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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da laserterapia na lesdo do tenddo calcanear
comum de ratos Wistar. Foram utilizados 12 ratos machos adultos, distribuidos
aleatoriamente em dois grupos (L=laser e C=controle). Todos foram submetidos a
tendinopatia unilateral (escolha aleatéria) mediante compressao transversal do tendao (10
segundos) com pinga Halstead mosquito, assim como escarificacdes (com bisturi). Apés 24
horas da inducdo da lesdo os animais do grupo L receberam laser (904 nm/3 J/cm?/9s) por 20
dias. Os do grupo C foram manipulados como se fossem receber a radiacdo. Apés 3, 7, 14 e
21 dias da realizacdo da leséo, trés ratos de cada grupo foram submetidos a eutanésia, e 0s
tenddes obtidos para andlise histomorfométrica. As amostras foram processadas como de
rotina e os fragmentos corados com hematoxilina-eosina, tricromico de Masson e Picrosirius
Red. Os dados foram analisados por ANOVA, a 5% de probabilidade e analise de regressao.
N&o houve diferenca entre grupos nem entre tempos para as caracteristicas hemorragia,
angiogénese, espessamento do epitenddo. Independente do tratamento ocorreu diminuicdo
(p=0,0129) da formacéo de aderéncia fibrinosa (do 3% ao 21° dias). Por outro lado, a avalia¢do
morfomeétrica revelou maiores (p=0,0120) quantidades de fibroblastos no grupo que recebeu
laserterapia, ndo havendo efeito de tempo. Avaliacdo semiquantitativa, revelou maiores
(p=0,0000) quantidades de fibroblastos no grupo tratado, porém nessa analise, a quantidade
dessas células aumentou com o tempo (p=0,0001) em ambos os grupos. Diferentemente,
ANOVA revelou reducdo do infiltrado inflamatério do 3° ao 21° dia em ambos 0S grupos
(histologia: p=0,0003; morfometria: p=0,0000). Embora n&o tenha ocorrido diferenca entre
grupos na quantidade de fibras colagenas (I e Ill), a morfometria revelou que os ratos do
grupo L apresentaram maiores (p=0,0096) quantidades de fibras coladgenas do que do grupo
C. Para essa caracteristica, ndo ocorreu efeito do tempo, ainda que tenha sido observada maior
(p=0,0000) organizacdo da deposicdo de colageno (7° dia). A quantidade de fibras coladgenas
determinada por histologia revelou efeito apenas do tempo (p=0,0005), independente do
tratamento, ocorrendo aumento dessa varidvel até o 14° dia, com posterior reducdo. A
laserterapia iniciada 24 horas apds inducdo cirdrgica de lesdo no tenddo calcanear de ratos
Wistar apresenta a vantagem de aumentar em qualidade e quantidade as fibras colagenas,
assim como os fibroblastos, células fundamentais na sintese dos colagenos.
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LASER THERAPY FOR TREATMENT OF TENDINOPATHY INDUCED IN
WISTAR RATS: AN HISTOMORFOMETRIC STUDY

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of laser therapy in tendinopathy of Achilles
tendon of Wistar rats. Thus, 12 adult male rats which were divided into two groups (L=laser
and C=control) were used. All animals were submitted to unilateral tendinopathy (random
selection) by transverse compression of the tendon (10 seconds) with Halsted forceps, as well
as 10 scarifications (using a scalpel). After 24 hours of induction of lesion all animals of
Group L received laser (904 nm/3 J/cm? 9 s) for 20 days, while Group C were handled as if
they would receive radiation. After 3, 7, 14 and 21 days lesion induction, three rats from each
group were euthanized, and the tendons obtained for histomorphometric analysis. The
samples were processed as routine and the sections stained with hematoxylin-eosin, Masson's
trichrome and Picrosirius Red. Data were analyzed by ANOVA, at 5% probability and
regression analysis. No differences between groups neither between time for hemorrhage
characteristics, angiogenesis, thickening of epitendon. Independently of the treatment there
was a decrease (p=0.0129) of fibrinous adhesion (3 to 21 day). On the other hand,
morphometric analysis revealed higher (p=0.0120) amounts of fibroblasts cells in the group
receiving laser therapy, with no effect of time. Semiquantitative assessment also showed
higher (p=0.0000) amounts of fibroblasts cells in the treated group, but in this analysis, the
number of fibroblasts increased with time (p=0.0001) in both group. In contrast, ANOVA
revealed a reduction of the inflammatory cells from 3™ to 21% day in both groups (histology:
p=0.0003; morphometry: p=0.0000). Although there was no difference between groups in the
amount of collagen type | and Ill, morphometry revealed that the rats of group L showed
higher (p=0.0096) amounts of collagen fibers than group C. For this characteristic, there was
no effect of time, even though it was observed higher (p=0.0000) organization of collagen
deposition on day 7. The amount of collagen fibers determined by histology revealed only the
effect of time (p=0.0005), regardless of treatment, with an increase in this variable until the
14™ day, with further reduction. Laser therapy initiated 24 hours after surgical induction of
tendinopathy in the Achilles tendon of rats has the advantage of increasing quality and
quantity collagen fibers, as well as the fibroblasts cells, which are fundamental on the
synthesis of collagen.

Keywords: Achilles tendon, low-level laser therapy, tendon healing.

