficientes de escala ou escores (ES) para cada PC (NUNES, 2003).

Os vetores dos PC’'s sendo conhecidos fazem com que seja visivel a
importancia de cada um deles na formagdo do espectro de uma amostra
desconhecida. Esta informacdo pode entdo ser utilizada na classificagao de
espectros de categorias pré -determinadas (SILVEIRA-JUNIOR, 2001).

4.14 Analise estatistica da histopatologia

Todos os dados que foram coletados na andlise histopatolégica, foram
digitalizados no programa de estatistica SPSS® (Statistical Package for the Social
Science), versdo 13.0, para Windows® e posteriormente submetidos a tratamentos
estatisticos especificos.

A andlise estatistica teve como objetivo analisar possiveis relacdes entre as
médias das contagens de fibroblastos sendo realizadas por meio de teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis, sendo um teste que usa postos de dados amostrais
de 3 ou mais populacdes independentes, usado para testar hipotese nula de que
as amostras independentes provém de populagbes com a mesma distribuigéo, foi
também utilizado o teste de Mann-Whitney quando as variaveis qualitativas
dicotdmicas tinham variancias heterogéneas. Para a analise do grau de
remodelacdo do tecido cicatricial foram utilizados os testes ndo paramétricos de
Kolmogorov-Smimov sendo este realizado com intengcdo de verificar se as
variaveis quantitativas continuas apresentavam distribuicdo normal. O nivel de

significAncia considerado nos testes estatisticos foi fixado em 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A deambulacédo do animal foi preservada mesmo havendo sido realizado o
processo cirdrgico de tenotomia de forma unilateral, ndo sendo observada
claudicacao, diminuicao de forca e/ou resisténcia.

A incisdo realizada, para que se procedesse a tenotomia, na regiao
cutanea, tornouse imperceptivel macroscopicamente no 7° dia P.O. em todos os
animais tratados com luz.

Diferencas relacionadas ao diametro entre os tenddes controle e tratados
foram observados, sendo o de maior diametro os tenddes submetidos a terapia a
base de luz. Ainda verificando o diametro dos tenddes, excluindo os grupos
controle, foi possivel observar que os tendbes tratados com luz LED possuiam

maior didmetro.

5.1 Histopatologia

A gradagdo do remodelamento das fibras de colageno e o numero de
fibroblastos nos tecidos tenotomizados apresentaram variagcdes de acordo com 0s
grupos analisados neste estudo.

A gradacao do remodelamento das fibras de colageno do grupo 1A (Figura:
26), mais freqientemente observada, foi nas fases inicial (++) e intermediaria
(+++). Foi demonstrado nitidamente um quadro de hipercelularidade associado a
presenca de fibras colagenas delicadas e esparsas, ja apresentando aspectos
morfoldgicos indicativos de organizacdo das fibras colagenas com angulacdo de
até 25° comparada ao tecido tendineo integro, préximo as margens tenotomizada.
Notouse uma diminuicdo da presenca de substancia fundamental amorfa e de

células inflamatérias crénicas e células fagocitarias.
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Figura 26: Microscopia do tend&@o calcaneo de rato tratado com terapia LED (640nm), sacrificado

no 7° dia PO, corado com Hematoxilina & Eosina (1A HE) e Tricromio de Masson (1A TM). Corte

longitudinal. Aumento de 400X.

No grupo 1B (Figura: 27) foi demonstrado que a gradacdo do
remodelamento das fibras colagenas se encontrava entre fases intermediaria
(+++) e completa (++++). Foi percebido um quadro de celularidade (fibroblastos)
proxima aquela encontrada no tecido tendineo normal, associada a presenca de
feixes de fibras coldgenas maduras, orientadas com as margens da area
tenotomizada em uma angulacao de 25° a 150°. Ocasional presenca de células

inflamatdrias cronicas e auséncia de células fagocitarias foram percebidas.
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Figura 27: Microscopia do tenddo calcaneo de rato tratado com terapia LED (640nm), sacrificado
no 15° dia PO, corado com Hematoxilina & Eosina (1B HE) e Tricromio de Masson (1B TM). Corte

longitudinal. Aumento de 400X.

