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RESUMO

SILVA, Micheline Ozana da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2013. Efeitos da laserterapia de baixa poténcia associada ou ndo a exercicio
excéntrico no tratamento de tendinopatia induzida do tendao calcanear comum de
Ratos (Rattus norvegicus). Orientadora: Maria Verdnica de Souza. Coorientadores:
Antbnio José Natali e Andréa Pacheco Batista Borges.

A dissertacdo foi desenvolvida em dois subprojetos, sendo o primeiro intitulado
“Analises clinica e biomecéanica do tendao calcanear comuns de ratos Wistar submetido
a laserterapia associada ou nao a exercicio excéntic@ segundo “Analise
histomorfometrica do tendao calcanear comum de ratos Wistar tratado com laserterapia
e exercicio excéntri¢o O primeiro subprojeto teve como objetivo avaliar o efeito da
terapia com laser de baixa poténcia associada a exercicio excéntrico (caminhada em
declive) na tendinopatia do tendéo calcanear comum de ratos Wistar, mediante analise
clinica e biomecanica, enquanto no segundo por meio de andlises histopatologica e
morfométrica. Foram utilizados 63 ratos machos, adultos, que foram distribuidos
aleatoriamente nos grupos L (laser), E (exercicio excéntrico), LE (laser e exercicio
excéntrico), R (repouso), CL (tendado contralateral) e S (tenddo sadio). Os ultimos dois
grupos existiram apenas no primeiro subprojeto. Tendinopatia unilateral com leséao
induzida foi realizada mediante compressao transversal seguida por escarificacdes das
fibras dos tendbes, exceto nos animais do grupo S. Os tratamentos laserterapia (904
nm/3 J/cmg e/ou exercicio excéntrico (caminhada em declive; 12 m/min; 50 min/dia;
esteira com 15° de inclinacéo) iniciaram 24 h apdés cirurgia e permaneceram por 20 dias.
Os animais foram submetidos a avaliacdo fisica (sensibilidade dolorosa e exame da
capacidade motora) a cada trés dias, com eutanasia sendo realizadas 3, 7, 14 e 21 dias
apos inducdo de tendinopatia, exceto nos animais submetidos as analises clinica e
biomecanica, cujo procedimento foi realizado apenas aos 21 dias. Durante a eutanasia
foi realizada avaliacdo macroscopica do local da lesdo e o diametro transversal do
tendao foi mensurado (analisado apenas no primeiro subprojeto). Na sequéncia, 18
tendBes (provenientes de 15 ratos) foram obtidos e congelados a -20°C até o momento
do teste biomecanico, onde foram analisadas as caracteristicas carga maxima (N)
tens@o na carga (MPa) e extensdo maxima)( Para a analise histomorfométrica as
seguintes caracteristicas foram estudadas: hemorragia, aderéncia tecidual fibrinosa,
espessamento do epitenddo, organizacdo e quantidade das fibras colagenas e dos vaso:

sanguineos, infiltrado inflamatério e fibroblastos, assim como colagenos (tipo | e 1ll) e
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organizacédo do tecido conjuntivo. Edema local foi observado nas primeiras 72 h do pés-
operatorio, mas nédo foi constatado dor durante exame fi$&mhouve aumento no
diametro transversal dos tenddes nem presenca de aderéncia fibrosa na avaliacdo
macroscopica realizada nos ratos do primeiro subprojeto. Entretanto, essa Ultima
camcteristica foi observada em um animal deixado em repouso e outro submetido a
laserterapia na avaliagdo realizada com uma semana no segundo subprojeto. Nas
analises clinica e biomecéanica, o grupo submetido a exercicio excéntrico apresentou
menor (p=0,0000) capacidade de locomocédo entre os animais lesionados (incluindo os
do grupo em repouso), ja no segundo subprojeto foram os ratos mantidos em repouso
(p=0,0008). Nao houve diferenca entre grupos, inclusive considerando-se os tenddes
sadios e contralaterais, nas caracteristicas biomecanicas carga maxima (p=0,4379),
tensdo na carga (p=0,4605) e extensdo maxima (p=0,3820) avaliadas. Entretanto, foi
observado entre os tenddes lesionados, que os do grupo LE necessitaram maior carga e
tensdo para se romperem. Nao houve diferengca entre grupos nem entre tempos nas
caracteristicas hemorragia, formacdo de aderéncia fibrinosa, organizacdo das fibras
coldgenas e organizacdo do tecido conjuntivo. Considerando 0Ss grupos,
independentemente do tempo, foi observado que o exercicio excéntrico acarretou
espessamento do epitenddo (p=0,0204), que foi menor no grupo submetido a
laserterapia. A analise histologica apresentou diferenca (p=0,0032) na quantidade de
células inflamatérias ao longo do tempo, sendo observado em maior quantidade no
grupo apenas exercitado. Esse resultado foi confirmado pela analise morfométrica, que
demonstrou haver interacdo significativa (grupos x tempo) nessa caracteristica, onde o
exercicio excéntrico aumentou (p=0,0014) o infiltrado inflamatério ao longo do tempo

(3 e 21 dias), porém, quando associado a laserterapia, ocorreu reducdo do reacao
inflamatoéria. Por outro lado, a associacdo dos tratamentos ocasionou maior
angiogénese, nas analises morfométrica (p=0,0000) e histologica (p=0,0006), quando
comparado com os demais grupos, enquanto a aplicacdo isolada do laser de baixa
poténcia reduziu essa caracteristica ao longo do tempo. Os animais mantidos em
repouso foram os que apresentaram menor (p=0,0000) quantidade de fibroblastos na
analise morfométrica. Ja na avaliacdo histologica, houve interacéo significativa (grupo x
tempo) (p=0,0024). Maior quantidade de fibroblastos foi observada nos grupos E, L e
LE, nos 7, 14 e 2P dias, respectivamente. Os animais que receberam laser e foram
exercitados apresentaram maior (p=0,0000) quantidade de fibras colagenas ao longo do

tempo. A utilizagdo do laser de baixa poténcia na dose de 3 J e comprimento de onda de
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904 nm, associada ao exercicio excéntrico caminhada em esteira, iniciados 24 h apos
tendinopatia induzida cirurgicamente em ratos Wistar ndo resulta em um tend&o
biomecanicamente tao resistente ou elastico quanto o tendao saudavel. Por owro lado,
combinacdo dos tratamentos possui a vantagem de aumentar a quantidade de fibras
coladgenas, reduz a aderéncia fibrinosa e infiltrado inflamatdério. J& a aplicacao isolada da
laserterapia é adequada para angiogénese e para evitar o espessamento do tendao.
Palavras-chave: tenddo de Aquiles; andlise histomorfometria e biomecamica do tendéo,

atividade fisica, terapia a laser.



ABSTRACT

SILVA, Micheline Ozana da, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, neretih3.
Effects of low level laser therapy associated or not to eccentric exercise on
tendinopathy of the common calcaneal tendon of ratfRattus norvegicus). Adviser:

Maria Verdnica de Souza. Co-advisers: Antonio José Natali and Andréa Pacheco
Batista Borges.

This dissertation was carried out in two subprojects, with the first being entitled
“Clinical and biomechanical analyzes of the common calcaneal tendon of Wistar rats
underwent laser therapy associate or not to eccentric exXerais¢ the second
“Histomorphometric analysis of the common calcaneal tendon of Wistar rats treated
with laser therapy and eccentric exertiskhe first subproject aimed to evaluate the
effect of low-level laser therapy associatedeccentric exercise (downhill walking) on
tendinopathy of the common calcaneal tendon of Wistar rats, by clinical and
biomechanical anaies, while the second subproject, by means of histopathological and
morphometrical anaiges. Sixty-three adult male rats were randomly distributed into the
following groups: L (laser), E (eccentric exercise), LE (laser and eccentric exercise), R
(rest), CT (contralateral tendon) and H (healthy tendon). The last two groups were
present only in the first subproject. Unilateral tendinopathy with induced lesion was
done by transversal compression followed by scarification of the tendon fibers, except
in animals of group H. The treatments laser therapy (904 nm/3)HaahZor eccentric
exercise (downhill walking; 12 m/min; 50 min/day; 15° inclination treadirndlgan 24

h after surgery and remained for 20 days. The animals were submitted to physical
evaluation (painful sensitivity and locomotion capacity examination) every three days,
with euthanasia performed 3, 7, 14, and 21 days after lesion induction, except in the
animals submitted to clinical and biomechanical areslywith this procedure being
conducted only on day 21. During euthanasia, a macroscopic evaluation of the lesion
site was carried out and the transversal diameter of the tendon was measured (analayzed
only the first subproject). Sequentially, 18 tendons (from 15 rats) were collected and
frozen at -20°C until biomechanical test, on which the characteristics maximum load
(N), stress at ultimate tension (MPa) and maximum extension (mm) were analyzed. For
the histomorphometric analysis, the following characteristics were studied: hemorrhage,
fibrinous tissue adhesions, epitendon thickening, organization and amount of collagen
fibers and blood vessels, inflammatory infiltrate and fibroblasts, as well as collagens

(type | and lll) and connective tissue organization. Local edema was observed on the
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first 72 h postoperative, but no pain was detected under physical examination. The
macroscopic evaluation performed in the first subproject rats showed no increase in the
transversal diameter of the tendons, and no presence of fibrous adhesions. However, this
last characteristic was observed in an animal in the rest group, and in another in the
laser therapy group, during the one week evaluation in the second subproject. In clinical
and biomechanical analyzes, the group submiti¢de eccentric exercise presented the
lowest (p=0.0000) locomotion capacity among the injured animals (including those in
the rest group), while in second subproject, such result was presented by the group
underwent to rest (p=0.0008). No difference occured between groups, even when
considering healthy and collateral tendons, in the evaluated biomechanical
characteristics maximum load (p=0.4379), stress at ultimate tension (p=0.4605) and
maximum extension (p=0.3820). However, it was observed among injured tendon, that
the LE group required greater load and strain to rupture. No difference was found
among groups, or between times in the characteristics hemorrhage, formation of
fibrinous adhesion, organization of collagen fibers and connective tissue organization.
Considering the groups, regardless of time, it was observed that eccentric exercise
caused epitendon thickening (p=0.0204), which was lower in the group submitted to
laser therapy. Histological analysis showed difference (p=0.0032) in the number of
inflammatory cells along time, being observed in greater amount only in exercised
group. This result was confirmed by morphometric analysis, which demonstrated that
there was significant interaction (group x time) in this caracteristic, where the eccentric
exercise increased (p=0.0014) the inflammatory infiltrate over time (3 and 21 days),
however, when associate with laser teraphy, there was reduction the inflammatory
reaction. On the other hand, the combination of the treatments led to a greater
angiogenesis in morphometric (p=0.0000) and histological (p=0.0006) analyzes,
compared to the other groups, while the application of low-level laser alone reduced this
characteristic along time. Animals kept at rest presented the lowest (p=0.0000) amount
of fibroblasts in morphometric analysis. However, in the histological evaluation
significant interaction (group x time) (p=0.0024) was observed. Greater amount
fibroblast was observed in groups E, L and LE, the1" and 2f' days, respectively.

The animals who received laser and were exercised showed higher (p=0.0000) amount
of collagen fibers along time. The use of low-level laser at the dose of 3 J and
wavelength of 904 nm, associated to walking treadmill eccentric exercise began 24 h

after surgically-induced tendinopathy in Wistar rats does not result in biomechanically
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tendon as resistant or elastic as a healthy tendon. On the other hand, the combination of
treatments shows the advantage of increasing the amount of collagen fibers, reduce
fibrinous adhesion and inflammatory infiltrate. However, the application of laser
therapy alone is adequate for angiogenesis and tendon thickening prevention.

Keywords: Achilles tendon; histomorphometrical and biomechanical analyzes of
tendon, physical activittherapy with laser.
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INTRODUCAO GERAL

A tendinopatia € um grave problema de saude que afeta a populacdo humana, ja
que algumas profissdes oferecem condi¢cdes para o surgimento da afeccdo, o que
prejudica a realizagdo das atividades relacionadas com a ocupac¢ao do individuo. Muitas
sdo as publicagbes que discutem a etiologia, diagndstico e o tratamento das lesdes
tendineas nos humanos e animais, mas poucas sao baseadas em evidéncias cientificas
Existe uma ampla quantidade de farmacos utilizados para tratar as diferentes fases do
processo de reparagdo do tenddo, mas tradicionalmente sdo utilizados corticéides ou
anti-inflamatoérios ndo esteroidais, com a finalidade de controlar a dor e o processo
inflamatorio presente na fase aguda. Entretanto, os resultados nem sempre séo efetivos
ou conclusivos com respeito a eficacia dos diferentes tratamentos disponiveis.

A fisioterapia vem contribuindo ao longo dos anos no tratamento das lesdes
tendineas mediante a utilizacdo de técnicas cinésioterapéuticas, como 0 exercicio
excéntrico, e de recursos eletrofototerapéutico, como a laserterapia. A terapia com laser
de baixa poténcia vem sendo utilizada na medicina humana e veterinaria devido ao seu
efeito analgésico e anti-inflamatério, assim como por estimular a angiogénese, a sintese
do colageno e de fatores de crescimento. Entretanto, apesar dos avancos cientificos, os
resultados com a utilizacdo da laserterapia sdo contraditérios. Enquanto alguns estudos
demonstraram melhora no controle da dor e na reparacdo tecidual, outros nao
apresentaram resultados satisfatorios. As possiveis causas dessa variabilidade nos
resultados podem estar relacionadas com a dose inadequada da radiacdo, o nimero de
pontos de aplicacdo, assim como o intervalo entre as aplicacfes do laser. A dosagem
correta depende do tamanho da area a ser tratada, e da estrutura anatdmica, de modo
gue, ao se calcular a dose de aplicacdo deve-se considerar a distancia entreoa pele e
tecido biolégico.

O exercico excéntrico vem sendo utilizado desde a década de 80, promovendo
importantes alteracdes na forca e massa muscular, atuando no aumento da producgao de
colagenos, além de promover beneficios na estrutura e resisténcia do tenddo. Nessa
modalidade terapéutica, enquanto o mauasculo é contraido, ocorrem alteracdes no
comprimento e forgca decorrente da velocidade e carga imposta ao tenddo. De acordo
com alguns estudos, a utilizagdo concomitante do laser com exercicio excéntrico
controlado pode resultar em uma melhor resposta a terapia, ja que pode favorecer a

atividade fibroblastica, conduzindo realinhamento das fibras colagenas e redazindo
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possibilidade das aderéncias teciduais, além de promover uma reparacdo em menor

periodo de tempo. Entretanto, apesar dessa assertiva, poucas pesquisas fazem esse tipc
de associacdo. Nesse sentido, o presente estudo visou contribuir para o melhor

entendimento dos efeitos do laser a base de arseneto de galio (GaAs) sobre o tendéo
calcanear comum de ratos Wistar, durante diferentes fases do processo de reparacao
tendinea, assim como estabelecer parametros clinicos que possam ser utilizados tanto no
tratamento quanto nos estudos de tendinopatia em humanos e animais. A hipétese é de
gue a associacdo de laserterapia com exercicio excéntrico resulte em um processo de
reparagdo mais organizado e de melhor qualidade, e de um tenddo biomecanicamente

mais proximo do norma



CAPITULO |

Laserterapia em afec¢Oes locomotoras: revisdo sistematica

RESUMO

SILVA, Micheline Ozana da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2013. Efeitos da laserterapia de baixa poténcia associada ou ndo a exercicio
excéntrico no tratamento de tendinopatia induzida do tend&o calcanear comum de
Ratos (Rattus norvegicus). Orientadora: Maria Veronica de Souza. Coorientadores:
Antonio José Natali e Andréa Pacheco Batista Borges.