TERAPIA CON LASER PARA TRATAMIENTO DE TENDINOPATIA INDUCIDA
EN RATAS WISTAR: ESTUDIO HISTOMORFOMETRICO

RESUMEN

La finalidad de ese estudio fue evaluar los efectos del laser en la lesion del tendon calcaneo
comun de ratas Wistar. Fueron utilizadas 12 ratas machos adultos, distribuidos al azar en dos
grupos (L=laser y C=control). Todos fueron sometidos a tendinopatia unilateral (seleccion
aleatoria) por la compresion transversal del tendon (10 segundos) con una pinza Halstead-
Mosquito, y escarificacion (con bisturi). Después de 24 horas de la induccion de la lesion los
animales del grupo L recibieron laser (904 nm/3J/ cm?2/9s) durante 20 dias. Los tendones del
grupo C fueran manejados como si recibera la radiacion. Después de 3, 7, 14 y 21 dias de
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realizacion de la lesion, tres ratas de cada grupo fueron sacrificadas, y los tendones obtenidos
para analisis histomorfométrico. Las muestras fueron procesadas como de rutina y los
fragmentos se tifieron con hematoxilina-eosina, tricromico de Masson y Picrosirius Red. Los
datos fueron analizados por ANOVA, con una probabilidad de 5%, ademas de analisis de
regresion. No hubo diferencias entre los grupos o tiempos para las variables hemorragia,
angiogenesis, engrosamiento del epitenddn. Independientemente del tratamiento se redujo
(p=0,0129) la formacion de adherencia fibrinosa (del 32 al 21° dias). Por otra parte, la
evaluacion morfométrica mostro cantidades mas altas (p=0,0120) de los fibroblastos en el
grupo que recibio el tratamiento con laser, sin efecto del tiempo. Evaluacion semicuantitativa
reveld mayor (p=0,0000) cantidad de fibroblastos en el grupo tratado, pero en esa analisis la
cantidad de esas células aument6 con el tiempo (p=0,0001) en ambos grupos. En contraste,
ANOVA revel6 reduccion del infiltrado inflamatorio entre el 32 y el 21° dias, en ambos
grupos (histologia: p=0,0003; morfometria: p=0,0000). Aunque no hubo diferencias entre
grupos en la cantidad de fibras de colageno (I y IlI), la morfometria revelé que las ratas del
grupo L presentaram mayores cantidades (p=0,0096) de fibras de coladgeno. Para esa variable
no hubo efecto del tiempo, a pesar de que se observd mayor (p=0,0000) organizacion de la
deposicion de colageno (7° dia). La cantidad de fibras de coladgeno determinados por
histologia revelé efecto del tiempo (p=0,0005), independientemente del tratamiento, con
aumento de esa variable con 14° dia, con posterior reduccion. La terapia con laser iniciada 24
horas después de la induccion quirdrgica de lesién en el tenddn calcdneo comin de ratas
Wistar presenta la ventaja de aumentar la calidad y la cantidad de fibras de colageno y
fibroblastos, que son células fundamentales en la sintesis de colageno.

Palabras clave: tenddn de Aquiles, laser de baja potencia, reparacién del tendon.
INTRODUCAO

H& alguns anos, o termo tendinopatia passou a ser utilizado para substituir o
amplamente utilizado, tendinite. Isso se deve ao fato de que durante uma lesdo tendinea
ocorre um processo degenerativo, além do inflamatério (1,2). O quadro clinico, amplamente
conhecido, se caracteriza por dor, aumento de volume e comprometimento da locomocéo.
Atletas s&o comumente afetados pela enfermidade, tendo em vista a predisposicao a diferentes
fatores, tais como, sobrecarga e esforco repetitivo, que podem culminar com a afeccéo e,
portanto, o desempenho atlético (2). Medeiros e Segatto (3) relatam o quadro em individuos
sedentérios, decorrente do sobrepeso, postura inadequada, etc. O processo de reparacdo
normalmente é longo.

Um tratamento € considerado eficiente quando ocasiona diminui¢do da inflamacéo e
proporciona a reparacdo dos tecidos (4). Portanto, os anti-inflamatorios ndo esteroidais séo
tradicionalmente utilizados na fase inicial da lesdo tendinea, quando a existéncia de
inflamacdo é visivel macroscopicamente, cujo periodo de permanéncia varia de 2 horas (5) a
algumas semanas (6). Entretanto, essas drogas possuem efeitos colaterais como Ulceras
géstricas, acometimento da fungdo renal e bloqueio da agregacdo plaquetaria (7), de forma
que existe uma busca insessante pela descoberta de uma terapia que seja eficiente e que
acelere o processo de reparacdo tendinea. Uma terapia alternativa é a laserterapia, que além de
efeito anti-inflamatorio/analgésico, pode faciliar a neovascularizagdo (8), aumentar a sintese
do colageno (9), o que, consequentementemente, deve favorecer a recuperacdo do tendao
(10). O presente estudo parte da hipdtese de que o tratamento com laser ocasiona uma
reparacdo tendinea com caracteristicas histologicas mais semelhantes ao de um tendédo sadio.
O objetivo do estudo foi avaliar por morfometria, a resposta a terapia com laser arseneto de
galio em lesdo induzida experimentalmente em tend&o calcanear comum de ratos Wistar.
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MATERIAL E METODOS

Essa pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso Animal (Protocolo
108/2011). Foram utilizados 12 ratos adultos, (Rattus norvegicus, linhagem Wistar), machos,
com idade entre 12 e 14 semanas. Durante uma semana os ratos foram alojados em gaioleiros
individuais, cuja finalidade foi se adaptarem as condic¢des de temperatura (aproximadamente
26°C), e aos fotoperiodos de 12 horas diarias. Os animais se movimentaram livremente dentro
da gaiola, e receberam ragdo comercial e &gua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (L e C) contendo 12 ratos
em cada um deles, sendo trés tendées em cada momento estudado. O grupo L foi composto
por ratos submetidos a laserterapia durante o processo de reparacdo tendinea até o 20° dia,
enquanto que os do grupo C foram apenas manipulados como se fossem receber a radiacao,
porém o equipamento permaneceu desligado. A identificacdo dos animais foi realizada por
meio de sequéncia numerica localizada na cauda, de acordo com o grupo a que pertenciam.

