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RESUMO

Objetivo: Comparar a influéncia da terapia laser baixa intensidade (TLBI) na organizacdo das fibras de colageno, na dose de
3J/cm? em dois comprimentos de onda (L) (670nm e 904nm) e na associa¢do de ambos, durante o reparo do tenddo calcaneo de
ratos. Método: Foram utilizadas 37 ratas da raga Wistar divididas em 5 grupos, submetidas a tenotomia total por meio de
cisalhamento transversal do tenddo na por¢do média entre a inser¢do calcanea e a juncdo miotendinea, com excec¢do do grupo
GP (n= 6) que ndo houve lesdo. O grupo GA (n= 8) foi submetido a irradiag¢do laser A= 904nm, diodo de GaAs, emissio pulsada,
duragdo do pulso de 180ns, freqiiéncia de pulso de 2000Hz e poténcia de pico de 15W e dose de 3J/cm?. O grupo GB (n= 8) foi
submetido a irradia¢do laser A= 670nm, diodo de AlGalnP, emissdo continua, poténcia 30mW e dose de 3J/cm?. O grupo GAB
(n= 8) recebeu irradiacdo de ambos os lasers 670nm e 904nm associados. O grupo GCL (n= 7) foi submetido a um tratamento
placebo, assim como um grupo padrdo. Apos um total de 12 sessdes de laserterapia, os animais foram submetidos a eutanasia
no 14° dia pds-operatorio. Apos processamento histologico padrdo, foi realizada a quantificagdo do retardo optico pela
birrefringéncia. Resultados: A analise estatistica mostra que todos os grupos irradiados apresentaram valores de retardo dptico
maiores quando comparados ao grupo placebo (p= 0,00001), o que indica que apresentaram melhor organizagdo das fibras
colagenas ao longo do eixo longitudinal do tenddo, evidenciando melhor qualidade no reparo. O grupo GAB foi o que apresentou
melhores resultados (p= 0,00001) quando comparado aos demais grupos, excetuando-se o GP, que ¢ o referencial de retardo optico
para esta faixa etaria.

Palavras-chave: laser terapia de baixa intensidade; tenddo calcaneo; reparo tecidual; tenotomia total; birrefringéncia.

ABSTRACT

Influence of different low-intensity laser therapy wavelengths for rat tendon regeneration
following tenotomy

Objective: The aim of this study was to compare the effect of the low level laser therapy in the organization of the collagen fibers
with 3 J/cm? of dose in two wavelengths (670nm and 904nm) and in the combination of both on the tissue repair of the calcaneus
tendon. Methods: We used 37 female Wistar rats divided in 5 groups which had been submitted to the total tenotomy. Group
GA (n= 8) was submitted to the laser irradiation in A= 904nm, GaAS diode, pulsated emission, peak power 15W and dose of
3J/cm?, group GB (n= 8) was submitted to laser irradiation A= 670nm AlGalnP diode, continuous emission, power 30 mW and
dose 3J/cm?, group GAB (n= 8) was submitted to association of both of lasers and group GCL (n= 7) which the calcaneum tendon
was submitted to placebo treatment. The group GP (n= 6) was a standard group without lesion and treatment. The animals
received 12 sessions of lasertherapy and submitted to euthanasia on 14" day after surgery. The tendons were submitted to
histological procedure and were analyzed to evaluate the optic retardation (in nm) for the birefringence measurement. Results:
The statistic analysis showed that the irradiated groups have higher values of optic retardation statistically significant than
placebo group (p= 0,00001). It indicates that all the treated groups show better organization of collagen fibers in the longitudinal
axis of the tendon, evidencing better quality in the tissue repair. The group GAB was that shown best results (p= 0,00001) when
compared to another groups.

Key words: low-intensity laser therapy; Achilles tendon; tissue repair; total tenotomy; birefringence.



284 Arruda ERB, Rodrigues NC, Taciro C e Parizotto NA

INTRODUCAO

O tecido tendineo é um tipo de tecido conjuntivo denso
e tem como fungdo transmitir a forga produzida pelo musculo
para o 0sso, tornando possivel o0 movimento articular'.