Ao longo dos anos a fisioterapia tem contribuido para o tratamento das lesdes
musculotendineas e osteo-articulares pela utilizacdo de diversos recursos
eletrotermofototerapéutico como, por exemplo, o laser de baixa poténcia. O objetivo
desse estudo foi identificar mediante levantamento bibliogréafico, o efeito da laserterapia
de baixa intensidade em afecgdes do sistema locomotor de ratos, com destaque para a
dose de energia e o comprimento de onda utilizado, assim como para a resposta ao
tratamento. Para isso foram consultadas as bases de dados BubiMed/Medline,

Lilacs, PEDro e Scieloentre janeiro de 2005 a maio de 2013, utilizando os termos

9% ¢¢ 2 ¢

“tendinopathy”, “laser therapy”, ‘“rats”, “tendon”, * muscle”, “bone”, “low-level laser

2 13 2 13

therapy”, assim como “tendinopatia”, “laserterapia”, “ratos”,

bh 13

tenddo”, “ musculo”,

“0ss0” e “laser de baixa poténcia”. Apenas foram incluidos estudos experimentais
publicados nos idiomas portugués e inglés, que induziram lesdo em tenddes, musculos,
0ssos e/ou articulacéo, tratada com laserterapia, associada ou ndo a outros tratamentos.
Foram encontrados um total de 30 estudos experimentais nas bases de dados
consultadas, dos quais 15 (50%) foram realizados em tendéo, 10 (33,33%) em musculo
e 5 (16,66%) em osso e/ou articulacdo. As doses de energia mais comumente utilizadas
foram de 3 J (26,66%) e 1 J (16,66%). J& os comprimentos de onda foram de 904 nm
(21,21%) e 830 nm (21,21%). O resultado mais expressivo obtido com a terapia foi a
diminuicao da resposta inflamatoria (36,66%) em lesdes ortopédicas agudas.

Palavras-chavdaser, tendinopatia; miopatia, artropatia, defeito ésseo.



Laser therapy on locomotor disorders: a systematic review

ABSTRACT

SILVA, Micheline Ozana da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, november 2013.
Effects of low level laser therapy associated or not eccentric exercise on
tendinopathy of the common calcaneal tendon of ratéRattus norvegicus). Adviser:

Maria Verdnica de Souza&Co-advisers: Antonio José Natali and Andréa Pacheco
Batista Borges.

Physiotherapy has long been contributing for the treatmemtustulotendinous
and osteoarticular lesions by using several electro-thermal-phototherapy resources such
as low-level laser. The objective of this study was to identify through a literature search,
the effect of low intensity laser therapy on locomotor system diseases in rats, mainly the
energy dose and wavelength applied, as well as the response to the treatment. Thus, the
online data baseRPubMed/Medline, Lilacs, PEDro and Scieleere consulted from
January 2005 to May 2013, utiing the terms “tendinopathy”, “laser therapy”, “rats”,

2 (13

“tendon”, ““ muscle”, “bone”, “low-level laser therapy”, as well as “tendinopatia”,

2 13 2 [13

“laserterapia”, “ratos”,

2 13 2 (13

tendao”, “ musculo”, “o0sso” and “laser de baixa poténcia”.

Only experimental studies published in Portuguese and English and that induced lesion
in tendons, muscles, bones and/ or joints, treated with laser therapy, were included,
combined or not with other treatments. A total of 30 experimental studies were found in

the data bases consulted, out of which 15 (50.00%) were carried out on tendon, 10
(33.33%) muscle, and 5 (16.66%) in bone and/or joint. The energy doses most

frequently used were 3 J (26.66%) and 1 J (16.66%), while the most frequent

wavelengths were 904 nm (21.21%) and 830 nm (21.21%). The most expressive result
obtained with this therapy was the decrease in inflammatory response (36.66%) in acute
orthopedic lesions.

Keywords:laser, tendinopathy; myopathy, arthropathy, bone defect.



INTRODUCAO

Existe uma busca incessante por modalidades terapéuticas que promovam uma
recuperacdo mais rapida de lesdes musculoesqueléticas e osteo-articulares tanto na
espécie humana, quanto animal. Os tratamentos convencionais objetivam inicialmente o
alivio da dor e a resolucdo do processo inflamatério, porém os resultados nem sempre
sdo satisfatérios. As opcdes de tratamento comumente utilizadas sado a administracao de
corticosterdide ou drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais (AINEs), modalidades de
calor como a fonoforese, iontoforese e ultrassom terapéutico, massagem de friccdo
transversal, ondas de choque, atividade fisica controlada, laserterapia, entre’ditras.

Os esteroides e AINEs sdo benéficos apenas na fase aguda dasdeséemto, para

gue uma terapia seja considerada eficiente, deve reduzir ndo apenas a inflamacéao aguda,
mas também proporcionar reparacéo tecidual em curto periodo de’tempomover

uma recuperacao do tenddo o mais préxima da sua funcionalidade fisioldgica.

O laser, amplificagdo da luz mediante emissdo estimulada de radiagdo, € uma
terapia que vem sendo empregada mundialmente para o tratamento de diversas
afeccoes. Desde 1960, pesquisas sao realizadas para investigar a acao terapéutica do
laser de baixa poténcia ou intensidddembém denominado de “laser frio”, “soft
laser”, “fotoestimulagdo ou bioestimula¢do™.” Os aparelhos existentes podem ser
classificados segundo o tipo do seu meio ativo (um amplificador 6ptico), que pode ser
sélido, liquido e semicondutor de 4@ laser de baixa poténcia pode emitir uma
radiacdo visivel ou invisivel (infravermelho), com comprimentos de onda que variam
entre 600 nm a 1.000 nfi,sendo atérmico e n&o invasivo. O tipo de radiacdo esta
relacionado com a via de acéo pretendida com a aplicacdo d&’|Bsea as afeccées
musculoesqueléticas sao disponibilizados os lasers a base de arseneto de gélio (Ga-As)
e hélio-nednio (He-N&! Também existem estudos utilizando o laser & base de
arseneto de géalio associado a aluminio (GaAtASj**Existem outras modalidades de
laser que sao utilizadas em procedimentos estéticos, cirargicos, oftalmolégicos e
odontolégicos>* com laser de alta poténcia, porém o de baixa poténcia também pode
ser utilizado na odontologfdEntre os beneficios resultantes da laserterapia podem ser
citados o efeito analgésico em lesdes Osseas, musculares e tendineas agudas ou
cronicas™® vasodilatacdo e proliferacdo de microvasos, com possivel aumento da
quantidade de oxigénio no tecitfoproliferacéo epitelial, endotelial e fibroblastica,

aumento da sintese de colageno (COL) e da atividade fagocitaria, o que resultard na



aceleracdo do processo de repardtatém da liberacdo de citocinas que irdo reduzir a
reacao inflamatdria:

O laser de baixa poténcia difere da luz comum por suas propriedades de
monocromaticidade (Unico comprimento de onda), coeréncia (ondas em fase) e
colimacéo (ondas em paralefop radiacdo emitida é n&o ionizarifeou seja, tem a
frequéncia igual ou menor do que a luz comum e ndo causa problemas a saude, desde
que utilizado de forma correta. A emissao de luz comeca com a ativacdo de elétrons em
um componente do laser (He-Ne, GaAs ou GaAlAs) para seu estado Ati@udando
esses componentes sao estimulados por uma fonte de energia, ocorre a emissao de
fétons, formand um feixe de luz (“raio laser”). Depois de absorvida, a energia promove
efeitos fotoquimicos, fotofisicos e fotobiolégicos nas céfflagymo, por exemplo,
aumento da sintese de ATP. Esses fotons agem na mitocondria e/ou membranas
celulares, onde a energia absorvida € convertida em energia cinética. Efeitos
metabolicos decorrentes das primeiras reagfes resultam em alteracdes fisiologicas como
mudancas na permeabilidade da membténa.

Na programacéo do aparelho de laser sao utilizados valores que podem variar de
acordo com o equipamento utilizado. Aspectos como comprimento de onda, densidade e
emissao de energia, tempo de radiacdo, poténcia média e de pico, assim como densidade
de poténcia, devem ser considerados durante a aplicacdo da lasettekapisposta a
bioestimulacdo depende diretamente do comprimento de onda, da densidade de energia
[Jaules por cm? (J/cm?)], e de poténcia, além do tempo de apli€déavDe acordo
com Hawkins & Abrahams¥,a penetracéo da radiacdo depende do comprimento de
onda, de forma que, quanto menor o comprimento de onda maior sera a sua a¢ao. Existe
uma dose ideal de aplicacéo da luz, de modo que, doses mais baixas ou mais altas do
que a ideal, podem ocasionar um resultado indeséjado.

Baseado em pesquisas, a Associacdo Mundial para Terapia com Laser
padronizou algumas dosagens para humanos, de forma que, para cada tipo de tecido a
ser tratado, existe uma dose e um comprimento de onda indfcasi@ropriedades do
laser permitem que a luz penetre na superficie da pele, e a energia gerada transferida
diretamente & célula-alvo, sem causar dano ao t&ti@s. mecanismos de acdo do
laser, em nivel molecular e celular, ainda ndo estdo bem esclarécgitze-se que a
radiacdo visivel atua pela via mitocondrial, ja a invisivel tem uma acdo sobre

croméforos da membrana celufArUm provavel mecanismo de acao da terapia no



processo inflamatorio € a modulagé@o na sintese de citocinas, como as interleucinas (IL)
1B, 6 ¢ 10.4Y

Modelos animais séo utilizados experimentalmente para obtencéo de resultados
gue demonstrem a eficacia da terapia, e que possam ser extrapolados para 0s seres
humanos. 2% para isso devem permitir a reproducdo de lesdes semelhantes as
observadas no homem, que possam ser observadas, diagnosticadas &'t@saddss
sdo considerados excelentes modelos experimentais para a espécie humana, devido a
sua semelhanca anatémica e fisiolégica. Como exemplo sdo destacados os*tenddes.
Essa similaridade possibilita que as informacgdes obtidas em pesquisas envolvendo
diferentes tecidos e 6rgdos possam ser utilizadas para o tratamento de afec¢des que
afetam o homem. Adicionalmente, a resisténcia desses animais em compara¢cdo com
outras espéciésé um aspecto positivo a ser considerado em estudos dessa natureza.

O objetivo do presente estudo foi identificar, por meio dos artigos cientificos, o
efeito da laserterapia de baixa poténcia, em problemas ortopédicos de ratos, considerado
modelo experimental para seres humanos, com destaque para a dose de energia e 0

comprimento de onda utilizado, assim como para a resposta ao tratamento.

METODOLOGIA

Foi realizado um levantamento de dados no periodo compreendido entre janeiro
de 2005 a maio de 2013, para realizacdo de uma revisao sistematica sobre experimentos
que utilizaram laserterapia no tratamento de afecc¢des locomotoras em ratos. Para isso,
foram consultadas as bases de dados oelirgbMed/Medline, Lilacs, PEDro e Scielo
Os termos utilizados para a busca dos estudos foram “tendinopathy”, “laser therapy”,
“rats”, “tendon”, “muscle”, “bone”, “low-level laser therapy”, assim como
“tendinopatia”, “laserterapia”, “ratos”, “tenddo”, “musculo”, “osso” e “laser de baixa
poténcia”. Como critério de inclusdo foram considerados estudos experimentais,
publicados na lingua portuguesa e inglesa, que realizaram inducéo de lesdes tendinea,
muscular, 6ssea e/ou articular, que foram tratadas com laser de baixa poténcia,
associadas ou ndo a outros tratamentos. Foram excluidas do estudo pesquisas que nac
utilizaram a laserterapia; experimentos realizados com lesdes odontoldgica,
oftalmoldgica, dermatoldgica e musculatura lisa; artigos de revisdo com seres humanos
ou outras espécies animais, e aqueles publicados fora do periodo preconizado na

presente revisdo. Nos artigos selecionados foram avaliados os seguintes itens: local da



lesdo, a dose de energia e o comprimento de onda empregado e principais resultados
obtidos.

RESULTADOS

Considerando os critérios de inclusdo adotados, foram encontrados um total de
30 estudos nas bases de dados consultadas, dos quais quinze (50%) foram realizados em
tendaof::,4,6,9,17,27,28,34,35,36,37,38,39,40,@62 (33'33%) em muscuI623]’.4,30,42,43,44,45,46,47,4%
cinco (16,66%) em osso e/ou articulacit’**°*>'A Tabela 1 apresenta detalhes sobre
esses estudos.

Foram utilizados diferentes tipos de laser de baixa poténcia, com diferentes
ajustes. As doses de energia mais comumente utilizadas foram de 3 J (26,66%) e 1 J
(16,66%). J& os comprimentos de onda foram 904 nm (21,21%), 830 nm (21,21%), 810
nm (12,12%), 780 nm (12,12%) e 660 nm (9,09%). Trés estudos (9,09%) associaram
diferentes comprimentos de onda (670 e 904 nm, 830 e 904 nm e 660 e 830 nm).

Os resultados mais expressivos obtidos com a terapia foram diminuicdo da
resposta inflamatdria mediante reducdo de células inflamatérias e modulacdo de
mediadores da inflamacgédo (36,66%), e 0 aumento da sintese de colageno (13,33%).
Alguns dos demais resultados (50,01%) mencionados foram angiogénese; reducao do
estresse oxidativo, do colageno e da fibrose; aumento do tecido de granulacdo, da
remodelacdo e sintese O0ssea, assim como da expressao da proteina da diferenciacao
miogénica (MyoD) e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Também foi
relatada a reducdo do fator de crescimento transformante beta {T&HRa
concentracdo da creatina quinase (CK) e do lactato sanguineo, com aumento da forca
muscular; melhora das propriedades biomecéanicas do tendéo e da funcdo locomotora

como um todo.



Tabela 1 -Estudos publicados no periodo de janeiro de 2005 a maio de 2013, em lesGes

induzidas experimentalmente em ratos, tratadas com laserterapia

Autor Estrutura Comprimento )ose Resumo dos

(Referéncia) Lesionada de onda (nm) (J) resultados obtidos

Fillipineta® Tend&o calcanee 5 Reducdo do proces
904 . L

comum inflamatorio, de

concentracao (

colageno e da fibros
Aumento da atividac

da superoxid
dismutase.
Salate et  Tenddo calcanez 660 2,5e 10 Angiogénese.
comum
Lopes-Martins Musculo tibial 655 0,5; 1 eReducdo dos nive
et af? anterior 2,5 de CK e aumento 1
forca muscular.
Rizzietaf®* Musculo 904 5 Reducdo da respo
gastrocnémio inflamatéria e d
colageno; bloqueio ¢
ativacdo do NF-kB,
da expressao
iNOS.
Arrudaetdl” Tenddo calcanez 670 e 3 Organizacdo da:
comum 904 fibras de colageno.
Pretel et d® Defeito 6sseo ni 780 1,4 Aceleracao da
mandibula remodelacdo e di
sintese 6ssea.
Leal Junior etMusculo tibial 904 0,1; 0,3; 1Reducao dos nivei
al*® anterior e3 de CK e lactato nc

sangue.

CK: creatina quinase; NF-kB: fator de transcricdo nuclear Kappa-B; :iNG@8ma

oxido nitrico sintase induzida.



Tabela 1 -Estudos publicados no periodo de janeiro de 2005 a maio de 2013, em lesGes

induzidas experimentalmente em ratos, tratadas com laserterapia (continuagéo)

Autor

(Referéncia)

Estrutura

Lesionada

Comprimento Dose
de onda (nm) (J)

Resumo dc

resultados obtidos

Laraia et al’

Moreira et af®

Oliveira et af®

Falcai et &t*

Xavier et af

Wood et at

Fangel et &F

Joensen et Al

Lima et af°®

Tenddo calcanee

comum

Musculo

gastrocnémio

Tenddo calcanee
comum
Musculo

gastrocnémio

Tenddo calcanee

comum

Tenddo calcanee

comum

Indugéo de
osteopenia e falh
0ssea na tibia
Tenddo calcanee
comum

Tendao calcanee

comum

660

830 e
904

830

960

880+10

830

830

904

658

6

0,12

1,7

3eb6

Reducéo das I e
IL-6, e aumento ¢
IL-10.

Aumento da sinte
de COL, sete dii
apos lesao, e reduc
aos 14 dias.
Organizacgao di
fibras de colageno.
Angiogénese

melhor organizag
tecidual.
Reducéo n

expressdo de I,
IL-6, COX-2 e d
TNF.

Aumento da sinte
de COL |,

associada ¢

quand

utrassom terapéutic
Aumento do tecido ¢
granulacao
neoformacao Ossea.
Sem  resposta
tratamento

Reducédo na deposicé

de fibras colagenas.