Na andlise histopatolégica do grupo 2A (Figura: 28), foi encontrado um
quadro microscopico de auséncia de remodelagdo (+), demonstrando
hipercelularidade associada a presenca de fibrilas colagenas delicadas e esparsas
sem nenhuma orientagdo especifica com relagdo as margens da area
tenotomizada. Abundante presenca de substancia fundamental amorfa e presenca
de um infiltrado difuso de células inflamatorias cronicas e células fagocitarias

foram evidenciadas.

Figura 28: Microscopia do tendao calcaneo de rato tratado com terapia Laser (780nm), sacrificado

no 7° dia PO, corado com Hematoxilina & Eosina (2A HE) e Tricromio de Masson (2A TM). Corte

longitudinal com aumento de 400X.

O grupo 2B (Figura: 29), apresentou caracteristica que o classifica entre
remodelacao inicial (++) a intermediaria (+++). Celularidade proxima do normais
associadas a presenca de fibras coldgenas delicadas e esparsas ja apresentando
sinais de orientacdo (angulacdo de até 25°), segundo as margens da area
tenotomizada. Diminuicdo da presenca de substancia fundamental amorfa e

presenca de células inflamatérias crénicas forma notificadas.
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Figura 29: Microscopia do tendao calcaneo de rato tratado com terapia Laser (780nm), sacrificado
no 15° dia PO, corado com Hematoxilina & Eosina (2B HE) e Tricromio de Masson (2B TM). Corte
longitudinal. Aumento de 400X.

Averiguouse que no grupo 3A (Figura: 30) uma fase intermediaria entre a
auséncia de remodelacéo (+) e remodelacao inicial (++). Foi percebido um quadro
de hipercelularidade associadas a presenca de fibras coldgenas delicadas e
esparsas ja apresentando sinais de orientacdo (angulacédo de até 25°), segundo as
margens da area tenotomizada. Notouse diminuicdo da presenca de substancia
fundamental amorfa e presenca de células inflamatérias crénicas e células

fagocitarias.

Figura 30: Microscopia do tendao calcaneo de rato tratado com terapia Laser (904nm), sacrificado

no 7° dia PO, corado com Hematoxilina & Eosina (3A HE) e Tricromio de Masson (3A TM). Corte

longitudinal. Aumento de 400X.
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No grupo 3B (Figura: 31) notouse uma fase de remodelacédo intermediaria
(+++), revelando celularidade proxima do normal associada a presenca de fibras
coldgenas maduras dispostas em feixes orientados com as margens da area
tenotomizada (angulacdo 25° a 150°). Além disso, foram percebidas células

inflamatdrias cronicas ocasionais e auséncia de células fagocitarias.

Figura 31: Microscopia do tendao calcaneo de rato tratado com terapia laser (904nm), sacrificado

no 15° dia PO, corado com Hematoxilina & Eosina (3B HE) e Tricromio de Masson (3B TM). Corte

longitudinal. Aumento de 400X.

O grupo 4A (figura: 32) apresentou caracteristicas de transicdo entre as
fases de auséncia de remodelagéo (+) e remodelagéo inicial (++). Quadro de
hipercelularidade associadas a presenca de fibrilas colagenas delicadas e
esparsas sem nenhuma orientacdo especifica com relacdo as margens da area
tenotomizada. Verificou-se, ainda, abundante presenca de substancia fundamental
amorfa e presenca de um infiltrado difuso de células inflamatérias crénicas e

células fagocitéarias.
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Figura 32: Microscopia do tendédo calcaneo de mto do grupo controle, sacrificado no 7° dia PO,

corado com Hematoxilina & Eosina (4A HE) e Tricromio de Masson (4A TM). Corte longitudinal.
Aumento de 400X.

O grupo 4B (Figura: 33) apresentou-se na fase de remodelacéo inicial (++).

Foi notado um quadro de hipercelularidade associado a presenca de fibras
coldgenas delicadas e esparsas ja apresentando sinais de orientacdo (angulacao

de até 25°), segundo as margens da area tenotomizada.

Figura 33: Microscopia do tenddo calcaneo de rato do grupo contmole, sacrificado no 7° dia PO,
corado com Hematoxilina & Eosina (4B HE) e Tricromio de Masson (4B TM). Corte longitudinal.
Aumento de 400X.