Enwemeka et al.? relatam que o tenddo ¢ constituido
por fibroblastos e matriz extracelular, na qual estdo imersas
proteinas fibrosas de colageno e elastina, proteoglicanas,
glicoproteinas e mucopolissacarideos. O colageno ¢ o maior
componente da matriz extracelular, compreendendo cerca
de 86% a 95% do peso umido do tenddo. As fibrilas de
colageno sdo longas e cristalinas. Em tenddes, as fibrilas e
fibras sdo altamente alinhadas, o que confere alta resisténcia
mecanica para forgas de tragdo. A analise de birrefringéncia
quantifica esse alinhamento das fibras de colageno devido
as suas propriedades anisotrdpicas, por meio da qual se mede
o retardo optico em nandmetro. Portanto, quanto maior ¢é
essa medida, maior o grau de organizacdo e compactacao
das fibras'.

O processo de cicatrizacao das lesdes tendineas pode
levar semanas ou até meses para se completar. Durante esse
periodo, geralmente o paciente ¢ imobilizado para evitar
rupturas, o que causa inimeras complicagdes funcionais
retardando o processo de reabilitacdo®. A fase inicial do
processo de reparo leva de 7 a 10 dias para consolidagdo,
porém a reabilitagdo completa pode exigir semanas ou meses*.

Devido a ocorréncia dessas lesdes ser tdo comum, torna-
-se necessaria a elaboracdo de estudos com o objetivo de
melhorar o reparo tendineo, reduzindo o tempo de
recuperagao e o retorno as atividades rotineiras. A importancia
desses estudos serem realizados em ratos deve-se a dificuldade
de se promoverem alguns procedimentos invasivos em
humanos.

Nas ultimas décadas, observou-se um aumento no
interesse clinico por evidéncias bioldgicas da otimizagao do
processo de reparo tendineo, o que tem influenciado estratégias
adotadas no tratamento das lesdes tendineas®!'. Dessa forma,
diversos pesquisadores tém estudado varias modalidades
terapéuticas com o objetivo de acelerar o processo
regenerativo e assim demonstraram que a fotobiomodulacao,
através da radiacdo laser de baixa intensidade com os
diferentes comprimentos de onda, interage de diferentes
formas no reparo tendineo®’!!.

Desde entdo, muitos estudos foram realizados com
fotobiomodulagdo em tenddes de ratos machos, em virtude
do ciclo estral das fémeas e suas possiveis implicagdes no
reparo tecidual. Porém, a incidéncia deste tipo de lesdo é
crescente entre as mulheres. Isso pode estar relacionado com
a busca por praticas desportivas que sobrecarregam o tendao
dessas mulheres'?. Fatores estruturais e funcionais como
fraqueza muscular, discrepancia de membros, entre outros,
influenciam no aumento da incidéncia dessas lesdes no sexo
feminino.
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Apesar da possivel interferéncia do ciclo menstrual no
processo de reparo tendineo, quando esse tipo de lesdo ocorre,
ndo escolhe em que fase do ciclo menstrual a paciente se
encontra e, devido a esse fator, ndo foi predeterminada a fase
estral das ratas para simular as diferentes condi¢des prévias
em pacientes.

Observou-se ainda que o comprimento de onda ¢é a
caracteristica mais importante da radiacdo laser, pois
determina quais biomoléculas vao interagir'*'4. A radiacdo
visivel tem uma via mitocondrial e a invisivel (infravermelho)
tem uma agdo sobre cromoforos da membrana celular.
Portanto, os efeitos terapéuticos sdo especificos, o que leva
a crer que exista possibilidade de se utilizar ambas as vias
de estimulag@o com objetivo de incrementar resultados. No
entanto, por ser uma tecnologia relativamente nova, ainda
se encontram em fase de determinacao os seus reais efeitos,
aplicagdes efetivas e limitagdes'>!®.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizadas 37 ratas da raga Wistar (Rattus
norvegicus albinus), com 5 semanas de idade e massa corporal
de 181 + 12,3g provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), as quais
permaneceram no biotério do Laboratorio de
Eletrotermofototerapia, em gaiolas de polipropileno padrao,
agrupadas em numero de 4, mantidas em ambiente
controlado, com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo
agua e ragdo balanceada ad libitum. Este projeto foi aprovado
pela Comissdo de Etica em Experimentagio Animal da
Universidade de Sao Carlos — CCEA/UFSCar pelo parecer
CEEA 009/2006. Durante o presente experimento ndo foi
registrada nenhuma perda amostral.