IL: interleucinas; COL: colagenoCOX: ciclooxigenases; TNF: fator de necrose

tumoral.
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Tabela 1 -Estudos publicados no periodo de janeiro de 2005 a maio de 2013, em lesbes

induzidas experimentalmente em ratos, tratadas com laserterapia (continuagéo)

Autor

(Referéncia)

Estrutura Lesionada ComprimentoDose Resumo dos

de onda (nm) (J)

resultados obtidos

Marcos et af

Silveira et ai®

Pires el

Alves et al°

Casalechi et

a|37

Tendao calcanee 810
comum
Musculo 904

gastrocnémio

Tendao calcanee 780

comum

Artrite da articulagac 780

femorotibiopatelar

Tendao calcanee 780

comum

1 e 3 Diminuicdo da respos

1,7

17,7

7,5

inflamatoria, po
reducdo das MMPs-3,
e 13.

Reducdo do estres
oxidativo, mediant
reducdo da superoxi
dismutase, anic
superoxido e dos nive
de &cido tiobarbiturico.
Reducao na expressac
mediadores IL-6, COX

e TGF$.

Reducdo das célul
inflamatorias
mononucleares,
aumento dc
condroblastos
osteoblastos.
Reducdo da respo
inflamatoria pel

modulacdo da IL-1
VEGF e MMP-1 e 13.

MMPs: metaloproteinases; IL: interleucinas; COX: ciclooxigenases; f:Ghtor de

crescimento transformante beta; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular.
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Tabela 1 -Estudos publicados no periodo de janeiro de 2005 a maio de 2013, em lesb6es

induzidas experimentalmente em ratos, tratadas com laserterapia (continuagéo)

Autor Estrutura Lesionada Comprimento Dose Resumo dc
(Referéncia) de onda (nm) (J) resultados obtidos
Nouruzian et Tend&o calcanee 632.8 2,9; Melhora na
al’® comum 11,5 epropriedades

4,3 biomecénicas C

tenddo (carga

tensdo maximas).

Pallotta et &  Artrite da 810 1, 3, 6e Reducéo o
articulacéao 10 polimorfonucleares,
femoropatelar IL-1 e 6, e d

prostaglandina (P(
E,. aumento da CO?

le?
Ramosetd  Mdasculo tibial 810 1, 3, 6 eMelhora da funcé
anterior 9 locomotora, median

avaliagdo de apoio.

Barbosa et  Tenddo calcanez 660e 830 7,0 Aumento n
comum deposicdo de COL

guando associada

plasma rico el

plaguetas.
Assis eta’ Musculo tibial 808 1,4 Aumento d
anterior expressao da MyoD

do VEGF. Reducé
do TGF e da

fibrose.

IL: interleucinas; PG: prostaglandina; COX: ciclooxigenases; COL: colageno; MyoD:
diferenciagdo miogénica; VEGF: fator de crescimento endotelial vascularfTiator

de crescimento transformante beta.
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Tabela 1 -Estudos publicados no periodo de janeiro de 2005 a maio de 2013, em lesb6es

induzidas experimentalmente em ratos, tratadas com laserterapia (continuagéo)

Autor Estrutura Comprimento Dose Resumo dos
(Referéncia) Lesionada de onda (nm) (J) resultados
obtidos

Carvalho et & Musculo tibial 810 3 Reducao n

anterior expressao da CO
le2edaPGE

Fernandes etdl Terco proximal de 830 2,8 Redugéo da respo:

tibia inflamatoria;

angiogénese; melh
organizagéo tecidl

e osteogénese.

Rodrigues et & Musculo tibial 660 10 e 50 Redugéo d
anterior infiltrado

inflamatorio ¢

aumento d

expressédo da Myc

e VEGF.
Guerra et af Tenddo calcanes 830 4 Aumento da sinte:
comum de COL | e Il ¢

ativacdo da MMPs-:

COX: ciclooxigenases; PG: prostaglandina; MyoD: diferenciacdo miogénica; VEGF:

fator de crescimento endotelial vascular; COL: colageno; MMPs: metaloproteinases.

DISCUSSAO
Laserterapia em leséo tendinea

Varios estudos foram realizados com a finalidade de se obter uma melhor
compreensdo dos efeitos da terapia com laser. De acordo com Carvaffiq2813)
ndo ha relatos de efeitos colaterais na laserterapia. Estudo realizado por Salate et al
(2005) na fase inflamatéria e proliferativa da lesao parcial do tenddo calcanear comum
de ratos, revelou que a laserterapia induz a angiogénggeo e in vivo. Ja Fillipin et

al® (2005) observaram em lesdo induzida por trauma no tenddo calcanear comum,
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reducdo na reposta inflamatéria e da fibrose em avaliagdo histopatoldgica realizada sete
dias da inducdo da les&o, assim como do estresse oxidativo, pelo teste das substancias
reativas ao acido tiobarbitarico, onde foi observado o aumento da atividade da
superoxido dismutase aos 14 e 21 dias. Além da diminuicdo da fase inflamatoria, os
resultados da pesquisa de Laraia €t(8012) demonstraram reducéo das citocinas pro-
inflamatoérias (ILAB e IL-6) e aumento da anti-inflamatéria (IL-10), durante a
recuperacao do tendao calcanear de ratos submetidos a ruptura parcial. Outros estudos
também demonstraram modulacdo de citocinas pro e anti-inflamatérias, o que resultou
em diminuicdo da resposta inflamatdtia.***"*De acordo com Pires et’qR011) as
tendinopatias estdo relacionadas com um desequilibrio entre citocinas inflamatérias.

A angiogénese citada como resultante da laserterapia € importante para nutricao
e oxigenacado tecidual. Em tenddes bem vascularizados, o tecido pode se recuperar
rapidamente, mas naqueles que sao hipo ou avasculares, o processo de reparacdo é mai
demorado, aumentando as chances de recidiva, caso o animal seja exposto a uma forca
prejudicial®® A elevacdo da superéxido dismutase descrita por Fillipir® ¢2@05) em
tenddo calcanear comum apoés tratamento com laser de baixa poténcia também é uma
resposta desejavel, devido ao efeito anti-oxidante dessa enzima. Sabe-se que 0 estresse
oxidativo é um potente fator patogénico que acarreta alteracbes degenerativas, incluindo
fibrose??

A diminuicao das citocinas pro-inflamatdrias ocasiona reducédo da leséo tecidual,
ja o aumento da IL-10 esta associado a melhora na vascularizacao, ja que a sua inducéo
é dependente da reperfusis’ Por outro lado, ainda quell-6 atue na migracéo de
células fagocitarias e inflamatorias na fase inicial da lesdo, o excesso de concentracao
desta citocina pode comprometer a reparacao tecidual. Adicionalmente, a presenca de
IL-1 e 6 esta associada & persisténcia da tendindpatia.

Guerra et &f (2013) observaram que a radiacdo do laser de baixa poténcia
promove aumento da MMP-2 em animais com o tend&o calcanear comum parcialmente
rompidos. J& Marcos et*3ldemonstraram haver reducdo das MMPs-3, 9 e 13 nesse
mesmo tenddo submetido a agdo de colagenase. Segundo 0s autores, a expressao da:
MMPs-1 e 13 esta associada a tendinopatias, enquanto que a MMP-3, assim como a
MMP-13, quando em altas concentracdes, ocasionam a decomposi¢cdo do COL I,
podendo causar danos ao tenddao. A MMP-1, que é uma colagenase, é a mais importante
e atua decompondo o colageno, assim como a MMP-13, j4 a MMP-3 atua degradando

substratos de protefnas da matriz extracefdf@iSabe-se que, para a ocorréncia de uma
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7

remodelagdo da matriz tendinea € necessario que haja equilibrio entre as
metaloprotinases e seus inibidores (TIMBs)isto que essas enzimas sdo essenciais a
migracdo de células para a matriz extracelular, além de remover o colageno e os
componentes da matriz que foram desnaturados durante o processo lesivo. Caso esse
colageno néo seja removido, serd formado um tecido desorganizado, com uma matriz
extracelular inadequadé.

Na realidade, as metaloproteinases sdo enzimas proteoliticas capazes de
degradar ndo apenas diferentes tipos de colageno, mas também outros componentes da
matriz extracelular responsaveis pela fungcdo tendinea. O aumento das gelatinases, ou
seja, MMP-2 e 9 é importante para a degradacéo do colageno desntadoutro
lado, a elevacéo excessiva pode agravar a leséo, ja que ambas estimulam a producéo do
FNT-a e IL-1pB. Portanto, a reducdo da gelatinase MMP-9 no tend&o calcanear comum
lesionado pela acdo da colagenase, observada por Marc20H1) revela um efeito
positivo da laserterapia.

Ainda com relacdo ao efeito terapéutico do laser em estrutura tendinea, foi
observada maior organizacdo das fibras colagenas ao longo do eixo longitudinal do
tend&do calcanear comum, apds lesdo pattiatlicionalmente, também foi observado
que a terapia com laser promove aumento na resisténcia do t&mitiooutro lado,
Joensen et &P apos lesionar o tenddo calcanear comum, mediante utilizacdo de
guilhotina, ndo observaram resposta desse tendao a laserterapia, ja que os pesquisadores
identificaram aumento do edema na avaliacdo ultrassonogréfica realizada 23 horas ap6s
o tratamento. Os autores discutem a possibilidade da lesdo nao ter sido eficiente em
promover alteracfes na resisténcia do tendao.

A melhor organizacdo das fibras colagenas observada por Oliveira @080)

é fundamental para a resisténcia do tenddo a tracdo, e permite a transmissao da forca
gerada pela contracdo muscularEntretanto, apesar de ter observado resposta
satisfatoria apos aplicacéo do laser, como, por exemplo, a reducdo do estresse,oxidativo
Fillipin et al® observaram que a laserterapia reduz a concentracdo de colageno 21 dias
apos lesdo traumatica no tendao calcanear comum. De acordo com os autores, é possivel

gue esse achado se deva a reducao do processo inflamatério.

Laserterapia em lesdo muscular
Quando utilizado em lesdo muscular, ficou demonstrado que a terapia promove

reducdo da fadiga muscular pela diminuicdo da concentracdo do lactato safiguineo.
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Esse efeito pode estéa relacionado com a a¢do vasodilatadora do laser de baixa poténcia,
0 que permite aumentar a disponibilidade de oxigénio no tébi@onsequentemente,

a conversdo do excesso de lactato em piruvato, que por sua vez é metabolizado no ciclo
de Krebs.

Rizzi et af? (2006) avaliaram o efeito do laser no musculo gastrocnémio
submetido a trauma pelo método guilhotina. Os autores encontraram reducdo da
expressado de iNOS, e bloqueio da ativacdo do NF-kB. A iNOS é produzida a partir de
estimulos provenientes de varias células do organismo, como por exemplo, macrofagos
e neutrofilos. Essa isoenzima libera 6xido nitrico, que quando em altas concentracdes
pode gerar processos patolégicoblesse contexto, a sua reducéo pela laserterapia apés
lesdo traumatica € um achado satisfatorio. Ja aBFue € um fator de transcricdo
nuclear que regula a expresséo de genes que estéo relacionados com a inflamacéo. A IL-
1B, o TNF-a, e 0s produtos de degradacdo de matrix extracelular desencadeiam sinais a
esse fator, que normalmente se encontra em estado inativo no citoplasma da célula.
Entretanto, de acordo com Marcu et’4R010), uma vez ativado, controla a expressao
de vérias citocinas reguladoras da inflamacédo, como, por exemplo, as IL-6, 8 e 10, o
fator estimulante de coldnias de granuldcitos e macrofagos e a proteina quimiotativa
para mondcitos que, por sua vez, desencadeiam a degradacdo enzimatica da matrix pelas
MMPs-1, 3 e 13, e agrecanases. Nesse contexto, a reducdo da sinalizBi¢akBao
revela eficacia da laserterapia.

Reducdo da resposta inflamatoria e dos niveis de COX-2, com aumento da
expressdo da MyoD foram obtidos apdOs laserterapia em lesdo realizada no musculo
tibial anterior’® Embora Moreira et & (2011) tenham observado uma tendéncia a uma
maior deposi¢cdo de COL | no musculo gastrocnémio lesionado cirurgicamente mediante
incisdo longitudinal, ap6s 14 dias de tratamento com laser de baixa poténcia ndo houve
diferenca entre grupos tratado com GaAs (p=0,15) e GaAlAs (p=@/iklacdo ao
grupo controle (n&o submetido a radiacéo).

Como a MyoD participa na regulacéo muscfiar,aumento da expressdo dessa
proteina é importante para o reparo tecidual. Aumento da expressdo da MyoD também
foi relatado por Assis et 1 (2013) em musculo tibial anterior criolesionado com
nitrogénio liquido. Os autores também encontraram aumento da expressao do VEGF,
que é um importante fator de crescimento que atua na proliferacdo e migracéo de células

endoteliais e angiogéne¥e.
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Com relagdo a maior deposi¢cdo de coldgeno tipo | no musculo gastrocnémio
tratado com laserterapid,sabese que este deve ser o predominante no musculo de
ratos. Essa predominancia é fundamental devido a sua elasticidade, mas também pela
sua acdo na estabilizacéo da arquitetura tecidual. De acordo com°Pesssicolageno
é denominado intersticial, uma vez que forma estrutura fibrilares no espaco intercelular.
Entretanto, conforme mencionado anteriormente, ndo houve diferenca significativa
quando comparado grupos tratado e controle. Na realidade, segundo Fillipfn et al
(2005) existe controvérsia sobre o efeito do laser sobre 0o metabolismo do colageno.
Rizzi et af? (2006) observaram, inclusive, diminuicdo do colageno sete a 14 dias apds a
sua elevacédo ocasionada por trauma no musculo gastrocnémio. O mesmo foi relatado 21
dias ap6s lesdo traumética em tenddo calcanear c6mum.

As ciclo-oxigenases sdo enzimas responsaveis pela clivagdo do acido
araquidonico. A COX-1 é expressa em varios tecidos e resulta na sintese de
prostaglandinas relacionadas com reac0es fisiolégicas em diferentes tecidos. Por outro
lado, os produtos resultantes da quebra do acido araquidénico pela COX-2
desencadeardo uma resposta inflamatéria a partir das citocinas e mediadores da
inflamacdo. De acordo com Ribeiro ef?a(2009), essa isoforma (COX-2) esta
envolvida em diversos mecanismos celulares, como angiogénese, proliferacdo e
prevencado de apoptose. A reducdo da COX-2 relatada por Rodrigu€s(2012) em
musculo tibial anterior tratado com laserterapia € um achado favoravel, ja que, apesar da
resposta inflamatéria fazer parte do processo de reparacdo fisioldgico das estruturas
musculotendineas, sabe-se que quando persistente pode estimular a expressao de gene:
pro-fibréticos, o que € indesejavel.

Ramos et &P (2012) demonstraram melhora na funcdo locomotora de animais
submetidos a fadiga do mdusculo tibial anterior, mediante estimulacdo -elétrica.
Entretanto, os autores ndo esclarecem os mecanismos pelos quais a laserterapia favorece
a recuperacdo da forca muscular. Lopes-Martins %t(2006) também realizaram
estimulacdo elétrica para lesdo muscular. De acordo com esses autores, a reducdo da
concentracdo sanguinea de CK foi a responsavel pela melhora da forca muscular. Essa €

uma enzima marcadora muscular, e a sua diminuicdo indica reducéo da lesao®fecidual.

Laserterapia em leséo 6ssea e/ou articular
Estudo recentemente publicado em artrite da articulagéo femoroPatelatou

que o laser aumenta a expressao génica de COX-1 e 2, o que & um efeito indesejavel.
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Entretanto outros marcadores inflamatérios como infiltrados inflamatorio
polimorfonuclear, IL-1 e 6 e, particularmente, PGE2 foram inibidos. Na opini&do dos
autores, pesquisas sdo necessarias para investigar a producdo de mediadores anti-
inflamatorios resultantes das ciclo-oxigenases induzidas no tratamento articular com
laser de baixa poténcia.

Conforme ja mencionado anteriormente, o equilibrio entre as citocinas pré e
anti-inflamatoérias, bem como a reducdo dessas células € importante para diminuicao
mais rapida do processo inflamatério. Da mesma forma, a reducédo dpre@Bve o
controle da inflamacé&o e principalmente da dor, em enfermidades como, por exemplo,
artrite reumat6id&>Ja o aumento da concentracdo desse mediador quimico é indicativo
de afeccdes inflamatorias.