O Grupo 5B, por se tratar do grupo controle, possui aspectos morfolégicos
tipicos de um tecido tendineo normal. Notbuse um quadro de celularidade

caracteristico, com fibroblastos fusiformes apresentando citoplasma escasso e
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nucleo Unico, achatado e hipercromatico, associado a presenca de feixes de fibras
coldgenas maduras orientadas de forma paralela (angulacdo de 180°) com as

margens da area cirurgica. Auséncia de células inflamatdrias crénicas e de células

fagocitarias.

Figura 34: Microscopia do tendao calcaneo de rato do grupo controle + sacrificado no 15° dia PO,
corado com Hematoxilina & Eosina (5B HE) e Tricromio de Masson (5B TM). Corte longitudinal.
Aumento de 400X.

Foi averiguado, através da analise microscépica dos tecidos desse estudo,
que nao ocorreu a presenca de calcificagbes distroficas em nenhuma das
amostras. Além disso, ocorréncias de areas de hialinizacdo também n&o foram
observadas. Nos grupos tratados com LED e Laser (780 ou 940nm) haviam areas
de formacéo e deposicao de colageno e proliferacao de fibroblastos. Nos animais
com 7 dias PO, foi nitida a observacao de uma hipercelularidade de fibroblastos
jovens e uma discreta producdo de fibras de colagenas jovens, sem nenhuma
forma de organizacdo. Nos grupos de animais sacrificados com quinze dias, fica
evidente uma reducéo da proliferagcéo celular fibroblastica e uma maior producao
de componentes colagenosos da matriz extracelular dos tenddes operados, com
evidente organizagao.

Com relacao a variavel contagem de fibroblastos, para a avaliacdo de todos
0S grupos experimentais de acordo com o tratamento especifico instituido, foi

demonstrada uma reducao do numero de fibroblastos de forma estatisticamente
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significativa entre o primeiro e segundo sacrificio dos animais tratados com Laser
904 nm (Tabela: 5).

Ainda com relacdo a variavel contagem de fibroblastos, para a avaliacao de
todos o0s grupos experimentais e controle, no momento do primeiro sacrificio
(7dias PO), percebeu-se a presenca de relacdes estatisticamente significativas
entre os animais tratados com o LED e Laser 780nm (p=0,001) e entre 0s grupos
LED e controle (p= 0,002) (Tabela: 5).

Com relagdo as amostras no momento do segundo sacrificio (15 dias PO),
observou-se diferencas significativas entre os grupos de animais tratados com
LED e Laser 780 (p=0,013), Laser 780 e Laser 940 (p=0,009) e entre Laser 780 e
grupo controle (p=0,004) (Tabela: 6).

Com relacdo a variavel gradacdo do remodelamento tecidual, para a
avaliacdo de todos o0s grupos experimentais de acordo com o tratamento
especifico instituido, foi demonstrada uma maior remodelacédo tecidual (p<0,05)
entre o primeiro e segundo sacrificio dos animais tratados com Laser 780 nm
(Tabela: 7).

Foi possivel observar uma concentracdo de animais com melhor grau de
remodelacao tecidual logo no primeiro sacrificio (7° dia PO) no grupo tratado com
luz LED em comparacao aos demais grupos (Tabela: 7).

Entretanto, quando a gradacédo da remodelacéo tecidual foi avaliada entre
todos os grupos experimentais e controle, nos momentos do primeiro sacrificio (7°
dia PO) e segundo sacrificio (15° dia PO), nenhuma diferenca estatisticamente
significativa foi demonstrada entre os grupos analisados, apesar dos grupos
tratados com LED, em ambos os sacrificios, possuirem melhor gradacdo de

remodelamento tecidual em relacdo aos demais grupos (ANEXO: A).
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Tabela 4: Comparagdo dos resultados da contagem de fibroblastos nos tenddes tenotomizados de animais controles e experimentais de acordo

com o tipo de tratamento instituido.