A escolha de qual tenddo calcanear comum seria submetido a tendinopatia unilateral foi
aleatéria. Para o procedimento cirdrgico, os ratos foram mantidos em jejum alimentar (2
horas), e hidrico (1 hora) antes do inicio da anestesia. A regido plantar do membro pélvico
escolhido ao acaso, foi tricotomizada, e os animais colocados em camara de inducdo onde
receberam isoflurano (5% em 2 L de Oz) durante aproximadamente 2 minutos. Em seguia
foram retirados da camara e posicionados na mesa cirdrgica, onde permaneceram recebendo
isoflurano (3% em 1,5 L de O>) até finalizacdo do procedimento cirurgico.

Apos antissepsia local (iodo-povidine topico a 1%), os animais foram posicionados em
decubito ventral, sendo entdo realizada incisao cutanea longitudinal (1,5 cm) na regido plantar
do membro pélvico direito ou esquerdo, utilizando l&mina de bisturi. Na sequéncia foi
realizada divulsdo romba do tecido subcutaneo e exposicdo do tenddo calcanear comum. A
tendinopatia foi feita na regido média situada entre a juncdo miotendinea e a insercdo do
tenddo no osso calcaneo conforme descrito por Silva et al. (11), mediante realizacdo de
compressdo transversal de toda a espessura do tenddo durante 10 segundos com pinca
Halstead mosquito hemostatica, assim como 10 escarificacdes das fibras do tenddo, em
sentido proximodistal, utilizando ldmina de bisturi n® 11. Foi realizada a sutura de pele
utilizando Nylon 3-0, padrdo continuo (Wolff).

Depois de finalizada a cirurgia, com os animais ainda sob efeito anestésico, foi
administrada dose Unica do antibidtico enrofloxacina (40 mg/kg, via intramuscular), e do
analgésico morfina (3 mg/kg, via subcutdnea). Esse ultimo foi repetido a cada 6 horas,
totalizando duas aplicacdes. Finalmente, os ratos foram acomodados em aquecedores
(aproximadamente 27°C) até recuperacdo anestésica. As feridas foram limpas diariamente
com gaze e agua corrente.

Os animais do grupo L receberam laser de baixa poténcia, arseneto de galio (GaAs). A
aplicacdo foi realizada com a caneta posicionada em um Unico ponto, no modo pulsatil por 9
segundos/dia, utilizando o aparelho laserpulse (Ibramed Industria Brasileira de Equipamentos
Médicos Ltda, Amparo, SP, Brasil), comprimento de onda 904 nm, densidade de energia de 3
J/lcmz2 e poténcia maxima de 100 mW/cmz, O tratamento foi iniciado 24 horas ap6s induzida a
lesdo, sendo aplicado diariamente durante 20 dias. Para o procedimento, os animais foram
imobilizados manualmente e posicionados em decubito ventral. O aparelho foi colocado
perpendicular a lesdo, sendo a radiacdo feita sempre no mesmo horério, observando um
intervalo de 24 horas entre as aplicagdes. Oculos de protecdo foram utilizados contra a
radiacdo emitida.
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Fragmentos de tendGes foram obtidos durante as fases inflamatdria e proliferativa do
processo de reparagdo tendinea. Trés ratos de cada grupo foram aleatoriamente eutanasiados
3,7, 14 e 21 dias ap0s realizacdo da tendinopatia, utilizando tiopental sodico (100 mg/kg, via
intraperitoneal). Uma vez realizada a exposicdo do tenddo calcanear comum, foi avaliada a
existéncia ou ndo de aderéncia entre o tenddo e a pele e/ou tecidos adjacentes. Na sequéncia,
os tenddes foram obtidos desde a juncdo miotendinea até a insercdo no 0sso calcaneo, e
colocado em formol tamponado a 10%, onde permaneceram por 48 horas. As amostras foram
processadas como de rotina para analise histomorfométrica. Foram realizados cortes
longitudinais (4 pum de espessura), que foram corados pelas técnicas de hematoxilina-eosina
(HE), tricrémico de Masson e Picrosirius Red. As andlises foram conduzidas as cegas, por
trés avaliadores.

A caracterizacdo celular e organizagdo da matriz tendinea foram determinadas nos
cortes corados com HE. A avaliacdo foi de acordo com critérios definidos por Orhan et al.
(12), sendo realizadas discretas alteracdes, no que se refere a nomenclatura usada para as
varidveis estudadas. As caracteristicas avaliadas foram formacdo de aderéncias fibrinosa,
quantidade e organizacdo das fibras colagenas, espessamento do epitenddo, angiogénese,
densidade do infiltrado inflamatdrio e quantidade de fibroblastos. Hemorragia, caracterizada
pela presenca de hemacias, foi averiguada utilizando o sistema de pontuacdo mencionado por
Eliasson et al. (13), com modificacbes nos escores adotados, os quais oscilaram de 0 a 4,
sendo O: ausente, 1: discreta, 2: moderada, 3: moderada a intensa e 4: intensa.