Alves et al° (2012) também observaram reducdo das células inflamatérias, mas
também aumento da quantidade de condroblastos e osteoblastos em animais com artrite
reumatoide da articulacdo femorotibiopatelar. Os condroblastos sao células que
secretam componentes da matriz extracelular para a formacdo da estrutura
cartilaginos&® enquanto os osteoblastos participam da sintese dos componentes da
matriz éssea, expressam fosfatase alcalina, enzima que permite a mineralizacdo da
matriz®” e inclusive secretam fatores de crescim&htangel et & (2011) e
Fernandes et #1(2013) também descreveram aumento da sintese éssea apos tratamento
com laserterapia na tibia de ratos. Os autores observaram, mediante avaliacdo
histopatolégica, neoformacgéo dssea particularmente na analise realizada cinco dias apés
lesdo traumética e tratamento. Ocorreu aumento da expressao do RNAmM dos genes da
fosfatase alcalina, da osteocalcina, e do Runex (fator de transcricdo associado com a
diferenciacdo osteoblasticap fosfatase alcalina e osteocalcina sdo marcadores de
formacdo Ossea, e sua elevacao representa melhora na constituicdo 6ssea.

As células osteoprogenitoras se diferenciam em osteoblastos, que sé&o
responsaveis pela sintese de componentes da matriz 6ssea, como por exemplo, o
colageno. De acordo com Oasser &t @999) o colageno é a principal proteina 6ssea,
sendo as suas fibras parcialmente responsaveis pelas propriedades biomecanicas do
0SS0, 0 que as torna fundamentais para o processo de reparacdo do sistema locomotor.
Fernandes et #1(2013) também relataram como efeito positivo da laserterapia em les&o
0ssea, a modulacdo da resposta inflamatoéria (por recrutamento de células inflamatorias),
assim como o aumento do numero de fibroblastos e de capilares sanguineos. Ocorreu

melhor organizacdo tecidual, pela presenca de tecido de granulacdo. Resultados
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semelhantes, no que se refere ao aumento da sintese 6ssea e modulacdo da respost
inflamatoria, também foram observados apos laserterapia em defeito realizado na

mandibula®

Dose de energia e comprimento de onda

N&o h&d um consenso de qual dose e comprimento de onda seriam mais
adequados no tratamento das afeccfes musculotendineas e osteo-articulares. Conforme
apresentado na Tabela 1, doses acima de 4 J estdo associadas a reducdo do process
inflamatdrio. Utilizando doses de 1, 3, 6 e 9 J no tratamento de lesdo muscular, Ramos
et al*® demonstraram que os ratos tratados com a dose de 3 J apresentaram melhora na
funcionalidade do musculo tibial anterior. Lima éf £2012) ndo observaram diferenca
significativa na quantidade de colageno em animais com lesdo no tendao calcanear
comum e tratados com 3 e 6 J. Pallotta & @012) também utilizaram diferentes
doses de energia (1, 3, 6 e 10 J), entretanto o estudo demonstrou que para cada dose
utiizada em um determinado tempo da lesdo experimental (artrite na articulacdo
femoropatelar), existe uma resposta satisfatéria. De acordo com o0s autores, 0S grupos
que utilizaram doses de 6 e 10 J apresentaram reducdo do numero de leucécitos e
inibicdo da atividade das MMPs articulares. Também ocorreu reducéo do infiltrado de
neutréfilos nos grupos que utilizaram laserterapia nas doses de 3, 6 e 10 J, e aumento
das COX-1 e 2 nos tratados com 3 e 10 J.

Rodrigues et &f (2012) utilizaram 10 e 50 J de laser no tratamento do musculo
tibial anterior apés criolesao por nitrogénio liquido. Os pesquisadores observaram maior
expressao de diferenciacdo miogénica no grupo tratado com 10 J. Os resultados obtidos
por esses autores corroboram a afirmacéo de Salafé (20fl5) de que a terapia com
laser é dose-dependente.

O comprimento de onda é uma variavel que deve ser utilizada de acordo com o
tecido bioldgico que recebera a radiacdo, pois esta diretamente relacionado com a
caracteristica do tecido e a profundidade em que se encontra. Barbd56261.8) ndo
observaram diferengca nos resultados obtidos comparando grupos tratados com
diferentes comprimentos de onda (660 ou 830 nm). Da mesma forma, Moreffa et al
(2011) também n&o demonstraram diferencas no comprimento de onda utilizado (830
ou 904 nm) para tratar lesdo do musculo gastrocnémio. De acordo com o0s autores, a
deposicdo do colageno foi semelhante em ambos os grupos. Da mesma forma que

mencionado para a dose de energia utilizada, o comprimento de onda é dose-dependente
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para o tratamento de tendinopatia do tenddo calcanear cOmttamblin &
Demidova’ relatam que diferentes comprimentos de onda agem por mecanismos
distintos, e influenciam a absorcédo e difusdo da radiagcdo. Comprimentos de onda na
faixa de 600 a 700 nm sdo indicados para o tratamento de tecidos localizados mais
superficialmente, enquanto os entre 780 a 950 nm s&o mais indicados nas lesdes que
atingem estruturas mais profundas, devido ao maior poder de penetracdo. Por outro
lado, comprimentos entre 700 e 770 nm ndo possuem uma atividade adequada.

No presente levantamento, ndo foram encontrados experimentos que utilizaram
comprimentos de onda entre 700 e 770 nm que se enquadrassem dentro dos critérios de
inclusdo adotados. Entretanto, nove (30%) estudos utilizaram comprimentos de onda
entre 632,8 e 670 nm em tend&o calcanear cdirfurt**“°*% tibial anteriot:?*®

Em estudo realizado por Silva et®a(2013) em tenddo calcanear comum de
ratos Wistar, utilizando 3 J de energia e 904 nm de comprimento de onda, os autores
revelaram que a laserterapia apresenta melhor resposta (menor reacao inflamatoria e
aderéncia fibrinosa, e maior quantidade de fibras colagenas) se associada a caminhada
em esteira, que € um exercicio excéntrico. Nesse tipo de exercicio, 0 musculo contraido
€ alongado enquanto produz forca gerada durante a contracdo. Essa forca ndo é
suficiente para vencer a carga imposta, ocorrendo o alongamento da$'ftbigse

resulta em importantes alteracées na capacidade e massa muscular.

CONCLUSOES

Mesmo havendo uma recomendacdo da Associacdo Mundial para Terapia com
Laser sobre a dose de energia adequada para cada comprimento de onda, respeitando
um determinado periodo de tempo e a afec¢do a ser tratada, nota-se uma importante
variabilidade nas doses utilizadas nos estudos apresentados nesse levantamento.
Independentemente dessa variabilidade, a maioria das pesquisas sinalizam efeitos
positivos da terapia, principalmente na modulacdo da resposta inflamatéria em lesdes
agudas, associadas ou ndo a outros tratamentos. Por outro lado, o ideal é que pesquisas
de qualidade, realizadas de forma randomizada, continuem sendo conduzidas para que a
dose e o comprimento de onda sejam mais bem definidos para cada afeccéo ortopédica.
Nesse contexto seria importante que outras modalidades fisioterapéuticas pudessem ser
associadas a laserterapia, como, por exemplo, o exercicio excéntrico controlado, que
sabidamente é fundamental para o retorno a funcionalidade dos diversos problemas

relacionados com o aparelho locomotor.
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Resumo das normas para publicacao no periédico
Revista de Saude Publica

Disponivel em:http://www.rsp.fsp.usp.br/mensagem/pub/mensagem.fbpsssado em 03

de fevereiro de 2014.

O numero de palavras excedeu o exigido pelo periédico, entretanto, serdo realizados os

ajustes necessarios para adequacéo das normas da revista, antes do envio.

1. Revista de Saude Publica: tem por finalidade publicar contribuicbes cientificas
originais sobre temas relevantes para a saude publica em geral. Esta disponivel na

SCIELOdesde seu primeiro nimepaiblicado em 1967, com texto completo.

2. InstrugcOes aos Autores: Sao aceitos manuscritos nos idiomas: portugués, espanhol e
inglés. O texto submetido deve ter paginas e linhas numeradas para fins de revisdo. O
uso de siglas deve ser evitado. O texto de manuscritos de pesquisa original deve
seguir a estrutura conhecida como IMRD: Introducdo, Métodos, Resultados e
Discussao. Em cada uma das partes nao se deve dividir o texto em subtitulos, exceto
nos casos que requerem maior detalhe, sobretudo em Resultados e Discussao.
Manuscritos baseados em pesquisa qualitativa podem ter outros formatos, admitindo-
se Resultados e Discussdo em uma mesma secao e Consideracdes Finais/Conclusdes
Outras categorias de manuscrito (revisdes, comentérios, etc.) seguem os formatos de

texto a elas apropriados.

3. Categoria dos artigos: Artigos Originais: Incluem estudos observacionais, estudos
experimentais ou quase-experimentais, avaliacdo de programas, andlises de custo-
efetividade, analises de decisdo e estudos sobre avaliacdo de desempenho de testes
diagnésticos para triagem populacional. Cada artigo deve conter objetivos e
hipéteses claras, desenho e métodos utilizados, resultados, discussao e conclusdes;
Instrumentos de afericAo em pesquisas populacionais: Manuscritos abordando
instrumentos de afericAo podem incluir aspectos relativos ao desenvolvimento, a
avaliacdo e a adaptacao transcultural para uso em estudos populacionais, excluindo-
se aqueles de aplicagéo clinica, que ndo se incluem no escopo da RSP; Revisdo

sistematica e meta-analise - Por meio da sintese de resultados de estudos originais,
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guantitativos ou qualitativos, objetiva responder a pergunta especifica e de relevancia
para a saude publica. Descreve com pormenores o processo de busca dos estudos
originais, os critérios utilizados para selecédo daqueles que foram incluidos na reviséo

e 0s procedimentos empregados na sintese dos resultados obtidos pelos estudos
revisados (que poderdo ou nao ser procedimentos de meta-analise); Revisdo
narrativa/critica - A revisao narrativa ou revisdo critica apresenta carater descritivo-
discursivo, dedicando-se a apresentacdo compreensiva e a discussdo de temas de
interesse cientifico no campo da Saude Publica. Deve apresentar formulacao clara de
um objeto cientifico de interesse, argumentacao légica, critica tedrico-metodoldgica
dos trabalhos consultados e sintese conclusiva. Sua extenséo é de até 4.000 palavras,
excluindo resumos, tabelas, figuras e referén€aformato dos resumos, a critério

dos autores, sera narrativo, com até 150 palavras. Ou estruturado, com até 300
palavras. Ndo hé limite de referéncias; Comentarios: Visam a estimular a discusséo,
introduzir o debate e "oxigenar" controvérsias sobre aspectos relevantes da saude
publica. O texto deve ser organizado em tépicos ou subitens destacando na
Introducéo o assunto e sua importancia. As referéncias citadas devem dar sustentacéo
aos principais aspectos abordados no artigo; Comunicacfes Br&&ss relatos

curtos de achados que apresentam interesse para a saude publica, mas que nédo
comportam uma analise mais abrangente e uma discussdo de maior fbdlego;

Publicam-se também Cartas Ao Editor com até 600 palavras e 5 reférencias.

. Checklist: Consort - checklist e fluxograma para ensaios controlados e
randomizadossStard- checklist e fluxograma para estudos de acuracia diagnéstica;
Moose checklist e fluxograma para meta-analiBésma - checklist e fluxograma
para revisdes sistematicaStrobe - checklist para estudos observacionais em

epidemiologiaRats- checklist para estudos qualitativos.

. Resumo: Sao publicados resumos em portugués, espanhol e inglés. Para fins de
cadastro do manuscrito, deve-se apresentar dois resumos, um na lingua original do
manuscrito e outro em inglés (ou em portugués, em caso de manuscrito apresentado
em inglés). Como regra geral, o resumo deve incluir: objetivos do estudo, principais
procedimentos metodoldgicos (populacdo em estudo, local e ano de realizagéo,

métodos observacionais e analiticos), principais resultados e conclusdes.
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6. Estrutura do texto: Introducdo, métodos, resultados, discussdo, conclusdes e
referénciasAs referéncias devem ser normalizadas de acordo com o estilo Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and
Editing for Biomedical Publication, ordenadas alfabeticamente e numeradas. Os
titulos de peridédicos devem ser referidos de forma abreviada, de acordo com o
Medline, e grafados no formato italico. No caso de publicac6es com até seis autores,
citam-se todos; acima de seis, citam-se 0s seis primeiros, seguidos da expressao
latina “et al”. Referéncias de um mesmo autor devem ser organizadas em ordem
cronoldgica crescente. Sempre que possivel incluir o DOI do documentado citado, de

acordo com os exemplos abaixo.

7. Artigos de periddicos: Narvai PC. Carie dentaria e flior.uma relacdo do século
XX. Cienc Saude Coletiva. 2000;5(2):381-92. DOI:10.1590/S1413-
81232000000200011; Zinn-Souza LC, Nagai R, Teixeira LR, Latorre MRDO,
Roberts R, Cooper SP, et al. Fatores associados a sintomas depressivos em
estudantes do ensino médio de S&o Paulo, Brasil. Rev Saude Publica. 2008;42(1):34-
40. DOI:10.1590/S0034-89102008000100005; Hennington EA. Acolhimento como
pratica  interdisciplinar  num programa  de  extens&o. Cad Saude
Coletiva[Internet].2005;21(1):256-65. Disponivel em:
http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdDOI:10.1590/S0102-311X2005000100028

8. Livros: Nunes ED. Sobre a sociologia em saude. Sdo Paulo; Hucitec;1999. Wunsch
Filho V, Koifman S. Tumores malignos relacionados com o trabalho. In: Mendes R,
coordenador. Patologia do trabalho. 2. ed. Sdo Paulo: Atheneu; 2003. v.2, p. 990-
1040. Para outros exemplos recomendamos consultar as normas (“Citing Medicine”)
da National Library of Medicine
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=citmed). Referéncias a
documentos ndo indexados na literatura cientifica mundial, em geral de divulgacéo
circunscrita a uma instituicdo ou a um evento (teses, relatérios de pesquisa,
comunicacdes em eventos, dentre outros) e informacdes extraidas de documentos
eletrbnicos, ndo mantidos permanentemente em sites, se relevantes, devem figurar no

rodapé das paginas do texto onde foram citadas.
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9.

Citacdo no texto: A referéncia deve ser indicada pelo seu nidmero na listagem, na
forma de expoenteapds a pontuacdo no texto, sem uso de parénteses, colchetes e
similares. Nos casos em que a citacdo do nome do autor e ano for relevante, o
namero da referéncia deve ser colocado a seguir do nome do autor. Trabalhos com
dois autores devem fazer referéncia aos dois autores ligados por &. Nos outros casos
apresentar apenas o primeiro autor (seguido de et al. em caso de autoria méltipla);
promocdo da saude da populacdo tem como referéncia o artigo de Evans &
Stoddart que considera a distribuicdo de renda, desenvolvimento social e reacédo
individual na determinacdo dos processos de saude-doenca; Segundo Lima et
al’ (2006), a prevaléncia se transtornos mentais em estudantes de medicina é maior
do que na populacdo em geral.
Parece evidente o fracasso do movimento de saude comunitaria, artificial e

distanciado do sistema de satide predomirante.

10. Tabelas: Devem ser apresentadas depois do texto, numeradas consecutivamente

11.

com algarismos arabicos, na ordem em que foram citadas no texto. A cada uma deve-
se atribuir um titulo breve, ndo se utilizando tracos internos horizontais ou verticais.
As notas explicativas devem ser colocadas no rodapé das tabelas e ndo no cabecalho
ou titulo. Se houver tabela extraida de outro trabalho, previamente publicado, os
autores devem solicitar formalmente autorizacédo da revista que a publicou, para sua
reproducdo. Para composicdo de uma tabela legivel, 0 nimero maximo € de 12
colunas, dependendo da quantidade do contetdo de cada casela. Tabelas que néo se
enguadram no nosso limite de espaco grafico podem ser publicadas na versao

eletrénica. Notas em tabelas devem ser indicadas por letras, em sobrescrito e negrito.

Figuras: As ilustracdes (fotografias, desenhos, graficos, etc.) devem ser citadas como
Figuras e numeradas consecutivamente com algarismos arabicos, na ordem em que
foram citadas no texto e apresentadas ap6s as tabelas. Devem conter titulo

e legenda apresentados na parte inferior da figura.
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CAPITULO II
Inducéo de tendinopatia aguda em ratos Wistar: modelo experimental

RESUMO

SILVA, Micheline Ozana da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2013. Efeitos da laserterapia de baixa poténcia associada ou ndo a exercicio
excéntrico no tratamento de tendinopatia induzida do tendao calcanear comum de
Ratos (Rattus norvegicus). Orientadora: Maria Verdnica de Souza. Coorientadores:
Antbnio José Natali e Andréa Pacheco Batista Borges.