VARIAVEL LED Laser 780 nm

Laser 904 nm

1A iB p 2A 2B

Contagem Média de Fibroblastos (dp)* 312,8(85,9) 310,3(36,2) n.s. 628,2(128,7) 484 (153,4)

3A 3B B

n.s. 444,7(49,6) 301,7(31,6) p<0,05

* Andlise estatistica realizada pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. DP = desvio-padrao.

Tabela 5: Comparagdo dos resultados da contagem de fibroblastos nos tenddes tenotomizados de animais controles e experimentais nos

momentos do primeiro e segundo sacrificios.

VARIAVEIS 7°dia pos- operatorio 15° dia pos-operatorio
1A 2A 3A Controle 1B 2B 3B Controle
Contagem Média de 312,8 628,7 4447 610 310,3 484 301,7 285,3
Fibroblastos (dp) (85,9) (128,7)° (49,6) (176,6)" (36,2) (153,4) (31,6) (69,9)

Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA. DP = desvio-padrao. P<0,05: a= 1A vs 2A, b= 1A vs controle 7 dias.
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Tabela 6: Comparagdo dos resultados do grau de remodelacdo tecidual ros tendBes tenotomizados de animais controles e experimentais de
acordo com o tipo de tratamento instituido.

VARIAVEL LED Laser 780 nm Laser 904 nm
Gradacgéo da Remodelacdo Tecidual* 1A—n=6 1B—n=6 p 2A-n=6 2B —n=6 o] 3A—n=6 3B-—n=6 o]
+ 01 0 06 0 03 01
++ 02 01 n.s. 0 04 p<0,05 02 02 n.s.
+++ 03 02 0 02 01 01
++++ 0 03 0 0 0 02

* Analise estatistica realizada pelo teste nao parametrico Kolmogorov-Smimov (KS).

Tabela 7: Comparacao dos resultados do grau de remodelagéo tecidual nos tenddes tenotomizados de animais controles e experimentais de
acordo com o tipo de tratamento instituido.

VARIAVEIS 7 dias p6s operatorios 15 dias p6s operatoérios
Gradagao da Remodelacdo  1A-n=6 2A—n=6 3A—n=6 Controle p 1B—n=6 2B-n=6 3B-n=6 Controle p
Tecidual*
+ 01 06 03 02 0 0 01 01
++ 02 0 02 04 n.s. 01 04 02 03 n.s.
+++ 03 0 01 0 02 02 01 02
++++ 0 0 0 0 03 0 02 0

* Analise estatistica realizada pelo teste ndo paramétrico Kolmogorov-Smimov (KS).
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5.2 Espectroscopia Raman

No Grafico 1 observa-se o espectro médio para cada um dos grupos . Os
modos vibracionais presentes constituem-se predominantemente como sendo 0s

modos vibracionais do colageno tipos I, conforme apresentado na tabela 8.
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Gréfico 1: Espectros médio dos grupos: 1A, 1B, 2A, 2B, 3A, 3B, 4A, 4B e 5B.
Na tentativa de separar os espectros em funcao das suas caracteristicas

bioguimicas, foi realizado o teste estatistico de PCA. Os dados que aparecem nos
graficos 2 ao 5, apresentam as dispersdes binomiais dos PC'’s.
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Tendo em vista os PC’s ja expostos anteriormente, foi possivel observar o
agrupamento dos grupos tratados com LED (1A e 1B). No grafico a seguir, podem
ser observados os espectros médios destes grupos e do grupo controle (Grafico:
6(A)), assim como também, espectros derivados do coldgeno dos tipos | e lli
(Grafico: 6 (B)).
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Grafico 6: (A) Espectros médios dos grupos: 1A, 1B e controle. (B) Espectro dos colagenos tipos |

e lll.

Foi possivel observar, pelos gréaficos dispersivos (Graficos: 2, 3, 4 e 5) que
0S grupos tratados com LED se destacaram dos demais, principalmente o
sacrificado no 15° dia.