A avaliacdo do infiltrado inflamatdrio, angiogénese, quantidade de fibroblastos, assim
como total e tipos (I ou Ill) de fibras colagenas foi determinada por morfometria. Foram
obtidas 10 fotomicrografias de cada lamina, que foram escolhidas aleatoriamente. As imagens
foram colocadas sob uma grade com 400 intersecdes confeccionada no programa Power
Point. O experimento foi instalado no delineamento inteiramente casualizado, com dois
tratamentos (grupos L e C) e trés repeti¢bes (animais), avaliados aos 3, 7, 14 e 21 dias ap0s a
inducdo da lesdo. Seguindo a recomendacdo da comissdo de ética, a quantidade de ratos
estabelecida por grupo foi a minima necessaria para a conducdo do experimento, determinada
por profissional da area de estatisitca. De forma que, 0 nimero de animais possibilitou a
realizacdo de analises inferenciais com nimero adequado de graus de liberdade para o residuo
da analise de variancia (ANOVA). Os resultados também foram avaliados por analise
descritiva, com apresentacdo dos valores médios e desvios padrdo. Teste F (ANOVA) a 5%
de probabilidade foi utilizado para verificacdo do efeito dos tratamentos nas variaveis
avaliadas. Tambem foi feita analise de regressdo para as caracteristicas aderéncia fibrinosa,
quantidade de infiltrado inflamatorio, fibras colagenas, fibroblastos e organizacdo do tecido
conjuntivo. Para essas andlises foi utilizado o software Statistica 12, 2013
(www.statsoft.com).

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve infeccdo nem deiscéncia da ferida cirargica, 0 que se deve ao adequado
procedimento de antissepsia adotado durante todo o experimento. As areas lesionadas e sadias
foram facilmente identificadas utilizando os corantes previamente utilizados. Essas areas
variaram de tamanho e predominancia das caracteristicas estudadas, conforme a fase em que
se encontrava o fragmento avaliado, ou seja, na inflamatoria ou proliferativa. As areas
lesionadas foram mais acentuadas na periferia do tenddo. Considerando a observacdo geral
dos cortes histoldgicos em ambos os grupos, no 3° dia depois de induzida a lesdo, ocorreu
discreta hemorragia, com moderada a intensa aderéncia, caracterizada pela presenga de
fibrina. Também ocorreu espessamento do epitenddo. Infiltrado inflamatorio, composto
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praticamente por polimorfonucleares foram observados em quantidades superiores aos demais
tempos avaliados (Figura 1a), enquanto no 21° dia, foi observada uma menor quantidade
(Figura 1b). Nesse tempo de observacdo, existia discreta quantidade de fibroblastos com
nacleos arredondados (células blésticas). Neoformagdo vascular, desorganizacao tecidual e
falta de paralelismo das fibras coldgenas também foram encontrados.

As caracteristicas histoldgicas observadas na biopsia realizada trés dias apos a
tendinopatia sdo compativeis com tecido de granulacdo em fase inicial que, de acordo com
Van Schie et al. (14), € composto particularmente por elevado nimero de fibroblastos
arredondados, infiltrado inflamatdrio, sem que se observe distribuicdo regular das células ou
de arranjo longitudinal dos elementos fibrilares. Esses autores avaliaram o tenddo do musculo
flexor digital superficial de equinos.

Amostras avaliadas ap6s a primeira semana, ainda possuia discreta hemorragia, assim
como epitenddo espesso, devido ao acimulo local de células inflamatorias. A quantidade de
leucdcitos se manteve moderada, havendo grande quantidade de neutrofilos. Por outro lado,
ndo houve alteracdo nas caracteristicas angiogénese e quantidade de fibroblastos. Fibras
colagenas ndo apresentavam ainda o paralelismo entre elas. Depois de passadas duas semanas
apos inducdo da tendinopatia, havia grande quantidade de fibroblastos arredondados (Figuras
1c,d), aumento da neovascularizacdo, discreta quantidade de células inflamatérias e de
organizacdo das fibras colagenas. Finalmente, na terceira semana havia sinal de remodelacéo
tecidual, a qual esteve caracterizada pela reducdo das células inflamat6rias, com moderada
organizacdo e paralelismo das fibras colagenas (Figuras 1e,f), além de maior quantidade de
fibroblastos em formato fusiforme. Esses achados aos 21 dias sdo compativeis com um tecido
em fase mais avancada de reparacéo.

Os valores médios e desvios padrdo por grupo e por tempo da avaliagdo
semiquantitativa das caracteristicas histologicas, assim como quantitativa das morfométricas
estdo apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3. N&o houve diferenga (p=0,1156) entre grupos, nem
entre tempos (p=0,1795) para a caracteristica hemorragia. Discreta quantidade de hemécias
extravasadas foi observada em ambos os grupos no 32 e 7° dias. Na segunda semana 0 grupo
L apresentou discreta hemorragia, enquanto no grupo C esse achado esteve ausente.