O objetivo desse estudo foi apresentar e avaliar um novo modelo de inducdo
experimental de tendinopatia do tenddo calcanear comum de ratos. Para isso foram
utilizados oito ratos machos da linhagem Wistar, com quatro meses de idade, pesando
345,5+45,74 g. A leséo foi realizada de forma aleatdria em um dos tenddes, e 0 membro
contralateral foi utilizado como controle. Apés tricotomia e antissepsia local, os animais
foram anestesiados com isoflurano. Apos exposicao do tendao, foi realizada compressao
transversal durante 10 segundos com pihtalsted que foi seguida por 10
escarificacbes das fibras do tenddo, em sentido préximo-distal, utilizando lamina de
bisturi. Os ratos foram submetidos a eutanasia com tiopental sodico (100 mg/kg, via
intraperitoneal). Em quatro animais a eutanasia foi realizada 12 h apds o procedimento
cirdrgico, e em outros quatro apds 24 h. Na sequéncia foram obtidos fragmentos de
ambos os tenddes que foram processados e corados com hematoxilina-eosina para
histopatologia. Diferentemente dos membros utilizados como controle, avaliagdo
microscopica realizada nos dois momentos avaliados revelou perda do paralelismo e da
organizacdo das fibras colagenas, intenso infiltrado de neutrofilos, espessamento do
endotélio vascular e presenca de hemacias e fibrina. As amostras obtidas 24 h
apresentaram maior quantidade de neutréfilos degenerados. O método de inducéo de
tendinopatia descrito no presente estudo foi eficiente em promover a lesdo aguda em
ratos. Esse projeto foi aprovado por Comisséo de Etica.

Palavras-chave Lesao. Roedores. Tendao calcanear comum.
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Acute tendinopathy induction in Wistar rats: an experimental model

ABSTRACT

SILVA, Micheline Ozana da, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, naretith3.
Effects of low level laser therapy associated or not eccentric exercise on
tendinopathy of the common calcaneal tendon of ratfRattus norvegicus). Adviser:
Maria Verdnica de Souze&Co-advisers: Antonio José Natali and Andréa Pacheco
Batista Borges.

The objective of this study was to present and evaluate a new model of experimental
induction of tendinopathy in rat’s common calcaneal tendon. Thus, eight 4-month-old
Wistar male rats, weighin845.5+45.74g were used. A lesion was randomly promoted

on one of the tendons, and the contralateral limb was used as control. After local
trichotomy and antisepsis, the animals were anesthetized with isoflurane. Following
tendon exposure, a transversal compression was carried out during 10 seconds with
Halsted forceps, followed by 10 proximal-distal ward scarifications of the tendon fibers,
using a scalpel blade. The rats were submitted to euthanasia with sodium thiopental
(100 mg/kg, intraperitoneal injection). Euthanasia was carried out in four of the
animals 12 hours after the surgical procedure and in the others, 24 hours after.
Following this sequence, fragments of both the tendons were obtained, processed and
stained with hematoxylin-eosin (HE) for histopathological analysis. Differently from the
limbs used as control, the microscopic evaluation carried out during the two time
periods evaluated revealed loss of parallelism and organization of the collagen fibers,
intense infiltrate of neutrophils, thickness of the vascular endothelium, and presence of
erythrocytes and fibrin. The samples obtained after 24 hours presented a greater
number of degenerated neutrophils. The method of induced tendinopathy described in
this study was efficient in promoting acute lesion in.rétss project was approved by
Ethic Committee.

Keywords: Lesion. Rodents. Common calcaneal tendon.
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Introducao

O termo tendinite era frequentemente utilizado para as alteragBes tendineas,
indicando a presenca de processo inflamatério (ALFREDSON, 2003; MAFFULLI et
al., 2003). Entretanto, enquanto pesquisa revelou a coexisténcia de quadro inflamatério
e alteracOes degenerativas (ALFREDSON et al., 2000), outras demonstraram pouco ou
nenhum processo inflamatério (LJUNG et al.,, 1999; SOSLOWSKYet al., 2000).
Adicionalmente, estudos histopatoldgicos também revelaram degeneracdo, de forma
que, a terminologia tendinopatia passou a ser utilizada por pesquisadores para definir
diversas condicdes dolorosas que afetam os tenddes (tendinites, tendinoses), e que sdo
acompanhadas por dor, edema e reducgao da fungdo (ALFREDSON, 2003; MAFFULLI
et al, 2003; WANG et aJ 2006). Portanto, o termo tendinopatia deve ser utilizado par
descrever lesdes que afetam os tenddes (LAKE et al., 2008) e que se caractdazada pe
presenca de inflamacdo e degeneracdo tecidual, estando normalmente associada a
sobrecarga mecanica e movimentos repetitivos (CHO et al., 2011, DIRKS; WARDEN,
2011).

Acomete igualmente, tanto individuos fisicamente ativos quanto sedentarios
(WEARING et al., 2011), e pode estar relacionada com diversos fatores intrinsecos e
extrinsecos ao tenddo (RILEY, 2004; REES et al., 2006) como idade, genética,
suprimento vascular, adaptacdo do tenddo a cargas mecanicas e, inclusive, a utilizacédo
de farmacos (FU et al., 2010; ABATE et al., 2013) como, por exemplo, 0s
corticosterdides (VAN DER LINDEN et al., 2003) e antibidticos (CHHAJED et al.,
2002).

Os modelos animais utilizados experimentalmente para subsidiar a compreenséao
da tendinopatia nos humanos, devem permitir a reproducdo de lesbes que podem ser
observadas, diagnosticados e tratadas por um periodo determinado de tempo (LAKE et
al., 2008). Esses modelos possuem como finalidade estudar a resposta do tenddo a
varios fatores etiolégicos (NEVIASER et al.,, 2012), determinar a eficacia de
procedimentos clinicos ou cirargicos (JAMES et al.,, 2008), assim como o
desenvolvimento de novas terapias (CHO et al., 2011).

Para ser considerado como um modelo experimental para tendinopatia, o animal
necessita reproduzir caracteristicas clinicas, funcionais e histopatolégicas da afeccédo em
seres humanos (LUI et al., 2011). Os ratos sao considerados excelentes modelos devido
a semelhanca anatémica e fisiolégica com a espécie humana (WARDEN, 2007; LUI et

al., 2011). Existem véarios métodos de inducdo de tendinopatia em ratos, sendo o
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procedimento cirdrgico por tenotomia (LARAIA et al., 2012; BARBOSA et al., 2013)
ou tenectomia (ELIASSON et al, 2012) e a administracdo de colagenase
(MARSOLAIS et al., 2001; PIRES et al., 2011) os mais utilizados. Compressdo com
guilhotina (SALATE et al., 2005; JOENSEN et al., 2012), esmagamento com pin¢a
(CARVALHO et al., 2006), trauma com carga (FILLIPIN et al., 2005), estimulacéo
elétrica (CHO et al., 2011), sobrecarga mecanica com exercicio (GLAZEBROOK et al.,
2008) e o uso de sustancias como citocinas, antibioticos e prostaglandinas, também séo
mencionados (LUl et al., 2011).

O método ideal para inducdo de leséo tendinea deve ser eficiente e ter a sua
eficacia comprovada. O objetivo desse estudo foi avaliar um novo modelo de inducgéo
de tendinopatia no tenddo calcanear comum de ratos, utilizando a analise

histopatolégica como a forma de comprovacao da leséo.

Materiais e métodos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de FEtica do Departamento de
Veterinaria (DVT) da Universidade Federal de Vicosa (Processo 108/2011). Os
procedimentos foram realizados de acordo com as Normas de Conduta para o uso de
animais no ensino, pesquisa e extensao do DVT/UFV.

Foram incluidos no estudo oito ratos machos da linhagem Wistar, com 4 meses
de idade, pesando 345,5+45,74 g, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Vigosa (UFV). Uma semana antes de iniciar o experimento propriamente
dito, os animais foram alojados em gaioleiros individuais, para se adaptarem as
condicGes de temperatura (aproximadamente 26°C), e aos fotoperiodos de 12 h diarias.
Os ratos foram alimentados com rac&o industrial prépria para ratosceberam agua
ad libitum

Todos os animais foram submetidos a tendinopatia induzida cirurgicamente, em
um dos membros pélvico. A escolha foi aleatoria, e 0 membro contralateral foi utilizado
como controle. Apés tricotomia da regido a ser lesionada, os animais foram colocados
em camara de inducdo anestésica, com isofluranc®@@¥b 2 L de oxigénio por um
periodo de aproximadamente dois min. Em seguida foram retirados da camara e
posicionados na mesa cirurgica, onde receberam durante todo o procedimento cirdrgico

isoflurano a uma menor concentracdo (3%), associado a 1,5 L de oxigénio. Os ratos

'VETCOM, Comercial Agroveterinaria Ltda, Belo Horizonte, MG.
?|soflurano, Cristalia produtos quimicos e farmacéuticos Ltda, Itapira, SP.
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foram posicionados em decubito ventral, sendo entdo realizada incisdo cutanea de
aproximadamente 1,5 cm na regido plantar da tibia (BRING et al., 2007). Na sequéncia
foi realizada divulsdo romba do tecido subcutaneo e exposicao do tendao (Figura 1a).

A tendinopatia foi realizada no ponto médio situado entre a juncdo miotendinea
e a inser¢cdo do tenddo calcanear comum no o0sso calcAneo, mediante o uso de
compressao transversal (Figura 1b), durante 10 seg com pinga Halsted na segunda
cremalheira, assim como 10 escarificacbes (Figura 1c) no sentido préximo-distal,
utilizando lamina de bisturi°l1 (BARBOSA et al., 2013). A pele foi aproximada em
padrdo de sutura de Wolf, com fio de nailon®3-@inda sob efeito anestésico, foi
administrada dose Unica de enrofloxacina, na dose de 40 mg/kg, por via intrarfiuscular
assim como de morfifana dose de 3 mg/kg, por via subcutanea, a cada 6 h, por um
periodo maximo de 12 h. Apés cirurgia, os ratos foram acomodados em local aquecido,

onde permaneceram até completa recuperacdo do procedimento anestésico, o que

ocorreu no maximo em sete min.

Figura 1 — Ratos Wistar, machos, 4 meses de idade; procedimento cirirgico em tendao:
(a) exposicdo do tendao calcanear comum; (b) compresséo transversal com

pinca Halsted e, (c) escarificagbes com lamina de bisturi.

A comprovacdo da leséo foi realizada mediante avaliacdo histopatologica dos
tenddes. Para tanto, quatro ratos foram eutanasiados com tiopentaf, Sooficeia

®Shalon Fios Cirurgicos Ltda, Sao Luiz de Montes Belos, GO.

* Enrofloxacina®, Laboratodrios Vencofarma do Brasil Ltda. Londrina, PR.

*Dimorf®, Cristalia produtos quimicos e farmacéuticos Ltda, Itapira, SP.

® Tiopental Sédico®, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP.
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intraperitoneal, na dose de 100 mg/kg, 12 h apds inducéo da lesdo, e 0os outros quatro
ratos, apos 24 h. As amostras do tendao obtidas desde a jungdo musculotendinea até a
insercdo no 0sso calcaneo foram fixadas em formol neutro e tamponado com fosfato a
10%, e processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina. As seccoes
histologicas de 4 um foram coradas pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE)
(LUNA, 1968).

Os achados microscépicos foram analisados por trés avaliadores sem o prévio
conhecimento aos quais grupos as amostras pertenciam. Foram verificados o grau de
sangramento do tenddo, mediante a presenca de hemacias, a existéncia de vasodilatacédo
edema, fibrina e leucécitos, aumento do numero de capilares, assim como a
desorganizacdo das fibras colagenas (ORHAN et al., 2004; CARVALHO et al., 2006;
ELIASSON et al., 2012). Cada variavel histoldgica foi classificada como ausente (0),
discreta (1), moderada (2), moderada a intensa (3) e intensa (4) (modificado a partir de
ORHAN et al., 2004).

Resultados

O periodo de tempo compreendido desde o inicio da inducdo anestésica até a
aplicacdo do antibiético e opidide variou de 15 a 20 min. Ndo ocorreu nenhuma
complicacéo cirargica durante os procedimentos. Durante o procedimento de obtencéo
das amostras para histopatologia foi observado que os tendées submetidos a enducéo d
tendinopatia apresentaram um discreto edema quando comparado com o contralateral.

O exame histolégico dos tend@es utilizados como controle revelou organizacéo e
paralelismo das fibras colagenas, com fibrocitos dispersos e auséncia de células
inflamatorias. Os tendBes submetidos a tendinopatia apresentaram alteracdes
morfologicas caracteristicas da fase inflamatéria da tendinopatia aguda, com perda do
paralelismo e moderada a intensa desorganizacao das fibras colagenas, intenso infiltrado
de neutrofilos (Figura 2a), espessamento do endotélio vascular, com discreto aumento
no numero de capilares, discreta a moderada presenca de hemécias e fibrina, assim
como edema e vasodilatacdo em grau moderado ou de moderado a intenso. As amostras
obtidas 24 h ap0s o procedimento cirdrgico apresentaram maior quantidade de
neutréfilos degenerados (Figura 2b), além de discreto infiltrado de células
mononucleares, particularmente macréfagos. Por outro lado, mostraram menor

quantidade de edema e vasodilatacdo quando comparadas com as obtidas com 12 h. A
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Tabela 1 apresenta os escores verificados para cada caracteristica histopatolégica

avaliada, em cada um desses tempos.

Tabela 1 -Escores obtidos durante avaliagcdo das caracteristicas histopatolégicas, nas
amostras de tenddo analisadas 12 h e 24 h apés inducdo cirdrgica de
tendinopatia

Caracteristicas histopatologicas 12 h 24 h
Hemécias 1 2
Vasodilatagédo 3 2
Edema 3 2
Aumento dos capilares 1 1
Leucocitos 4 4*
Fibrina 1 2
Desorganizacao das fibras colagenas 3 3

*: maior quantidade de neutrofilos degenerados

Figura 2 — Ratos Wistar, machos, 4 meses de idade, fotomicrografia do tendao
submetido a tendinopatia, histopatologia: (a) intenso infiltrado inflamatério do tipo
neutrofilico (setas pretas), vasos dilatados, repletos de hemacias (cabecas de setas), e
coldgeno desorganizado (setas brancas) em amostra avaliada 12 h, e (b) area com
neutrofilos degenerados (setas pretas) 24 h apés inducéo da lesdo. Aumento de 400x (a)

e 419x (b). HE.
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Discussao

Apesar das pesquisas realizadas utilizando ratos como modelo experimental de
tendinopatia para humanos sdo raras as que confirmaram a fase aguda da leséo.
Normalmente os experimentos enfatizam a resposta ao tratamento realizado, n&o
discutindo a eficacia do procedimento de inducdo utilizado. Adicionalmente, os
escassos estudos que discutem a eficacia do procedimento de inducéo foram realizados
para identificacdo de tendinopatia cronica, utilizando sobrecarga mecanica (HUANG et
al., 2004; GLAZEBROOK et al., 2008). Huang et al. (2004) avaliaram o efeito da
corrida em esteira durante 2, 8 e 16 semanas na lesao do tend&o calcanear comum,
secundéria a sobrecarga do tenddo do musculo supraespinhoso. Entretanto, os autores
ndo comprovaram a eficacia do protocolo utilizado pela avaliagdo macroscépica,
mensuracao geomeétrica e analise biomecanica. Por outro lado, Glazebrook et al. (2008)
confirmaram a eficicia dessa atividade fisica sobre o tendao calcanear comum mediante
andlises histopatoldgica e imunoistoquimica. De acordo com 0s autores, a metodologia
foi efetiva ja que foram encontradas alteracGes consistentes com aquelas descritas para o
tendinopatia em seres humanos, como a diminuicdo da organizacéo das fibras colagenas
e 0 aumento de celularidade.