De acordo com os modos vibracionais do colageno tipo | (ANEXO: A), e
analisando o gréafico 6(A) com relacdo ao grafico 6(B), observa-se que houve um
aumento da intensidade espectral entre 1540 e 1620 cm -1, regidao designada a

Pro (Proline), Hyp (Hydroxyproline),Tyr (Tyrosine) e Phe (Phenylalanine).
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O pico espectral em 1300 cm -! que é caracteristico do colageno tipo lIll, é
presente no tratamento LED 7° dia e diminuido no espectro referente ao
tratamento LED 15° dia. E observado que a producdo maior de colageno tipo Il
se da nos animais tratados até o 7° dia, enquanto a do colageno tipo | € observado
nos animais tratados até o 15° dia.

Observando os picos referentes a amida Il (1247 cm -*- 1270 cm -%), é
possivel se averiguar que estes estdo mais elevados no espectro referente ao
LED 15° dia em relagdo ao espectro LED 7° dia. Estas mesmas caracteristicas
ocorrem quando compara-se 0s espectros do colageno tipo | e Ill. E possivel
perceber que houve uma maior producéo de colageno do tipo I, melhorando assim
a qualidade tecidual.
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Grafico 7: Exposicao da contagem de fibroblastos relacionada aos grupos experimentais. 1A e 1B
grupo LED), 2A e 2B (laser 780nm) 3A e 3B (laser 904nm) 4A e 4B (controle negativo).

Como podemos observar no gréafico 7, os grupos tratados com terapia LED
(640 nm), obtiveram menores valores na contagem de fibroblastos logo no
primeiro sacrificio quando comparados aos demais grupos. Contudo, ndo foram
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observadas diferencas significativas entre os grupos de 7 e 15 dias (referentes ao
1° e 2° sacrificio) submetidos a terapia LED (Tabela: 4). Segundo Junqueira e
Carneiro (2004) a fase inflamatéria do tecido tendineo se da do 1° ao 7° dia, onde
macrofagos removem restos celulares e componentes extracelulares alterados e
os fibroblastos ficam dispostos radialmente em direcdo as fibras do tenddo,
sintetizando fibras colagenosas por volta do 5° dia da lesdo. Este processo parece
ter sido otimizado pela terapia LED, através dos resultados do grupo 1A, mantidos,
em conseqéncia, pam@ o0 grupo 1B no que se refere ao numero de fibroblastos.
Observou-se, através da analise de remodelacao tecidual, que houve uma
condicao superior de reparacdo nos grupos LED (Gréfico: 8), culminando em um
tecido maduro, quando comparados aos demais grupos deste experimento. A
superficialidade do tendéo do calcaneo pode ter sido fator importante no que se
refere a absorcdo de luz, uma vez que Karu (2006) relata que camadas
superficiais de tecidos possuem melhor resposta biolégica a luz ndo coerente.
Segundo a autora a absorcdo de fétons na regido do vermelho do
espectroeletromagnético por fotorreceptores (p.ex. citocromo c oxidase) culmina
em aumento da concentracao de ATP intracelular e, consequentemente, aumento
da atividade metabdlica tecidual. Estes dois eventos: redu¢des do numero de
fibroblastos e aumento da remodelagdo s&o inversamente proporcionais. Assim,
este dado descarta a possibilidade de inativagéo de fibroblastos ou diminuicdo de
quimiotaxia guiada por luz. O grupo LED apresentou namero de fibroblastos
inferior ao controle e grupos submetidos a terapia laser. O comprimento de onda
do LED empregado € considerado adequado na biomodulag&o positiva durante o
processo de divisdo celular (KARU, 2006). Assim, o nivel de poténcia empregado
na terapia com LED provavelmente tenha sido responsavel pela reducdo da

divisao celular neste primeiro momento.
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Grafico 8: Porcentagem de animais dos grupos experimentais que possuiram remodelamento
tecidual tendinoso com qualidade igual ou superior a +++.

Houve uma maior quantidade de animais apresentando melhor
remodelamento tecidual nos grupos submetidos ao tratamento com terapia LED,
como pode ser observado no grafico 8. Ainda foi possivel averiguar que 0s
animais submetidos a terapia a base de luz, exceto o grupo 2A e 2B (laser —
780nm), apresentaram melhor remodelamento tecidual quando comparado aos
grupos controle (gréfico: 8). Com base nos resultados obtidos foi possivel apontar
para a efetividade das terapias testadas e uma relativa dose dependéncia.