Na terceira semana ja ndo havia hemorragia no grupo L, porém no grupo C esse achado
ocorreu de forma discreta (Tabela 1). Apesar de a hemorragia ser indicativa de lesdo tecidual,
ndo foi suficiente grave para prejudicar o processo de reparacdo tendinea. Eliasson et al. (13)
observaram intensa hemorragia em analise histologica realizada no tenddo calcanear comum
transeccionado, de ratos submetidos ao exercicio fisico caminhada (30 minutos/dia). De
acordo com os autores, a presenca da hemorragia indicou maior dano tecidual no grupo
exercitado em comparagdo com 0 grupo que permaneceu em repouso. Por outro lado,
avaliacdo biomecéanica demonstrou que a hemorragia ndo foi prejudicial, uma vez que os
tendGes que demonstraram maior sangramento apresentaram melhor (p=0,04) elasticidade, e
mais elevado pico de forga (p<0,0001) para ocorrer ruptura, os quais indicam adequado
reparo tecidual.
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Figura 1. Fotomicrografias do tend&o calcanear de ratos Wistar submetido a tendinopatia induzida, no
grupo tratado (L) ou ndo (C) com laserterapia. Infiltrado inflamatdrio, com polimorfonucleares (seta
vazada) observados no 3° (a), e 21° dias no grupo tratado (b). Nessa ultima figura também se observa
discreto grau de hemorragia. Proliferacdo fibroblastica (setas) acentuada no 14°dia ocorreu em ambos
0s grupos, L (c) e C (d). Feixes de fibras colagenas organizadas (cabeca de seta) foram verificados no
21°dia, tanto no grupo L (e) como no C (f). HE; 400x.

Ambos os grupos apresentaram reducdo (p=0,0129) da aderéncia fibrinosa nos tempos
avaliados, independente do tratamento. No 32 dia de pds-operatorio, essa caracteristica variou
de moderada a intensa, com diminuicdo no 72 dia em ambos 0s grupos. Porém nos tendGes
dos ratos tratados e avaliados no 14° dia foi constatado aumento da formacdo da aderéncia,
diferentemente do observado no grupo C, que apresentou reducdo nesse tempo de avaliagéo.
Por outro lado, 0 oposto ocorreu no 21° dia, onde os tenddes dos ratos do grupo L manifestou
reducdo da aderéncia fibrinosa, enquanto os do grupo C aumento da mesma (Tabela 1).
Anélise de regressdao demonstrou reducdo dessa caracteristica (Figura 2a) nos tempos
avaliados. De acordo com Abate et al. (15), esse achado é frequentemente observado entre
tenddo e paratenddo na fase aguda da tendinopatia. Na realidade, além de células
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inflamatdrias originadas da periferia tecidual, a formacdo de aderéncias também esta
relacionada com fatores como migracao extrinseca de fibroblastos (16,17).

Tabela 1. Valores médios e desvios padrdo para escores da avaliacdo semiquantitativa das
caracteristicas hemorragia, formagdo de aderéncia fibrinosa, espessamento do epitenddo,
quantidade de fibras colagenas, proliferacdo fibroblastica e infiltrado inflamatdrio, realizada
em diferentes momentos do processo de reparacgao tendinea.

Variaveis Tempo (dias) MédiatDS
3 7 14 21
Hemorragia
Laser 1.00£0.00  0.33%£0.58 0.33x0.58  0.00+0.00 0.42+0.51
Controle 1.33+£0.58 1.00£1.00 0,00£0,00  0.67+1.50 0.75+0.87
Aderéncia Fibrinosa
Laser 3.67+0.58 1.67+£1.15 2.33+0.58 1.67+0.58 2.33+1.07
Controle 3.33x1.15  3.00+1.00 1.33+0.58 2.00+1.00 2.42+1.16
Espessamento do Epitendéo
Laser 0.33+0.58  0.67+0.58 0.00+0.00  0.67£1.15 0.42+0.67
Controle 2.00£0.00  0.00+0.00 0.67+1.15  0.33+0.58 0.75+0.97
Quantidade de Fibras colagenas
Laser 0.33+0.58 1.00£0.00 2.33£1.15 1.67+0.58 1.33+0.94
Controle 0.00+0.00 1.67+0.58 1.67+0.58 1.67+0.58 1.25+0.87
Proliferacdo Fibroblastica*
Laser 1.33+£0.58 1.00£0.00 3.00£0.00  2.00+0.00 1.83+0.83A
Controle 0.33+0.58  0.33+0.58 1.00£0.00 1.33+£0.58 0.75+0.62B
Infiltrado inflamatdério
Laser 2.67+0.58  2.00+0.00 1.67+0.58 1.00+0.00 1.83+0.72
Controle 2.33+0.58 1.67+0.58 1.33+0.58  0.67+0.58 1.50+0.8

Na coluna, A diferente de B pelo teste F (p<0,01)*.

Tabela 2. Valores médios e desvios padrdo para escores da avaliacdo semiquantitativa das
caracteristicas angiogénese e organizacdo do tecido conjuntivo, realizada em diferentes

momentos do processo de reparacdo tendinea.

Variaveis Tempo (dias) MédiatDS
3 7 14 21
Angiogénese
Laser 1.33+£0.58 1.00+0.00 1.67+0.58 1.67+0.58 1.42+0.51
Controle 1.33+£0.58 1.33+0.58 2.33+0.58 1.33+£0.58 1.58+0.67
Organizacao do Tecido Conjuntivo
Laser 0.33+0.58 1.67+0.58 1.67+0.58 2.331+0.58 1.50+0.90
Controle 0.00+0.00  0.00+0.00 2.33+0.58 2.33+0.58 1.17+1.27
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Tabela 3. Valores médios e desvios padrdo para escores da avaliagdo quantitativa das
caracteristicas colageno tipo I e Ill, angiogénese, fibras colagenas, fibroblastos e infiltrado

inflamatorio, realizada em diferentes momentos do processo de reparagdo tendinea.