A confirmacédo de tendinopatia em um modelo animal deve ser acompanhada de
aumento no numero de células inflamatérias e de vasos sanguineos, assim como
desorganizacdo da matriz tendinea (LUl et al., 2011). Como ja amplamente mencionada
na literatura cientifica, imediatamente apos ocorréncia de uma lesdo € iniciada uma
cascata de eventos celulares e bioquimicos, objetivando restaurar a funcao normal do
tenddao (JAMES et al., 2008), com a migracdo de plaguetas, hemécias e células
inflamatorias, onde sera realizada a fagocitose (WANG, 2006; ABATE et al., 2009;
ROSENBAUM et al., 2010). Os neutréfilos sdo as primeiras células a chegar ao local da
lesdo (BUTTERFILD et al., 2006), o que ocorre nas primeiras 24 h (MARSOLAIS et
al., 2001), sendo responsavel por iniciar o processo de reparacdo realizado pelos
macrofagos (BUTTERFILD et al., 2006).

O modelo de indugdo apresentado no presente estudo comprovou elevado
incremento de neutréfilos nas amostras de tendGes coletadas tanto 12 h como 24 h apés
o procedimento cirurgico. A presenca de neutrofilos degenerados observados
particularmente nos fragmentos obtidos apds 24 h de inducdo da tendinopatia sinaliza a
ocorréncia de necrose liquefativa. Eliasson et al. (2012) também relataram o aumento de

hemacias ap0Os tendinopatia induzida no tenddo calcanear comum de ratos por
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transecc¢édo. Em outros estudos utilizando ratos como modelo experimental mediante a
realizacdo de lesdo total ou parcial do tenddo calcanear comum, também foram
observados desorganizacdo das fibras colagenas (CHO et al., 2011), aumento das
células inflamatorias (FILLIPIN et al., 2005; SALATE et al., 2005; CARVALHO et al.,
2006; LARAIA et al., 2012), e de hemacias (ELIASSON et al., 2012; LARAIA et al.,
2012), assim como neovascularizagcédo (FILLIPIN et al., 2005; LARAIA et al., 2012).
Todos esses achados relatados nessas pesquisas foram encontrados no presente estudo.

A maior quantidade de vasos dilatados e de edema apds 12 h da inducédo
cirdrgica da tendinopatia revela um processo mais vascular nessas primeiras horas apos
a lesdo, enquanto a maior quantidade de fibrina e de neutréfilos degenerados, um
processo mais necrosante. A fibrina faz parte do fenémeno de inflamacéo aguda, e se
deve ao aumento da permeabilidade vascular com extravasamento de plasma e migracéo
de células inflamatorias.

Fillipin et al. (2005) observaram fibrose sete dias ap6s a inducdo de tendinopatia
do tenddo calcanear comum de ratos, que é uma caracteristica importante na
regeneracao do tenddo. Entretanto, quando em excesso, pode comprometer a capacidade
funcional do mesmo. No presente estudo, a fibrose tecidual ndo foi observada, ja que o
periodo de tempo utilizado para deteccdo da lesdo ndo foi suficiente para a sua
formacéo.

E importante ressaltar que essas pesquisas objetivaram avaliar a eficacia do
tratamento e ndo do procedimento de inducédo da leséo, que variou desde nédo invasivo
(FILLIPIN et al., 2005; SALATE et al., 2005; CHO et al.,, 2011) até cirargico, por
lesdo parcial (LARAIA et al., 2012), total (ELIASSON et al., 2012), ou apenas por
esmagamento do tenddo (CARVALHO et al., 2006). No presente estudo foi realizada
lesdo por compressdo e escarificacdo sendo, portanto, inédito. Tendo em vista que a
lesdo cirurgica pode ser considerada como mais eficaz na indu¢do de tendinopatia
aguda, e pelo fato da casuista em humanos ser frequentemente associada a efeitos
repetitivos, a idealizacdo de um modelo cirtrgico comprovadamente eficiente, e que ndo

acarrete lesdo tendinea demasiadamente grave € desejavel para estudo da afecgéo.
Concluséo

O modelo de inducéo cirargica do tendao calcanear comum de ratos Wistar por

compressdo transversal seguida por escarificacbes € comprovadamente eficiente em
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ocasionar tendinopatia aguda, ja que resulta em alteracdes histopatolégicas compativeis
com a fase inflamatoria da afeccéo.
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gueda de folhas melhoram a fertilidade da camada superficial do solo, estabelecendo
uma relacdo C/N e um pH mais favoravel ao desenvolvimento biético. Trés ou mais

autores: Conforme Floss et al. (1999), os estudos sobre a producédo de serapilheira
tém sido realizados por prover informacdes sobre a taxa de decomposicdo, quando
combinada com a quantificacdo de serapilheira acumulada no piso florestal; Os

estudos sobre a producédo de serapilheira tém sido realizados por prover informacdes
sobre a taxa de decomposicdo, quando combinada com a quantificacdo de

serapilheira acumulada no piso florestal (FLOSS et al., 1999).
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CAPITULO Il
Andlises clinica e biomecanica do tendao calcanear comum de ratos Wistar submetido a

laserterapia associada ou ndo a exercicio excéntrico

Resumo

SILVA, Micheline Ozana da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2013. Efeitos da laserterapia de baixa poténcia associada ou ndo a exercicio
excéntrico no tratamento de tendinopatia induzida do tendao calcanear comum de
Ratos (Rattus norvegicus). Orientadora: Maria Verdnica de Souza. Coorientadores:
Antbnio José Natali e Andréa Pacheco Batista Borges.

Tanto a laserterapia como os exercicios excéntricos séo utilizados em lesdes tendineas,
mas a associacdo dessas modalidades fisioterapéuticas ainda € pouco investigada. O
objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da terapia com laser de baixa poténcia
associada a exercicio excéntrico (caminhada em declive) na tendinopatia do tendéo
calcanear comum (TCC) de ratos Wistar, mediante analises clinica e biomecénica.
Foram utilizados 18 tenddes calcanear comum, provenientes de 15 ratos machos
adultos, com 13%1,4 semanas de idade. Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em seis grupos (L=laser; E=exercicio excéntrico; LE=laser e exercicio excéntrico;
R=repouso; CL= tendao contralateral e S=tendao sadio), contendo trés ratos em cada
um deles. Tendinopatia unilateral com lesdo induzida foi realizada mediante
compressao transversal seguida por escarificacbes das fibras dos tendbes. Os
tratamentos laserterapia (904 nm/3 Jjceidu exercicio excéntrico (caminhada em
declive; 12 m/min; 50 min/dia; esteira com 15° de inclinacdo) iniciaram 24 h apés
cirurgia e permaneceram por 20 dias. Todos os animais foram submetidos & avaliacao
fisica a cada trés dias, com a eutanasia realizada 21 dias apds inducao de tendinopatia.
O TCC e regido adjacente foram avaliados macroscopicamente, e o diametro tendineo
transversal mensurado. Na sequéncia os tenddes de ambos os membros foram obtidos e
congelados a -20°C até o momento da analise biomecéanica, onde foram analisadas as
caracteristicas carga (N), tensédo na carga (MPa) e extensdo (mm) maximas. Edema local
foi observado nas primeiras 72 h do pés-operatdrio, mas nao foi constatado dor durante
exame fisico. Nao houve a formacdo de aderéncia fibrosa e nem aumento no diametro
transversal dos tenddes. O grupo submetido a exercicio excéntrico apresentou menor
(p=0,0000) capacidade de locomocgéao entre os animais lesionados. N&do houve diferenca

entre 0s grupos nas caracteristicas biomecanicas carga maxima (p=0,4379), tensédo na
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carga (p=0,4605) e extensdo méxima (p=0,3820) avaliadas, inclusive considerando-se
os tenddes sadios e contralaterais. Entretanto, foi observado entre os tenddes lesionados,
gue os do grupo LE necessitaram maior carga e tensdo para se romperem. A auséncia de
diferencas significativas entre grupos pode estar relacionada com o periodo de 21 dias
adotado para a avaliagdo biomecéanica. Provavelmente esse tempo foi suficiente para a
reparacéo fisioldgica dos tendfes de ratos Wistar. A utilizagdo concomitante de laser de
baixa poténcia e o0 exercicio excéntrico caminhada, iniciados 24 h apés tendinopatia
induzida cirurgicamente, ndo resultou em um tendao biomecanicamente tao resistente
ou elastico quanto um tenddo saudavel. Por outro lado, também n&o influenciou
negativamente na estrutura e fungéo do TCC.

Palavras-chave:laser de baixa poténcia, atividade fisica, resisténcia mecanica a tracao,

tendinopatia, caminhada em esteira.
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Clinical and biomechanical analyzes of the common calcaneal tendon of Wistar rats

underwent laser therapy associate or not eccentric exercise

Abstract

SILVA, Micheline Ozana da, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, naretfh3.
Effects of low level laser therapy associated or not eccentric exercise on
tendinopathy of the common calcaneal tendon of ratéRattus norvegicus). Adviser:
Maria Verdnica de Souze&Co-advisers: Antonio José Natali and Andréa Pacheco
Batista Borges.

Both laser therapy and eccentric exercise are used in tendon injuries; however, the
association of these physiotherapeutic modalities is yet little investigated. The objective
of the present study was to evaluate the effect of low-level laser therapy associated to
eccentric exercise (downhill walking) on tendinopathy of the common calcaneal tendon
(CCT) of Wistar rats, by clinical and biomechanical analyzes. Eighteen common
calcaneal tendons were used obtained from 15 male adult rats, 13+1.4 weeks old.
Animals were randomly distributed in six groups (L=laser; E=eccentric exercise;
LE=laser and eccentric exercise; R=rest; CL= contralateral tendon; and H=healthy
tendon), with three rats each of them. Unilateral tendinopathy with induced lesion was
done by transversal compression followed by scarification of tendon fibers. The
treatments laser therapy (904 nm/3 Jjcantd/or eccentric exercise (downhill walking;

12 m/min; 50 min/day; 15inclination treadmill) began 24 hours after surgery and
remained for 20 days. All animals were submitted to physical evaluation every three
days, with euthanasia performed 21 days after lesion induction. CCT and adjacent area
were macroscopically evaluated and the transversal tendon diameter was measured.
Following, tendons of both limbs were collected and frozen at -20°C until
biomechanical analysis, on which the characteristic of maximum load (N), stress at
ultimate (MPa) and maximum extension (mm) were analyzed. Local edema was
observed on the first 72 h postoperative, but no pain was detected under physical
examination. No fibrous adhesions were observed nor an increase in transversal
diameter of the tendons. The group submitted to eccentric exercise presented the lower
(p=0.0000) locomotion capacity among injured animals. No difference occurred
between groups for the evaluated biomechanical characteristics maximum load
(p=0.4379), stress at ultimate (p=0.4605) and maximum extension (p=0.3820), even

considering healthy and contralateral tendons. However, it was observed among injured
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tendons, that the LE group required greater load and strain to rupture. The absence of
significant difference between groups may be related to the 21 days-period used for
biomechanical evaluation. Probably this time was enough for physiological repair of
Wistar rats tendon. The concomitant use of low-level laser and the eccentric exercise
walking, beginning at 24 h after surgically induced tendinopathy, does not result in a
tendon biomechanicallgsresistant or elastic as a healthy tendon. On the other thand,

also does note influence negatively the structure and function of the CCT.

Keywords: low-level laser therapy, physical activity, tensile strength, tendinopathy,

treadmill walking.
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Introducao

A terminologia tendinopatia é utilizada para definir diversas condi¢cdes dolorosas que
afetam os tenddes, e que sdo acompanhadas por dor, edema, perda de funcéo
(Alfredson, 2003; Maffulli et a] 2003; Wang et al, 2006; Kaux et al., 2011), assim
como alteracdes nos tecidos adjacentes as articulagbes por onde a estrutura tendinea
realiza o seu trajeto anatomico (Wang et al., 2012).

Os tenddes possuem a funcao de transmitir forca muscular (James et al., 2008,
Wang et al.,, 2012), estabilizar a articulacdo e, portanto, permitem adequada
movimentagdo dos membros (Wang et al., 2012). Sua organizagcao paralela com fibras
dispostas de forma helicoidal possibilita sua resisténcia a tracao (James et al., 2008).
Também possuem a capacidade de alterar seu metabolismo, sua estrutura e propriedades
biomecanicas e, possivelmente, sofrer adaptacdes em resposta as cargas a que Saa
submetidos (Wang, 2006). Por outro lado, uma adaptacdo anormal a essas cargas pode
levar ao surgimento de tendinopatia (Tardioli et al., 2012), que pode estar relacionada
com diversos fatores intrinsecos e extrinsecos ao tendao (Riley, 2004; Rees et al., 2006)
como idade, genética, suprimento vascular (Abate et al., 2013) e, inclusive, aplicacdo de
medicamentos, como, por exemplo, as fluoroquinolonas em pacientes que possuem
suscetibilidade idiossincratica (Chhajed et al.,, 2002), ou seja, uma predisposi¢ao
individual.

Uma vez lesionado, dependendo da gravidade, pode levar meses para completa
reparacao do tenddo. Entretanto, as caracteristicas biomecanicas podem nao retornar a
sua normalidade (Hope e Saxby, 2007). Portanto, existe uma busca incessante por
modalidades terapéuticas que promovam uma recuperacdo mais rapida e de melhor
qualidade dos tendBes. Nesse contexto, o laser de baixa poténcia é uma terapia que vem
sendo utilizada em lesdes tendineas, por promover analgesia (Aras et al., 2010), e por
estimular a sintese de colageno (Dogan et al., 2010), fatores de crescimento e a
angiogénese, o0 que possibilita o reparo tecidual mais rapido (Salate et al., 2005), com
adequada organizacao estrutural das fibras de colageno (Arruda et al., 2007).

Atividade fisica controlada também é considerada como uma alternativa
importante ndo apenas para a prevengdo, mas como forma de tratamento das
tendinopatias (Riley, 2008). Entre as atividades utilizadas se destacam as que utilizam
0S exercicios com contracdo excéntrica, onde a forca gerada pelo muasculo ndo é
suficiente para superar a carga a ele imposta. Portanto, as fibras musculares se estendem

e alongam quando estdo contraindo (Frick, 2010), o que resulta em importantes
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adaptacoes fisioldgicas na forgca e massa muscular. A caminhada em declive € um tipo
de exercicio excéntrico (Duan et al., 1990), que de acordo com Langberg et al. (2007),
provoca melhora na estrutura do tenddo, com aumento na producao do colageno. Essas
caracteristicas favorecem uma melhor qualidade de reparacédo ao tecido, deixando-o o
mais proximo das suas caracteristicas normais.

O presente estudo parte da hipétese de que a associagcdo de laserterapia com
exercicio excéntrico controlado resultard em um processo de reparacdo mais rapido,
com um tenddo mais resistente a cargas e com menor rijieeze sentido, o objetivo
desse estudo foi avaliar, mediante estudo biomecénico, a resposta a terapia com laser de
baixa poténcia arseneto de galio (GaAs), associada a exercicio excéntrico, na

tendionopatia do tendéo calcanear comum de ratos Wistar.

Material e Métodos

Esse projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA)
da Universidade Federal de Vicosa (Processo 108/2011). Os procedimentos foram
realizados de acordo com as Normas de Conduta para o Uso de Animais no Ensino,
Pesquisa e Extensdo do DVT/UFV, o Cddigo de Etica Profissional do Médico
Veterinario, 0s principios éticos para pesquisa animal, estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal e a Legislacéo brasileira vigente.

Foram utilizados 18 tendBes calcanear comum, provenientes de 15 ratos adultos
(Rattus Norvegicyslinhagem Wistar), machos, com idade entre 12 e 14 semanas
(13£1,4), e peso corporal variando entre 300 e 350 g (325+35,35). Somente foram
incluidos no estudo animais com integridade fisica do aparelho locomotor, determinada
apos exame fisico, onde foram realizados testes comportamentais para avaliacdo da
sensibilidade dolorosa e capacidade de locomocéao (Tabela 1).