Procedimento cirurgico

O modelo utilizado neste estudo foi baseado no
experimento de Enwemeka et al.> Os animais foram
inicialmente pesados e posteriormente anestesiados com
Cloridrato de Ketamina a 10% (95mg/kg) e Cloridrato de
Xilazina a 2% (12mg/kg) com aplicacdo intraperitoneal.

A pele sobre a regido posterior da tibia do membro
posterior direito, no local correspondente ao tendao calcaneo,
foi tricotomizada manualmente. Apos assepsia local (com
alcool iodado), foi realizada uma incisdo longitudinal na pele
sobre o local correspondente a tenotomia, no ter¢o médio
do tendao calcaneo, entre a inser¢do calcanear e a juncdo
miotendinea, onde foi realizada a tenotomia total por
cisalhamento transversal, utilizando lamina de bisturi
numero 11 (Figura 1A).

A seguir, a pele foi suturada com fio 4.0 poliamida
monofilamento ndo absorvivel e submetida a limpeza local
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(com alcool iodado), ndo havendo posteriormente nenhum
tipo de imobilizagdo do segmento (Figura 1B).

Figura 1. A. Tenddo calcaneo exposto apds incisao na pele, pronto para
sofrer tenotomia por cisalhamento transversal, a seta evidencia o calcaneo.
B. sutura realizada na pele (seta) apds tenotomia total de tenddo calcaneo
¢ posterior limpeza com alcool iodado.

Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos:
grupo GA (n=8): o tendao calcaneo foi lesado e submetido
a irradiacdo laser infravermelho com comprimento de onda
904 nm, pulsado, poténcia de pico de 15W e dose de 3J/cm?
e tempo de aplicagdo de 9 segundos; grupo GB (n= 8): o
tenddo calcaneo foi lesado e submetido a irradiagdo laser
vermelho com comprimento de onda 670nm, continuo,
poténcia 30mW e dose 3J/cm?, e tempo de aplicacdo de 6
segundos; grupo GAB (n= 8): o tenddo calcaneo foi lesado
e submetido a irradiagdo com a associag@o dos dois tipos de
laser nas mesmas condigdes descritas anteriormente, resultando
em um tempo de aplicacdo total de 15 segundos; grupo GP
(n=7): ndo houve lesdo, e os animais ndo foram submetidos
anenhum tipo de irradiacdo laser; grupo GCL (n= 6): o tendao
calcaneo lesado cirurgicamente foi submetido a um tratamento
placebo (emissor laser desligado, os animais foram submetidos
ao mesmo estresse da simulacdo do tratamento).

Equipamento utilizado

O equipamento utilizado foi aferido no Grupo de Optica
da Universidade de Sao Paulo - USP, Campus de Sdo Carlos,
para se obter alta confiabilidade na intensidade efetiva da
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emissdo laser. E um laser classe 3B da IBRAMED, tendo sido
escolhida a dose de 3J/cm? nos comprimentos de onda de
904nm e 670nm.

O equipamento possui um diodo GaAs que trabalha
somente em regime pulsado com comprimento de onda
904nm e poténcia de pico de 15W (a poténcia do diodo ¢ fixa),
pulsado na freqiiéncia de 2000Hz, dose de 3J/cm?, didmetro
do feixe 0,07cm?, duragdo de pulso de 180ns, resultando em
um tempo de aplicagdo de 9 segundos. Também possui um
diodo de AlGaInP com comprimento de onda 670nm e poténcia
de 30mW (a poténcia do diodo ¢ fixa), continuo, dose de
3J/em?, area do feixe 0,02cm? resultando em um tempo de
aplicacdo de 6 segundos. A combinagdo dos dois
comprimentos de onda aplicados um seguido do outro resultou
na somatoria dos tempos, ou seja, 15 segundos. O modo de
emissao diferenciado entre os dois comprimentos de onda
se deve ao fato de o diodo de GaAs somente emitir radiagao
pulsada, e, pelo fato de a poténcia dos diodos deste
equipamento ser fixa, ndo houve padronizagdo da mesma para
reproduzir com maior eficiéncia o seu uso na pratica clinica.