Variaveis (%) Tempo (dias) MédiatDS
3 7 14 21
Colageno |
Laser 0,00+0,00 0,00+0,00 2,00+3,46 0,63+1,10 0,66+1,77
Controle 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Colégeno 11
Laser 22,83+14,70  37,72+22,28 30,65+7,10 38,15+24,18  32,34+16,96
Controle 12,94+1,20 43,78+38,87  44,61+9,44 29,80+£20,31  32,78+23,39
Angiogénese
Laser 1,21+0,38 0,99+0,41 1,66+1,37 1,50+1,20 1,34+0,86
Controle 1,35+0,94 1,22+0,69 2,15+0,54 1,56+0,29 1,57+0,67
Fibras Colagenas*
Laser 40,01+8,67  40,01+8,67 38,98+14,37  34,33+18,49  40,54+13,072
Controle 12,69+1,74  21,4649,90 39,36+4,82 28,47+£18,93  25,50+13,85
B
Fibroblastos*
Laser 2,97+0,41 2,06+0,42 3,29+2,78 2,39+0,35 2,68+1,32A
Controle 1,10+0,70 1,19+0,32 1,85+1,37 1,19+0,37 1,33+0,76B
Infiltrado Inflamatorio**
Laser 0,78+0,33  0,38+0,16 0,18+0,11 0,02+0,03 0,34+0,34
Controle 0,64+0,10  0,37+0,14 0,12+0,05 0,00+0,00 0,28+0,27

Na coluna, A diferente de B pelo teste F (p<0,05)* ;(p<0,01)**.

O espessamento do epitenddo ndo diferiu (p=0,2453) entre grupos nem tempos
(p=0,1459). Contudo, os animais que receberam laser apresentaram menor espessamento em
relacdo ao grupo controle, que foi de discreta no 3° dia, e respectivamente, discreta a
moderada e ausente no 7° e 14° dia. Por outro lado, no 21° dia da avalicdo voltou a se
manifestar de discreta a moderada (Tabela 1), o que pode estar relacionada com a intensidade
do processo inflamatério. O espessamento do epitenddo também foi observado por Orhan et
al. (12) em estudo com tendinopatia induzida no tenddo calcanear comum de ratos tratados
com ondas de choque, sendo maior (p=0,03) no grupo tratado em relacdo ao controle. Por
outro lado, os tendbes dos animais tratados apresentaram maior (p=0,028) resisténcia
biomecanica, sendo necessaria maior forgca para que ocorresse a ruptura dos mesmos.

A quantidade do infiltrado inflamaté6rio ndo diferiu (p=0,1220) entre grupos, porém foi
diferente entre os tempos (p=0,0003). Ainda assim, os tenddes tratados apresentaram maior
densidade de células inflamatdrias em todos os tempos estudados (Tabela 1). Anélise de
regressdo revelou decréscimo dessa caracteristica em todos os tempos avaliados (Figura 2b)
durante o processo de reparacdo tendinea. Resultado semelhante foi obtido na avaliacdo
morfomeétrica, onde ambos 0s grupos apresentaram maior quantidade do infiltrado
inflamatorio no 3° dia apds inducdo da lesdo (Figura 2c), e menor quantidade no 21° dia
(Tabela 3). Ainda que a o processo inflamatorio seja um evento benéfico em debelar a acéo
do agente agressor (18), a sua permanéncia pode ser prejudicial ao tecido lesionado, podendo
inclusive estimular a formacéo de fibrose (19). Sabe-se que as células inflamatorias sdo fontes
de fatores de crescimento que atuam na reparagdo tecidual (20,21). O fator de crescimento
transformante beta (TGF-B), por exemplo, pode estimular de forma excessiva a produgdo de
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colagenos pelos fibloblastos (22), embora seja essencial na melhoria das forcas mecéanicas,
por reduzir a expressdo génica do pré-colageno tipo Il e elevar a do tipo | (23).
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Figura 2. Estimativa da aderéncia fibrinosa (a), densidade do infiltrado inflamatdrio resultante da
andlise histologica (b) e da morfométrica (c), quantidade de fibras colagenas (e) e organizacdo do
tecido conjuntivo (f) em funcdo do tempo. Com respeito a proliferacdo fibroblastica (d), essa
estimativa ocorreu em cada grupo, também em funcéo do tempo.

O inicio do tratamento logo apos 24 horas de induzida a tendinopatia foi necessario uma
vez que a terapia com laser deve iniciar nas primeiras horas depois de ocorrida uma lesédo
tendinea, tendo em vista os provaveis efeitos anti-inflamatorio e analgésico. A diminuicdo do
infiltrado inflamatdrio no grupo de animais tratados ndo foi observada no presente estudo,
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apesar desse fato ter sido previamente mencionado 14 e 21 dias apds tratamento com laser de
baixa poténcia em tenddo calcanear comum de ratos, com lesdo induzida por trauma (4). Essa
provavel acdo na reducdo do processo inflamatorio seria resultantes da diminuicdo na
expressdo de mediadores pré-inflamatorios como, por exemplo, a ciclooxigenase 2, o TGF-
e da interleucina 6 (24). Também pode esta relacionada com o aumento da expressdo da
interleucina 10 (25), citocina considerada essencial pela sua a¢do anti-inflamatoria, produzida
particularmente por células do sistema imune, como macréfagos, linfocitos, etc.