A sensibilidade dolorosa foi avaliada mediante escala subjetiva, classificada de 0
a 5, conforme protocolo utilizado por Attal et al. (1990) com adaptacdes (reclassificacao
dos escores, e maiores detalhes sobre as caracteristicas). A capacidade motora foi
avaliada com escores que variaram de 0 a 12, segundo protocolo descrito por Silva
(2008), onde quanto maior o escore, mais proximo o animal se encontrava da
normalidade. Para essa avaliacéo, foi observada a atividade espontanea dos animais, no
que se refere ao movimento dos membros pélvicos e andamento, ou seja, a
deambulacéo. Inicialmente, os animais foram colocados individualmente em um espaco

de 1,5 m de comprimento por 0,5 m de largura, para observacdo do andamento
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(incluindo claudicacéo) e, na sequéncia, foram submetidos a uma avaliacdo mais
especifica, realizada em barras de madeira. Foram utilizadas seis barras, cada uma com
1 m de comprimento, e com larguras de 7,7; 6,7; 5,7; 4,7; 3,7; 2,7 e 1,7 cm. Todos o0s
ratos foram colocados para caminhar duas vezes em cada uma das barras, sendo o
procedimento realizado da barra mais larga para a mais estreita.

Durante o periodo de uma semana, os animais foram alojados em gaioleiros
individuais (Beiramar Industria e Comércio Ltda, Sado Paulo, SP, Brasil), para se
adaptarem as condicdes de temperatura de aproximadamente 26°C, e aos fotoperiodos
de 12 h diarias. Todos os ratos se movimentaram livremente dentro da gaiola,
receberam racdo comercial (VETCOM Comercial Agroveterinaria Ltda, Belo
Horizonte, MG, Brasil), e aguad libitum

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos (L, E, LE, R, S e
CL) contendo trés amostras de tendoes em cada grupo. O grupo “L” foi composto por
animais submetidos laserterapia, enquanto que o grupo “E” a exercicio excéntrico do
tipo caminhada em esteira. Os animais do grupo “LE” foram submetidos tanto a
laserterapia quanto a caminhada em esteira, j4 os do grupo “R” ficaram em repouso
durante todo o processo depdecao tendinea. No grupo “S”, os animais possuiam
completa integridade dos tenddes, ou seja, eram sadios, e o grupo “CL” foi formado
pelo membro contralateral ao tenddo lesionado dos grupos R, E e LE (escolha
aleatédria). A identificacdo dos animais foi realizada por meio de sequéncia numérica
localizada na cauda, de acordo com o grupo a que pertenciam. Os animais dos grupos E
e R foram manipulados como se fossem receber a radiacdo, porém o equipamento foi

mantido desligado.
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Tabela 1 Teste comportamental baseado na sensibilidade dolorosa e na capacidade

motora

Escore

Avaliacéo fisica

© 00 N oo o0 WON L O

e
N B O

Sensibilidade dolorosa (de acordo com Attal et al., 1990)
Ausente (regido distal do membro pressiona normalmente no solo)
Discreta (regido distal do membro repousa discretamente no solc
manutenc¢do dos digitos flexionados)

Discreta a moderada (apenas a face interna da regido distal do me
pressionada no solo durante o0 andamento)

Moderada (apenas a regido talocalcanea é pressionada no solo)
Moderada a intensa (toda a regido distal se encontra elevada)
Intensa (regido distal elevada e sendo lambida pelo animal)

Capacidade Motora (de acordo com Silva, 2008)
Nenhum movimento nos posteriores, sem apoio de peso
Movimento sutil, desconexo dos posteriores, sem apoio de peso
Movimento bem visivel nos posteriores, sem apoio de peso
Apoio de peso nos posteriores, anda cdinciti
Anda com dificuldade moderada
Anda com déficit discreto e ndo consegue andar na barra de 7,7 cm
Anda normal ou com déficit discreto, e consegue andar na barra de 7
Consegue andar na barra de@&yvy
Consegue andar na barra de 5,7 cm
Consegue andar na barra de 4,7 cm
Consegue andar na barra de 3,7 cm
Consegue andar na barra de 2,7 cm

Consegue andar na barra de 1,7 cm

Inducéo de tendinopatia

A escolha de qual tenddo calcanear comum seria submetido a tendinopatia unilateral foi

aleatéria. Para realizacdo da inducdo cirdrgica de tendinopatia, os ratos foram

submetidos a jejum alimentar (2 h), e hidrico (1 h) antes do inicio do procedimento
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anestésico, que foi realizado conforme descrito por Silva et al. (2013). Apos tricotomia
na regido plantar do membro pélvico, os animais foram colocados em camara de
inducdo onde receberam isoflurano (Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda,
Itapira, SP, Brasil) na concentracdo de 5% em 2 L dep® um periodo de
aproximadamente 2 min. Na sequéncia foram retirados da camara e posicionados na
mesa cirurgica, onde continuaram recebendo isoflurano (3% em 1,5 }) dieirénte

todo o procedimento cirdrgico.

Apoés antissepsia local com iodo-povidine tépico a 1% (Rioquimica Industria
Farmacéutica, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil), os animais foram posicionados em
decubito ventral, sendo entdo realizada incisdo cutdnea longitudinal de
aproximadamente 1,5 cm na regido plantar do membro pélvico direito ou esquerdo,
(escolha aleatdria), utilizando bistufi hl. Na sequéncia foi realizada divulsdo romba
do tecido subcutéaneo e exposicao do tend&o calcanear comum. A leséo foi realizada no
ponto médio situado entre a juncdo miotendinea e a insercdo do tenddo no 0Sso
calcaneo, mediante a realizacdo de compressao transversal de toda a espessura do
tendao durante 10 segundos, utilizando duas cremalheiras daHailst@admosquito
hemostéatica, assim como 10 escarificacbes das fibras do tenddo, em sentido
proximodistal, utilizando lamina de bisturf 11. Em seguida a pele foi suturada
utilizando Nylon 3-0 (Shalon Fios Cirurgicos Ltda, Sdo Luiz de Montes Belos, GO,
Brasil), no padréo continuo, do tigdolff.

Ainda com os animais sob efeito anestésico, foi administrada dose Unica (40
mg/kg) do antibidtico enrofloxacina (Laboratérios Vencofarma do Brasil Ltda,
Londrina, PR. Brasil) por via intramuscular, assim como o analgésico morfina [3
mg/kg, via subcutanea (Cristalia produtos quimicos e farmacéuticos Ltda, Itapira, SP.
Brasil)], que foi repetido a cada 6 h, por um periodo de 12 h. Ao final do procedimento
cirrgico, os animais foram acomodados em aquecedores, a uma temperatura de
aproximadamente 27°C, onde permaneceram até completa recuperacéo anestésica, 0 que
ocorreu em um tempo maximo em 7 min. Durante o periodo pés-operatério, as feridas

foram limpas diariamente com gaze embebida em agua corrente.

Tratamentos
Os animais dos grupos L e LE receberam laser de baixa poténcia, a base de GaAs. A
aplicacéo foi realizada de forma pontual, com a caneta de laser localizada em um Unico

ponto, no modo pulsatil, durante 9 seg/dia, com o aparelho laserpulse (lbramed
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Industria Brasileira de Equipamentos Médicos Ltda, Amparo, SP, Brasil), comprimento
de onda de 904 nm, densidade de energia de 3 J/cm? e poténcia méxima de 100
mW/cmz2. O tratamento foi iniciado 24 h apds inducdo da lesdo, sendo aplicado
diariamente por um periodo de 20 dias. Durante a aplicacéo do laser, os animais foram
imobilizados manualmente e posicionados em decubito ventral, conforme protocolo
utilizado por Xavier et al. (2010). O aparelho foi colocado perpendicular a lesdo, sendo
a radiacao feita sempre no mesmo horério, observando um intervalo de 24 h entre as
aplicacdes, conforme descrito por Taciro et al. (2007) e Silva et al. (2011). Como
medida de seguranca, os executores utilizaram 6Oculos de protecdo (Ilbramed Industria
Brasileira de Equipamentos Médicos Ltda, Amparo, SP, Brasil) contra a radiacdo
emitida.

Os animais dos grupos E e LE foram submetidos diariamente a exercicio
excéntrico controlado, a partir de 24 h da inducédetidinopatia. Foi adotado um
protocolo de caminhada em esteidante com motor elétrico (Insight Pesquisa e
Ensino Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) propria para ratos, durante um periodo de trés
semanas, modificado a partir do descrito por Nakamura et al. (2008), que utilizaram
corrida em esteira, com maior periodo de exercicio (60 min) e velocidade (15m/min).
Com a finalidade de adaptacdo prévia ao exercicio, os ratos foram exercitados durante
sete dias consecutivos antes da inducdo cirurgica da leséo.

A velocidade foi fixada em 12 m/min, por um tempo de 50 min/dia, tanto
durante o periodo de adaptacdo como no experimental. A esteira foi mantida com 15° de
inclinacdo, e os animais caminharam em declive, ou seja, em sentido contrario ao
tradicional. O exercicio excéntrico foi realizado em ambiente tranquilo, com pouca

iluminacédo e em temperatura ambiente de aproximadamente 25°C.

Avaliacao fisica

Apoés inducdo de tendinopatia e durante a realizacdo dos tratamentos, os ratos foram
submetidos a avaliacado fisica do local da lesé@o e aos testes comportamentais descritos
na Tabela 1. O primeiro exame foi conduzido 12 h apés a cirurgia, sendo os demais
realizados a cada trés dias, durante 20 dias. Foram realizadas 24 observagbes (n=24)
durante os testes comportamentais, ou seja, 8 avaliacbes contendo 3 animais
(repeticdes) em cada grupo. O exame local consistiu de avaliagdo da presenca de edema.

Inicialmente foi observado se havia aumento de volume no local da cirurgia, e
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imediatamente ap0s a eutandsia dos ratos, foi verificado o didmetro transversal do

tendao.

Avaliacédo biomecanica
Amostras do tendao foram obtidas dos diferentes grupos experimentais para avaliagao
biomecanica, mediante teste de tracdo do tenddo calcanear comum, durante a fase
proliferativa do processo de reparacao tendinea. Para isso os ratos foram eutanasiados
aos 20 dias apos o inicio dos tratamentos, conforme protocolo utilizado por Orhan et al.
(2004). Para a realizagao da eutanésia, os animais foram deixados em jejum alimentar (2
h) e hidrico (1 h). O procedimento foi realizado com tiopental soédico [100 mg/kg, via
intraperitoneal (Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP. Brasil)].

ApoOs eutanasia, foi realizada incisdo cutanea da pele referente a regido plantar dos
membros pélvicos, divulsdo romba do tecido subcutdneo, e exposicdo do tendao
calcanear comum. Nesse momento foi averiguada a possivel existéncia de aderéncias
entre o tenddo e a pele e/ou tecidos adjacentes. Na sequéncia foi avaliado o diametro
transversal dos tenddes, mediante a utilizacdo de um paquimetro (Innovare, Cirdrgica
Passos, Curitiba, PR, Brasil), posicionado no ponto médio do tenddo entre a juncao
miotendinea e a sua inser¢cdo no 0sso calcaneo, de acordo com os procedimentos
descritos por Eliasson et al. (2012).

O tendao calcanear comum do membro lesionado e contralateral foram dissecados
e posteriormente removidos, sendo mantida sua insercdo no 0sso calcaneo. A
continuagéo os tenddes juntamente com a regiao distal dos membros foram envolvidos
em gazes, e colocados em recipientes plastico contendo NaCl a 0,9%, eonform
protocolo adotado por Souza et al. (2010). Finalmente, o material foi deixado congelado
a-20°C até o momento da realizacédo da analise biomecanica.

Imediatamente antes dos procedimentos para andlise biomecanica, os membros
foram descongelados utilizando agua corrente, e dissecados, de forma que o tendao
ficasse fixado na sua origem a uma pequena regido onde se encontram os musculos
gastrocnémio e soleo, € na sua insercdo com toda a regido denominada como “pata”.

Um fragmento tendineo de aproximadamente 1 cm foi testado até ruptura, utilizando
maquina universal de ensaio mecanico (Instron Brasil, Tocantins, Barueri, SP, Brasil),
gue se encontrava acoplada a um computador, fornecendo o diagrama de deformacao de
cada tendao avaliado (Fig. 1). O tendao foi fixado em garras e o teste conduzido (Fig. 2)

com uma velocidade de deformacdo da carga de 0,5 mm/s, conforme protocolo
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realizado por Sardenberg et al. (2011), e com uma distancia de 6 mm entre as garras. Os
fragmentos foram mantidos Umidos pela aplicacdo continua de NaCl a 0,9% (Souza et

al., 2010). Foram avaliadas as caracteristicas carga maxima (N), tensdo na carga

maxima (MPa) e extensdo maxima (mm).
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Fig. 1 Diagrama fornecido pela maquina universal de ensaio mecéanico, or
observa a carga maxima (N) necesséria para romper o tera@agtezsdo maximi

(mm) alcancada pelo tendao calcanear comum de ratos Wistar.
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Fig. 2 Teste biomecanico realizado em maquina universal Instron. Tendao cal
comum de ratos Wistar, com sua juncdo miotendinea fixada na garra proxima
insercdo no 0sso calcaneo fixada na garra distal (a). Tracdo do tend&o a vel
de 0,5 mm/seg (b).

Analise estatistica

O experimento foi instalado no delineamento inteiramente casualizado, com seis
tratamentos (grupos L, E, LE, R, S e CL), em trés repeticdes (animais), avaliado aos 21
dias apos a inducdo da lesdo. A quantidade de tenddes estabelecida por grupo foi a
minima necessaria para a conducdo do experimento e permitiu a realizacdo de analises
inferenciais com um numero adequado de graus de liberdade para o residuo da analise
de variancia (ANOVA). Para as avaliacfes fisica (edema, sensibilidade dolorosa e
capacidade locomotora) e macroscopica (aderéncia tecidual do tipo fibrosa) ndo foram
considerados os grupos contralateral e sadio. Os dados foram submetidos a anélise
descritiva com a apresentacao dos valores médios e desvios padrdo. Foram efetuados os
testes de Lilliefors e de Cochran para verificacdo da normalidade e da homogeneidade
de variancias, respectivamente. Em seguida foi utilizada ANOVA para verificagdo do
efeito dos tratamentos nas avaliacbes fisicas (anteriormente mencionadas, além do
diametro transversal) e biomecanica [carga maxima (N), tensdo na carga maxima (MPa)
e extensdo maxima (mm)]. Os tratamentos foram comparados pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Todas as analises foram realizadas com o software Statistica 12, 2013

(www.statsoft.com).
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Resultados

Durante todo periodo experimental, nenhum animal apresentou infec¢do local ou
deiscéncia da ferida cirdrgica. Na primeira avaliacdo, realizada 12 h apés a inducéo de
tendinopatia, foi observado edema de intensidade discreta nos membros lesionados, que
se manteve até 72 h. N&o houve aderéncia tecidual nem aumento do didmetro
transversal dos tenddes (p=0,5820) apos 21 dias da cirurgia, quando essas caracteristicas
foram avaliadas.

Durante a avaliagdo da sensibilidade dolorosa, os ratos aparentemente né&o
apresentaram sinais de desconforto, e mantiveram postura normal do membro pélvico.
Portanto, todos os ratos receberam escore 0 (ausente) para a classificacdo da
sensibilidade dolorosa adotada no estudo. Por outro lado, a avaliagcdo da capacidade
locomotora revelou discreta claudicacdo em todos os animais até 72 h apds inducéo de
tendinopatia, observada durante deambulacdo em campo aberto. Houve diferenca
(p=0,0000) entre os grupos para a capacidade motora (Tabela 2). Os animais
exercitados, mas nao tratados com laser, apresentaram menor capacidade locomotora do
gue os demais, ja que 0s ratos ndo conseguiram se locomover nas barras de 2,7 e 1,7
cm. A figura 3 apresenta as informacdes referente a capacidade de locomocgéo, sendo
possivel observar a menor capacidade de se locomover nos animais apenas exercitados.

Dois animais do grupo que foram deixados em repouso (durante todos os tempos
avaliados, ou seja, oito), um animal do grupo tratado com laser (a partir da sexta
avaliacdo) e outro do que recebeu laser associado exercicio excéntrico (a partir da

terceira avaliagdo) conseguiram se locomover na barra de 1,7 cm.

Tabela 2 Valores médios e desvios padrdo referentes aos escores para avaliacdo da
capacidade motora dos animais dos diferentes grupos apds 21 dias da irelucdo d

tendinopatia

Grupos Escores Capacidade locomotora

Repouso 11,04+1,49 a Caminhou até a barra com 2,7 ¢
Exercico excéntrico 9,96+1,00 b Caminhou até a barra com 3,7 c
Laser 11,67+0,76 a Caminhou até a barra com 2,7 c
Laser e exercicio excéntrico 11,29+0,91 a Caminhou até a barra com 2,7 ¢

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Fig. 3 Evolucdo dos escores médios obtidos na avaliagdo da capacidade mc
longo do tempo. Nota-se que o grupo submetido a exercicio excéntrico apreset
todos os tempos avaliados menor capacidade de locomocéo, diferentemente ¢

submetido apenas a laserterapia.