A terapia laser teve inicio 24 horas ap6s a tenotomia.
O tratamento constou de 12 sessdes consecutivas e
ininterruptas. Todo o procedimento experimental foi realizado
num mesmo periodo circadiano.

Para a realizacdo das aplicacdes laser, os animais foram
imobilizados por meio de preensdo manual e foram irradiados
por fotoestimulagdo transcutanea na regido da lesdo com a
técnica de contato, num angulo de 90° em relag@o a superficie
da area lesada.

No 14° dia apds a tenotomia (24 horas apds a ultima
sessdo), os animais sofreram eutanasia e seus tenddes foram
retirados cirurgicamente por dissec¢do desde a insercdo
calcanear até a jun¢ao miotendinea. Imediatamente os tenddes
foram lavados em solucdo salina a 0,9% para preparagdo das
laminas para analise da birrefringéncia.

Preparacao das laminas

Para uma avaliagdo qualitativa e quantitativa da
concentracdo, estado de agregacdo e orientagdo das fibras
de colageno, os tenddes foram dissecados, lavados e
submetidos a confec¢do das laminas.

Cada lamina foi montada com uma série de 3 cortes
consecutivos de cada tendao e cada grupo de animais, sendo
representado por 111 laminas montadas com os tenddes de
cada um dos grupos experimentais.

Estas 1aminas nao receberam nenhum tipo de coloragao
e ficaram descobertas para sofrerem uma reidratacdo no
momento da analise.

Medidas de birrefringéncia

A analise das fibras de colageno foi realizada utilizando,
para isso, uma de suas propriedades anisotropicas Opticas:
a birrefringéncia total, medida por meio da microscopia de
polarizacao.
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As laminas de cada grupo foram imersas em agua
destilada cujo indice de refrag@o ¢ de (n= 1,333) por cerca
de 30 minutos, para analise através da birrefringéncia,
conforme os estudos de Vidal'.

Ap6s o periodo de imersdo, as laminas foram cobertas
por laminulas contendo 4gua destilada nas interfaces. Para
a realizacdo da analise, foi utilizado um microscopio de luz
polarizada da marca LEICA com uma objetiva pol.10X/0,22,
condensador 0.9, compensador de Sénarmont A/4, luz
monocromatica A= 546nm, obtida por meio de um filtro de
interferéncia LEICA, do LAMAYV (Departamento de Engenharia
de Materiais da UFSCar). Esse tipo de anélise tem sido
utilizado para mensurar o grau de organizagdo das fibras
colagenas de forma quantitativa em diversos estudos''"'%.
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Foram obtidas medidas com o eixo do tenddo a 45° de
inclinac@o em relacdo ao polarizador e o analizador, permitindo
o maior brilho de birrefringéncia e, portanto, uma analise de
alinhamento das fibras coldgenas ao longo do eixo do tenddo.

RESULTADOS

Na figura 2 pode-se verificar uma representagdo das
imagens observadas normalmente a microscopia de
polarizagdo. Pode-se notar que ha evidéncias qualitativas na
aparéncia da organizacdo das fibras de coldgeno no tendao,
demonstrando que os grupos tratados com laser estdo em
melhores condi¢des de organizagdo estrutural. A jun¢do dos
dois tipos de laser no mesmo tenddo mostrou ser mais efetiva
na organizacdo das fibras coldgenas.