A angiogénese é importante na oxigenacdo tecidual, j& que favorece a nutricdo e a
remodelacdo tendinea. Tecidos bem vascularizados podem se recuperar rapidamente, mas
quando pouco irrigados, o processo de reparagcdo € mais lento, aumentando assim a
possibilidade de recidiva da lesdo (10). Entretanto, apesar da importancia da angiogénese,
espera-se que ocorra uma posterior reducdo da mesma durante a reparagdo de tenddes,
conforme mencionado por Nakamura et al. (26). A persisténcia da vascularizacdo pode
ocasionar em uma recuperacdo tendinea mais lenta e de forma inadequada (10). No presente
estudo, considerando 0os momentos avaliados, a caracteristica angiogénese ndo diferiu entre
grupos (p=0,4950) e nem entre tempos (p=0,3862), embora o grupo C tenha apresentado
angiogénese mais pronunciada na maioria dos tempos avaliados. Os grupos se comportaram
de forma semelhante, havendo uma reducdo da angiogénese uma semana apds a inducdo da
lesdo, com posterior elevacdo (14 dias). Finalmente, aos 21 dias essa caracteristica voltou a
reduzir (Tabela 3). Resultados semelhantes foram observados na avaliacdo histoldgica
(Tabela 2).

Salate et al. (8) relataram estimulo a angiogénese resultante do tratamento com laser de
baixa poténcia (2,5 e 10 J; 660 nm/10 s) durante as fases inflamatoria e proliferativa do
processo de reparacdo do tenddo calcanear comum de ratos Wistar submetido a ruptura
parcial. De acordo com os autores, no 4° dia depois de iniciado o tratamento ocorreu maior
(p<0,01) quantidade de vasos no grupo tratado com a dose de energia de 10 J, em comparacédo
com o grupo tratado com 2,5 J, 0 que sugere que a angiogénese é dose-dependente. Esse fato
pode explicar a auséncia de diferenca entre grupos no presente estudo para neovascularizacéo
tecidual, a qual poderia estar relacionada com a dose de 3 J adotada. Entretanto, a dose de
energia foi baseada na recomendada pela Associacdo Mundial para Terapia com Laser,
guando se emprega um comprimento de onda de 904 nm, para tratamento de tendao calcanear
comum (27). Ainda que haja essa recomendacdo da associacdo, com relacdo ao tempo de
aplicacdo e tipo de afeccdo, existe variacao da dose usada em diversos estudos.

Proliferacdo fibroblastica, um dos efeitos atribuidos a laserterapia, foi mais acentuada
(p=0,0096) no grupo submetido ao tratamento (2,68+1,32), quando comparado com 0 grupo
controle (1,33+0,76), porém ndo houve efeito do tempo. Em ambos 0s grupos essa
caracteristica se apresentou inicialmente de forma crescente, com quantidade méxima no 14°
dia de realizada a tendinopatia, porém no grupo tratado houve reducgéo dos fibroblastos no 21°
dia, enquanto no grupo controle houve uma elevacdo (Tabela 3). Avaliacdo histoldgica
confirmou que os animais do grupo L apresentaram maior (p=0,0000) quantidade de
fibroblastos em funcdo dos tempos avaliados (Tabela 1). Adicionalmente, essa caracteristica
se manifestou de forma crescente (p=0,0001) em ambos os grupos em funcdo do tempo
(Figura 2d). O laser de baixa poténcia favorece a indugdo da atividade mitotica dos
fibroblastos, que estimulam a producdo do fator de crescimento fibroblastico bésico,
importante para a proliferacdo e diferenciacdo celular (28). Salate et al. (8) observaram
alinhamento fibroblastos de melhor qualidade no grupo de ratos tratado com laser (660 nm;
2,5J e 10J/3, 5 ou 7 dias), cuja terapia foi iniciada seis horas ap0s inducéo de lesédo no tendéo
calcanear utilizando guilhotina. Essas células sdo fundamentais para deposicéo e remodelacéo
da matriz extracelular (29), assim como para a sintese do colageno. Segundo Pires et al. (24),
durante regeneracdo tecidual, os fibroblastos aparecem na fase proliferativa e sua reducao
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deve ocorrer de forma gradativa, conforme observado no presente estudo. Essa posterior
diminuicdo € desejavel, pois uma atividade fibroblastica exagerada pode comprometer o
processo de reparacdo tendinea.

Considera-se 0 aumento na deposicdo de fibras colagenas como efeito positivo
ocasionado pela laserterapia (9,25,30), uma vez que estd associado com proliferacdo de
fibroblastos (31), células responsaveis pela sintese de coladgeno (22). As amostras coradas
com HE revelaram na analise morfométrica, no decorrer do tempo, que a laser a base de GaAs
estimulou (p=0,0096) de forma mais acentuada a producéo de fibras coldgenas em relacéo ao
grupo controle. O aumento dessas fibras no 3% e 72 dias apds iniciada a terapia foi de
40,01+8,67 e 48,85+12,31, respectivamente. Por outro lado, na segunda semana 0 grupo
controle foi o que apresentou maior (p=0,0096) quantidade de fibras colagenas (39,36+4,82).
Enquanto na terceira semana o0s animais do grupo L voltaram a apresentar maiores
quantidades (p=0,0096) dessas fibras (34,33+18,49) (Tabela 3). De forma semelhante, a
avalicdo histoldgica evidenciou uma deposicdo significativa (p=0,0005) das fibras colagenas
em funcdo dos tempos avaliados (Figura 2e), onde essa deposicdo de fibras colagenas
aumentou (p=0,0005) do 32 ao 14° dias em ambos 0s grupos, com posterior redugdo no grupo
tratado, se mantendo constante no grupo controle (Tabela 1). Adicionalmente, foi observado
maior (p=0,0009) organizacdo do tecido conjuntivo no 72 dia, em ambos 0s grupos, segundo
analise de regressdo dessa caracteristica em funcdo do tempo (p=0,0000), uma vez que nao
houve diferenca (p=0,1220) entre grupos (Figura 2f).