O grupo submetido a terapia laser (780 nm) apresentou resultados
semelhantes ao grupo controle no que se refere a porcentagem de animais com
gualidade de remodelamento tecidual igual ou superior a +++, tanto no primeiro
quanto no segundo sacrificios. Mester et al. (1985) relata que a radiacao laser
pode ser responsavel por estimular ou inibir / diminuir as varias fases do processo

de reparacéo tecidual, este fator esta diretamente relacionado a dosagem. Assim,
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a dose de 4 J/cn? possivelmente foi responsavel pela desaceleracdo do processo
de reparo.

Remodelamento tecidual do grupo LED em 7 dias foi semelhante ao do
grupo laser 904 nm em 15 dias, ou seja, aceleracdo no processo de cura no grupo
tratado com LED de forma precoce. O LED (luz ndo coerente) possui coeréncia
longitudinal demasiadamente diminuida quando comparada a luz laser (luz
coerente). A coeréncia se torna importante quando se pretende tratar tecidos
volumosos (KARU, 2006). O tecido tendinoso encontra-se anatomicamente em
superficie, sendo este ecoberto apenas por tecido cutaneo e facias, talvez por
este motivo o LED apresente resultados semelhantes aos encontrados em
estudos empregando laser na regido do vermelho do espectro eletromagnético
(REDDY, STHEHNO-BITTELL, ENWEMEKA, 1998).
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Grafico 9: Quantidades relativas de colageno Il para os diferentes grupos através estimada pela
area espectral entre 1015-1125 cm™.

O grafico 9 demonstra que, com relagdo aos animais do primeiro sacrificio,

0 grupo submetido a terapia com LED apresentou menores \alores de area de
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colageno lll. No segundo sacrificio, apesar de ter havido aumento da presenca de
colageno tipo Il em todos os grupos submetidos a tratamento, os animais tratados
com laser (780 nm) obtiveram menores valores, similares aos do grupo controle.
Enwemeka (1992) relata que o pico de sintese de colageno tipo Il no processo de
reparacdo tendinea se da no 14° dia onde o coldgeno do tipo | comecara a
predominar neste tecido por degradacdes colagenosas, resultando em um intenso
remodelamento com lise de algumas fibras, agregacdo e aumento de novas fibras.
Entretanto, os espécimes submetidos a terapia laser (780 nm) no 2° sacrificio,
nao apresentaram diferenca significativa com relacao a sintese de colageno (tipo |
e lll) e graduacdo do remodelamento tecidual quando comparado ao grupo
controle negativo. ReddY et al. (1998); Demir et al. (2004) e Buso (2005)
verificaram em seus estudos ndo haver diferenca significativa quanto ao colageno
nas duas primeiras semanas do tratamento tendineo com laser GAs quando
comparado a animais controle. Estes autores irradiaram os animais durante 21
dias, demonstrando que o tratamento de tenotomia pode ser dose dependente
(nimero de sessdes de irradiacdo), pois no presente estudo observou-se
maturacdo de maior quantidade de coldgeno nos grupos tratados com o mesmo
comprimento de onda.

O gréafico 9 demonstra que os grupos 1A, 2A e 3A, submetidos a terapia
com luz, apresentaram menor presenca de colageno do tipo Il e consequente
maior presenca de fibras colagenosas d tipo I. Neste mesmo grafico pode-se
observar que 0s grupos submetidos a terapia laser 904nm e LED, do segundo
sacrificio, apresentam maior presenca de colageno do tipo Ill, quando comparado
ao grupo controle negativo (5B). Estudos realizados por J6zsa e Kannus (1997),
Robbins et al. (1994), Enwemeka (1992) e Kuschner et al. (1991) demonstram que
na fase proliferativa e angiogénica ha presenca predominante de colageno do tipo
Il na matriz extracelular do tecido em formacédo, permitindo maior resiténcia
durante o processo de cicatrizacdo (Enwemeka et al., 1998). O aumento da
presenca de colageno tipo Il nos grupos tratados com luz pode ter sido causado,
entre outros fatores, pelo aumento da microcirculacéo local, conforme atesta Smith
(1965 apud Buso, 2006).
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Grafico 9: Quantidades relativas de colageno Ill para os diferente§ grupos através estimada pela
area espectral entre 1015-1125 cm .