Figura 2. A imagem mostra o brilho de birrefringéncia das fibras colagenas dos grupos de ratos analisados em microscopia de polarizagdo. O grupo
GCL apresenta uma disposi¢do das fibras colagenas pouco alinhadas com o eixo longitudinal do tendado (45°). O grupo GP apresenta alto grau
de alinhamento das fibras e ordenamento azimutal enquanto que o grupo GB mostra algumas fibras ao longo do eixo longitudinal, sendo mais organizado
que o GCL. O grupo GA apresenta uma melhor qualidade de alinhamento quando comparado com GCL e GB. E finalmente o grupo GAB mostrou
a melhor organizacdo das fibras em comparagdo com os demais grupos lesados, exceto pelo GP, que nao sofreu lesao. O aumento para estas

fotomicrografias foi de 20Xpol. A barra corresponde a 200um.
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Figura 3. Valores médios de retardo optico (RO em nandmentros) com
os respectivos desvios-padrdes referentes ao grupo GP, GCL, GAB,
GB e GA. O retardo 6ptico esta fortemente ligado ao estado de agregacio
das moléculas de colageno no tendao do rato.

Para a andlise quantitativa do retardo Optico, os resultados
foram analisados utilizando ANOVA unicaudal com post hoc
de Dunnett. O grupo GAB demonstrou melhor organizagao
das fibras de colageno quando comparado com os outros
grupos, exceto o GP. O grupo GB obteve maior indice de
significancia em comparagdo com GA e GCL e finalmente
0 GA obteve o melhor resultado se comparado com o GCL
(Figura 3). A diferenca foi estatisticamente significativa
(p< 0,01) na comparacao entre todos 0s grupos.

DISCUSSAO

O beneficio da TLBI sobre a organizacdo das fibras
colagenas ocorre com certos comprimentos de onda durante
o processo de reparo segundo vdarios experimentos
realizados®!%!!,

Essas propriedades parecem provir do fato de que a TLBI
causa um sinal na matriz extracelular, promovendo mudancas
nas estruturas fibrilares. Isso ocorre apds a energia
eletromagnética interagir com as moléculas de colageno. A
organizacdo azimutal do colageno no eixo longitudinal do tenddo
apresenta uma boa evidéncia das mudangas estruturais que
ocorrem com as fibras apds serem irradiadas com laser!®!*%,

Os resultados deste trabalho sugerem uma influéncia
benéfica da TBLI na organizacao das fibras de colageno quando
se observam as imagens dos tenddes e os dados encontrados
nas medidas de birrefringéncia apds tratamento de tenotomia
calcanear total"'®!". Tais dados corroboram os resultados de
outros autores que utilizaram LTBI durante 12 dias do
processo de reparo tecidual e verificaram resposta das células
fibroblasticas e das moléculas de colageno ao trata-
ment07,8,19-28'
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As vias de ativagdo propostas para o laser levam em
conta a sua agdo sobre os cromoforos situados nas
mitocondrias e a membrana celular. Gigo-Benato et al.?’
descreveram um efeito possivelmente sinérgico ao utilizarem
dois comprimentos de onda distintos em uma lesao nervosa
periférica, o que evidencia que essa sinergia possa ocorrer
da mesma forma com o tecido tendineo. Os cromo6foros
parecem ser diferentes para os distintos comprimentos de
onda.

Lievens® verificou um aumento na proliferacio
fibroblastica em ferida utilizando a combinacdo de laser
He-Ne (632,8nm) e As-Ga (904nm), 68,8mW, sugerindo que
a combinagdo de lasers em diferentes A pode trazer melhores
resultados no reparo do tecido conjuntivo.

Os resultados aqui apresentados ddo indicios de uma
sinergia de a¢do dos lasers vermelho e infra-vermelho préximos
no reparo do tecido conjuntivo no tenddo de ratos. Devido
as divergéncias encontradas na literatura e escassez de
pesquisa, ainda ha necessidade de estudos mais detalhados
para elucidar os mecanismos de acdo da TLBI e da combinagao
de diferentes A para proporcionar a padronizagdo de pardmetros
para o seu uso em pratica clinica.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nas medidas de
birrefringéncia deste experimento, ¢ possivel concluir que
a TLBI foi eficiente em promover melhor grau de organizagéao
das fibras colagenas ao longo do eixo longitudinal, sugerindo
assim melhor reparo tendineo, apds tenotomia total de tendao
calcaneo, na dose de 3J/cm?, nos A 904nm, 670nm e com
a associacdo de ambos. Os melhores resultados foram obtidos
com a associa¢do dos comprimentos de onda 670nm e 904nm.
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