Apesar da elevada quantidade de fibras colagenas no grupo tratado com laserterapia,
ndo houve diferenca (p=0,2274) entre os grupos e tempos (p=0,5077) quando as fibras
colagenas tipo | foram quantificadas na coloracao de Picrosirius Red. Entretanto, essas fibras
foram observadas a partir da segunda semana no grupo tratado, permanecendo no 21° dia
(Tabela 3). O comportamento das fibras colagenas do tipo Il foi bastante variavel, embora
também ndo tenha ocorrido diferenca (p=0,9581) entre grupos nem entre tempos (p=0,2588)
na quantidade dessas fibras, sendo possivel observa-las no 32 dia da avaliacdo, quando foi
encontrada uma quantidade de 12,94+1,20 e 22,83+14,70, nos grupos C e L, respectivamente.
Nesse tempo as fibras se apresentavam desorganizadas e com feixes separados. Na primeira
semana, os animais do grupo C apresentaram maior (p=0,9581) quantidade (43,78+38,87),
que foi mantida na segunda semana (44,61+9,44). Entretanto, trés semanas apds inducdo da
lesdo, o0 grupo L apresentou maiores (p=0,9581) valores (38,15+24,18) dessa caracteristica,
sendo bastante inferior (29,80+20,31) no grupo C (Tabela 3).

Embora ndo significativo (p=0,5077), o aumento da quantidade de colageno tipo |
depois de trés semanas de indugdo da lesdo tendinea nos ratos tratados com laserterapia é um
achado benéfico. Barbosa et al. (32) ndo encontraram diferenca entre grupos tratados com
laserterapia (7 J/cm?) utilizando diferentes comprimentos de onda 660 nm ou 830 nm na
guantidade de fibras colagenas tipo | e Il no tenddo calcanear comum de ratos Wistar
submetido a tenotomia parcial. Por outro lado, a associa¢do da terapia com plasma rico em
plaquetas revelou maior (p<0,05) quantidade de fibras colagenas tipo | em avaliacdo realizada
13 dias apos tratamentos. Além disso, a associacdo do laser de baixa poténcia com o
componente rico em plaquetas resultou em menor (p<0,05) quantidade das fibras colagenas
do tipo I11. Ainda no estudo desses pesquisadores, um achado interessante foi o fato do grupo
de animais tratados com laserterapia apresentarem maior (p<0,05) quantidade de ambas as
fibras, quando comparados com os tratados apenas com plasma rico em plaquetas. Esses
resultados sugerem que o plasma rico em plaquetas, quando utilizado isoladamente, néo
apresenta uma resposta tdo satisfatoria quanto quando associado a terapia com laser. Os dados
obtidos por esses autores ndo corroboram 0s encontrados no presente estudo, o que pode ser
devido a dose de energia utilizada, comprimento de onda, mas, particularmente, com a
quantidade de pontos de aplicagéo, que no estudo desses autores foram trés, com duragéo de
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20 segundos cada, enquanto na presente pesquisa foi utilizado apenas um ponto, com duracao
de 9 s. Futuros estudos devem considerar essas variaveis €, quem sabe a associacao do laser
com a terapia regenerativa.

A coloracdo Picrosirius Red permitiu avaliar facilmente a &rea lesionada, que se
caracterizou, na maioria dos tempos e em ambos 0s grupos, por fibras colagenas do tipo I,
que foram identificadas na coloracdo esverdeada, e se encontravam emaranhadas com as do
tipo I, coradas em amarelo ou vermelho. Portanto, independentemente do grupo, houve
elevacdo da quantidade de fibras coldgenas tipo Il ja na primeira semana, 0 que ja era
esperado, pois esse tipo de fibras deve predominar nas primeiras semanas da reparacao
tendinea (33), tendo em vista a sua fun¢do em manter a estrutura do tenddo (32). Apesar da
importancia da elevagéo precoce do colageno tipo Il logo depois de ocorrida lesdo tendinea,
é necessaria reducdo gradual dessas células, ja que se trata de um colageno menos eléstico
(23,34) em comparacao ao colageno tipo I. Porém essa reducdo ndo foi observada no presente
estudo, possivelmente pelo tempo em que a estrutura tendinea precisa para se recuperar que
pode levar até meses, conforme mencionado por Laraia et al. (18). Portanto, seria interessante
investigar o processo de reparagdo tendinea em ratos Wistar em periodos superiores a trés
semanas. Por outra parte, ndo pode ser descartada a possibilidade de que a associacdo da
laserterapia com atividade fisica pudesse ocasionar resultados diferentes. De acordo com
Silva (35), que realizou um estudo com tenddo calcanear comum de ratos Wistar, uma melhor
resposta ao tratamento com laser de baixa poténcia GaAs (3 J e 904 nm) é observada quando
realizado em conjunto com o0 exercicio excéntrico, caminhada em esteira e em declive,
iniciando 24 horas apo6s inducdo da tendinopatia. O autor relata que essa associacdo de
tratamentos é fundamental para a sintese do colageno, por favorecer a atividade fibroblastica,
entre outros beneficios na estrutura e resisténcia do tenddo. Essa associa¢do de tratamento
ainda merece ser melhor investigada.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que a laserterapia aplicada
na dose de energia e comprimento de onda mencionados, iniciada 24 horas apés indugdo da
lesdo cirurgica do tenddo calcanear comum de ratos Wistar, promove aumento na qualidade e
quantidade de fibras colagenas, assim como de fibroblastos.
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