O grafico 9 demonstra que, com relacdo aos animais do primeiro sacrificio,
0 grupo submetido a terapia com LED apresentou menores valores de area de
colageno lll. No segundo sacrificio, apesar de ter havido aumento da presenca de
colageno tipo Ill em todos os grupos submetidos a tratamento, os animais tratados
com laser (780 nm) obtiveram menores valores, similares aos do grupo controle.
Corroborando com o presente estudo Enwemeka (1992) relata que o pico de
sintese de colageno tipo I, no processo de reparacdo tendinea, se da no 14° dia.
Neste momento o coladgeno do tipo | tem predominio devido a degradacdes
colagenosas, resultando em um intenso remodelamento com lise de algumas
fibras, agregacdo e aumento de novas fibras.

Entretanto, os espécimes submetidos a terapia laser (780 nm) no 2°
sacrificio, ndo apresentaram diferenca significativa com relagcdo a sintese de

colageno (tipo | e Ill) e graduacao do remodelamento tecidual quando comparado
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ao grupo controle negativo. Reddy et al. (1998), Demir et al. (2004) e Buso (2005)
verificaram em seus estudos ndo haver diferenca significativa quanto ao colageno
nas duas primeiras semanas do tratamento tendineo com laser GaAs quando
comparado a animais controle. Estes autores irradiaram os animais durante 21
dias, demonstrando que o tratamento de tenotomia pode ser dose dependente
(nimero de sessbes de irradiacdo), pois no presente estudo observou-se
maturacao de maior quantidade de colageno nos grupos tratados com o mesmo

comprimento de onda.
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7. CONCLUSOES

Através da andlise histoldgica e por espectroscopia Raman conclui-se que:

- Os grupos tratados com LED (640 £ 20 nm) apresentaram remodelacéo
tecidual, maturacdo (fibroblastos) e tipo de fibras coldgenas depositadas no
processo de reparacdo tendinea superiores aos demais grupos tratados com luz,
principalmente na fase inflamatoria (12 semana). Contudo, 0s niveis de
remodelamento e maturacdo tecidual tendineo séo superiores pds-terapia com
laser em 904nm, em relacao a terapia com laser em 780nm.

- Na fase proliferativa (22 semana) as terapias com laser em 904nm e LED

(640 £ 20 nm), levaram a otimizacéo da sintese de colageno tipo IlI.

7.1 Consideracao final

As terapias a base de luz coerente e ndo coerente podem ser utilizadas
como coadjuvante de outros tratamentos, sempre que se fizerem necessarios
efeitos por estes ja conhecidos como os de reparacao tecidual, antiinflamatdrio,

dentre outros.
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ANEXO A

Modos vibracionais de Raman para o colageno tipo | atribuidos a derme de porco e dos peixes P.

Major e O. niléticas. Fonte: IKOMA, et al; 2003.

Porcine dermis Assignment
1670 s ?(C=C); amida |
1640 sh ?(C=C); amida |
1605 m Phe, Tyr
1586 m Pro, Hyp
1451 s d(CH,)
1421 m, sh ?s5(C0O0)
1379 w d(CH,)
1340 w, sh Yw (CHy)
1319 m Yt(chy)
1270 s d(NH,); amida IlI
1247 s d(NH,); amida I
1206 m, sh Hyp, Tyr
1164 w -NH;*-
1123w, sh
1093 m ?(C-N)
1062 m Ligacéo de carboxila OH
1034 s Phe
1004 s Phe
972 w, sh
958 w, sh ?(C-C) do residuo
936 m, sh ?(C-C) da espinha dorsal da proteina
921s ?(C-C) do anel da Pro
884s ?(C-C) do anel da Hyp
858 s, sh ?(C-C) do anel da Pro
816s ?(C-0O-C); ?(C-C) da espinha dorsal

?. Stretching coordinate; d: deformation coordinate; Yw: Wagging coordinate; Yt: Twisting
coordinate; s: Forte; m: média; w: Fraca; sh: ombro; vw: muito fraca. Fonte: lkoma, et al., 2003.