Todos os tendbes submetidos a andlise biomecanica romperam na juncéo
miotendinea. Ainda que os valores obtidos tenham demonstrado que os tenddes tratados
com laser e exercicio excéntrico necessitaram de maior carga (26,59+19,63 N), e tenséo
(2,25£1,67 MPa) para se romperem, ndo houve diferenca entre os grupos avaliados para
as variaveis biomecanicas extensdo (p=0,3820), tensdo (p=0,4605) e carga maximas
(p=0,4379) (Tabela 3).

Tabela 3 Valores médios e desvios padréo referentes as variaveis avaliadas na andlise

biomecanica realizada ap6s 21 dias da inducéo de tendinopatia

Grupos Carga Maxima (N) Tensdo na cargExtensdo Maxim
(MPa) (mm)
Repouso 20,53+6,09 1,77+0,53 9,14+1,69
Exercicio excéntrico 25,47+20,10 2,16+1,71 8,96+0,98
Laser 15,31+7,97 1,30+0,68 9,16+2,26
Laser e exercicio excéntric 26,59+19,63 2,25+1,67 6,99+2,26
Contralateral 35,15+1,76 2,96+0,13 9,29+1,03
Sem leséo 34,33+11,68 2,87+0,95 7,33+1,19

p>0,05 pelo teste de Tukey.
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Discussao

Existem varios métodos de indugdo tendinopatia em ratos, sendo o procedimento
cirdrgico por tenotomia (Laraia et al, 2012; Barbosa et al, 2013) ou tenectomia
(Eliasson et al, 2012) e a administracdo de colagenase (Marsolais et al., 2001; Pires et
al., 2011) os mais utilizados. O trauma mecanico com guilhotina (Salate et al., 2005;
Joensen et al.,, 2012 com carga (Fillipin et al., 2005), a sobrecarga mecanica
(Glazebrook et al., 2008) e o uso de sustancias como citocinas, antibidticos e
prostaglandinas, também sdo mencionados (Lui et al., 2011). O protocolo de inducéo de
tendinopatia utilizado na presente pesquisa foi testado anteriormente e se mostrou
eficiente em promover a lesdo em ratos Wistar, jA que ocasiona um quadro de
tendinopatia aguda (Silva et al., 2013).

A auséncia de infeccédo local da ferida cirdrgica sugere que os procedimentos de
antissepsia adotados no pré e poés-operatério foram adequados. Adicionalmente, a
auséncia de aderéncia fibrosa do tenddo com os tecidos adjacentes sugere que a fase
inflamatdria da tendinopatia esteve sob controle, ja que aderéncias estdo intimamente
relacionadas com a intensidade e duracdo do processo inflamatério (Orhan et al., 2004).
Na realidade, além de células inflamatorias originadas da periferia do tecido para o local
da lesdo, a formacgéo aderéncias também esta relacionada com outros fatores como, por
exemplo, a migracdo extrinseca de fibroblastos (Sharma e Maffulli, 2005; James et al.,
2007), crescimento excessivo e desordenado do tecido de granulacédo (Foland et al.,
1992) e formacdo de um tecido cicatricial em torno da bainha tendinea (Wang et al.,
2012). Por outro lado, a atividade fisica controlada, ou pelo menos, a possibilidade de
livre movimentacdo dos ratos nas gaiolas também foi importante para o nao
aparecimento de aderéncias. Enquanto a imobilizacdo do membro pode afetar as
propriedades biomecéanicas do tenddo (Wren et al., 2000), a atividade fisica é essencial
para sua recuperacao (Nakamura et al., 2008).

O edema local observado por 72 h era esperado devido ao trauma cirurgico.
Apds uma leséo se inicia a fase inflamatoria da reparacéo tendinea, que € caracterizada
macroscopicamente pela presenca de edema (Dahlgren, 2007). A duragdo dessa fase &
variada, podendo se estende2dg\Wang et al., 2006) a 72 h (Eliasson et al., 2009), ou
até uma a duas semanas (Dahlgren, 2007). A reducdo do edema nos animais submetidos
a exercicio excéntrico pode estar relacionada com a intensidade do tratamento realizado,
ja que de acordo com Lana et al. (2008), pode influenciar no volume do edema na fase

aguda da lesdo. Os autores trabalharam com ratos, cujo tecido subcutaneo do coxim
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plantar foi lesionado com injecdo de carragenina, uma solucéo irritante utilizada para
induzir inflamag&o aguda, e submetidos a exercicios fisicos em esteira ergométrica em
baixa (de 5 a 15 m/min/60 min; esteira com 1% inclinacdo/12 semanas) ou alta
intensidade (de 5 a 25 m/min/75 min; esteira com 15% inclinacdo /11 semanas). O
grupo que realizou atividade em alta intensidade, ndo apresentou nas primeiras 24 h
apos a lesdo, diferenga (p>0,05) no volume do edema, quando comparado com um

grupo de animais que ndo foram exercitadesacordo com 0s autores, 0 exercicio em

alta intensidade provoca aumento da IL-6. Entretanto, apesar dessa citocina desencadear
um efeito pré-inflamatério, ela também esta relacionada com uma acdo anti-
inflamatdria, embora ndo seja suficiente para reduzir o volume do e@emanento

dessa citocina se deve ao fato de que o treinamento em alta intensidade pode acarretar
estresse, e aumentar os niveis de glicocorticoides enddgenos.

Nos animais do grupo tratado apenas com laserterapia, a reducao do edema pode
estar relacionada com a acao do laser na melhora da circulagéo local, o que promove a
reducdo do edema (Gur et al., 2004). Embora o grupo que foi mantido em repouso nao
tenha recebido nenhum tratamento, a possibilidade de movimentacao livre dentro da
gaiola também pode ter sido um fator positivo para a redu¢cdo do edema nesses animais.
Por outro lado, a auséncia de diferenca entre 0os grupos no diametro transversal do
tendao, aos 21 dias apoés inducdo da lesdo, sugere que o tendao calcanear comum de
ratos, lesionado conforme metodologia adotada no presente estudo se encontra
macroscopicamente reparado em apenas trés semanas. Essa rapida recuperacdo dc
tendinopatia foi confirmada pela analise biomecanica, que ndo revelou diferenca entre
0S grupos.

A auséncia de sensibilidade dolorosa na avaliacao fisica realizada 12 h apds a
cirurgia pode estar relacionada com o analgésico administrado, o que pode ter
mascarado o quadro algico. No entanto, os ratos permaneceram sem dor nas avaliacdoes
seguintes. Nos grupos que receberam laserterapia, essa auséncia pode ser justificada
pelo efeito analgésico do laser de baixa poténcia (Hamblin e Demidova, 2006), o que
pode resultar do aumento da liberacdo de endorfinas, as quais ampliam o limiar de dor
(Moshkovska e Mayberry, 2005).

Apesar da auséncia de sensibilidade dolorosa, ndo pode ser descartada a
possibilidade de incbmodo de origem mecéanica, visto que 0s animais apresentaram uma
discreta claudicagdo durante a avaliacdo da capacidade locomotora. Outra hipotese é de

que a escala utilizada para a avaliacdo da sensibilidade dolorosa pode néo ter sido
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adequada para o tipo de lesdo provocada. A escala adotada para o exame fisico foi
baseada naquela descrita por Attal et al. (1990), para avaliagdo da dor em ratos com
lesdo do nervo ciatico, ou seja, para dor de maior intensidade. Miniville et al. (2008)
também utilizaram a mesma classificacdo para verificar a resposta de ratos com fratura
induzida por trauma na tibia (reduzida com pino intramedular) ao tratamento com
morfina ou cetoprofeno. De acordo com os autores, a escala foi eficaz na identificacao
da dor, e os medicamentos utilizados promoveram analgesia dose-dependente.
Entretanto, como a fratura foi realizada com guilhotina, deve ter afetado ndo apenas o
tecido 6sseo, mas também os adjacentes. Segundo Oliva et al. (2004) les&o no peridsteo,
proveniente de procedimentos ortopédicos, provocam maior severidade de dor no
periodo pds-operatdrio, que as ocasionadas em tecidos moles.

A escala utilizada para avaliar a capacidade locomotora dos animais se mostrou
eficiente. Foi possivel perceber a evolugédo funcional dos animais durante o caminhar
nas barras, embora os ratos do grupo E tenham apresentado menor capacidade de
locomocédo. De acordo com Silva (2008), a escala possibilita identificar alteracfes
minimas, que muitas vezes sao imperceptiveis durante avaliacdo da deambulacdo em
campo aberto. Os autores utilizaram a escala para avaliar a capacidade locomotora em
ratos Wistar submetidos a osteotomia do processo espinhal de vértebras toracicas,
seguida pela retirada da lamina dorsal da vértebra. Na sequéncia a duraméater foi
lesionada utilizando um aparelho estereotéaxico e carga de 50,5 por cinco minutos.

See et al. (2004) demonstraram que exercicios do tipo corrida em esteira (de 4 a
12 m/min, durante 15 a 19 min), realizado a partir Ydi& apds ruptura parcial do
tenddo calcanear comum melhoram a sua funcdo. Da mesma forma, Barbato (2011)
demonstrou que o exercicio do tipo corrida em esteira, iniciado uma semana apos
ruptura total do tendéo exerce efeito positivo na recuperacao tendinea. Por outro lado,
apesar de Godbout et al. (2006) mencionarem que exercicio realizado de forma
voluntaria (roda giratéria presente no interior das gaiolas, acoplada a um contador),
iniciada sete dias apds lesdo do tenddo calcanear comum por colagenase, promove a
sintese de colageno, também pode ter um efeito negativo, como o prolongamento da
fase inflamatéria. O protocolo adotado no presente estudo, com inicio do exercicio
excéntrico 24 h apdés tendinopatia induzida por compresséao transversal e escarificacéo,
ndo foi benéfico em promover completa recuperacdo da capacidade locomotora dos

animais, pois o0 grupo tratado apenas com exercicio excéntrico apresentou dificuldade
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em se locomover nas barras mais estreitas (2,7 e 1,7 cm), entretanto, quando associado a
laserterapia essa capacidade de locomocéo foi maior do que a dos grupos R e E.

Apesar da importancia do exercicio excénrico na recuperacao das tendinopatias,
contracao tipo excéntrica pode promover microrrupturas das fibras musculares (Clebis
et al., 2001). A decisdo em comegar o0 exercicio apos 24 h de inducdo da tendinopatia
foi para padronizar o momento de inicio dos tratamentos, de forma a minimizar os
fatores de riscos que pudessem comprometer a interpretacao dos resultados obtidos.

Adicionalmente, esse momento para inicio das atividades era particularmente
importante pelo fato de que o laser de baixa poténcia esta indicado ja nas primeiras
horas apés lesdo tendinea, devido ao seu efeito analgésico e anti-inflamatoério. Esse
momento, considerado como ideal, também foi baseado no protocolo descrito por
Nakamura et al. (2008), que observaram efeito benéfico da corrida em declive (15° de
inclinagcdo; 15m/min por 60 min/durante 14 dias), quando iniciada 24 h apés inducéo
cirirgica de tendinopatia no tenddo patelar de ratos. Entretanto, os pesquisadores
comprovaram a eficacia da atividade fisica por histopatologia, mas ndo por avaliagéo
biomecanica. Esse tendao, juntamente como o calcanear comum S&80 as estruturas
anatdémicas mais comumente afetadas por tendinopatia nos seres humanos (Warden et
al., 2007; Lui et al., 2011). Entretanto, ao que parece o patelar € mais resistente. Kaux et
al. (2012) compararam o exercicio excéntrico corrida em declive (15° de inclinacdo da
esteira; 17 m/min; 60 min/5 semanas) com o exercicio concéntrico corrida em aclive e
observaram que o tendao patelar sadio, submetido ao exercicio excéntrico necessitou de
maior carga (79,3 N) para romper em relagcdo ao seu controle (61,2 N) (animais néo
exercitados), diferentemente do que ocorre com o tenddo calcanear comum, cujos
valores nos animais submetidos ao exercicio excéntrico (66,4 N) ndo foram
estatisticamente diferentes do controle (61,7 N), ou seja, animais nao exercitados. Esses
autores ressaltaram a importancia do exercicio excéntrico em relacdo ao concéntrico
que, aparentemente, resultou em um tenddo com propriedades biomecanicas superiores.
Por outro lado, considerando a velocidade (17 m/min), o tempo de atividade (60
min/dia) e periodo de avaliagédo (5 semanas), utilizados por esses autores, o protocolo de
exercicio excéntrico adotado no presente estudo néo parece ter sido excessivo. Aléem do
mais, os animais foram adaptados previamente, conforme realizado em outros estudos
(Glazebrook et al. 2008; Eliasson et al.,, 2012). Esse processo de adaptacdo, que
geralmente varia de uma a duas semanas, € considerado como fundamental por Godbout

et al. (2006), ja que possivelmente melhora a capacidade de desempenho dos animais.
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Por outro lado, estudos ainda sdo necessarios para definir o melhor momento de
realizacdo da laserterapia e do exercicio excéntrico para o tratamento de tendinopatias.
Também é importante que técnicas com alta especificidade e sensibilidade como a
imunoistoquimica e reacdo em cadeia da polimerase da transcricdo reversa em tempo
real sejam utilizados, para validar e possibilitar maior conhecimento sobre a eficacia
dessas modalidades fisioterapéuticas.

Ensaios biomecanicos sdo utilizados em estudos experimentais, para avaliar a
eficacia de diferentes terapias, tomando como base as propriedades do tendao lesionado
cirurgicamente, por trauma ou por substancias quimicas. A ruptura de todos os tenddes
na juncdo miotendinea se deve, provavelmente, ao fato de que essa regido € mais
vulneravel a lesbes. Esse achado também pode esta relacionado com a presenca do
colageno tipo lll, que possui fiboras mais delgadas e de menor resisténcia do que o
colageno tipo |. Essa hipbétese é baseada nos achados de Barbato (2011), que observou
em ratos submetidos a tenotomia total do tenddo calcanear comum, tratados com anti-
inflamatorio (tenoxican, 10 mg/kg; 24 h/7 dias) ou submetidos a atividade fisica
(corrida em esteira), que a deposicéo de colageno tipo Ill ocorre inicialmente na juncao
miotendinea, particularmente duas semanas ap0s procedimento cirdrgico.

A comparacao dos valores médios das caracteristicas biomecéanicas avaliadas nao
revelou diferencas (p>0,05) entre os grupos. Esse resultado pode estar relacionado com
0 metabolismo dos ratos, géeonsiderado como “mais acelerado” do que o dos seres
humanos (Fagundes e Taha, 2004; Santos, 2009), o que pode resultar em mais rapida
reparacao do tenddo. Portanto, é possivel que o periodo de 21 dias apos a lesdo para
realizacdo da analise biomecéanica seja muito longo para constatar diferenca entre
grupos, pois esse periodo pode ser suficiente para a recuperacéo fisioldgica dos tenddes.
Apesar dessa diferenca de metabolismo, os ratos sado considerados excelentes modelos
experimentais para os humanos devido a semelhanca anatdbmica e fisiolégica.
Adicionalmente, a resisténcia desses animais em comparacdo com outras especies
(Warden, 2007; Lui et al., 2011), é um aspecto positivo a ser considerado em estudos
dessa natureza.

See et al. (2004) também n&o observaram diferengas entre grupos em algumas
caracteristicas biomecanicas estudadas em ratos portadores de tendinopatia induzida
cirurgicamente, mediante ruptura parcial do tenddo calcanear comum. Os autores
dividiram os animais em trés grupos, sendo um controle (com lesdo e sem tratamento),

um exercitado em esteira, com aumento progressivo da velocidade da atividade (de 4 a
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12 m/min, durante 15 a 19 min), e um grupo submetido a natacéo (15 a 19 min;
temperatura de 25°C). Os grupos que realizaram corrida em esteira ou natacdo foram
exercitados 6 dias por semana, durante 3 semanas, a partir do 5° dia apos imducéo d
leséo Nao foram observadas diferengas (p>0,05) entre os grupos nas variaveis rigidez e
extensdo do tendao, quando as amostras foram analisadas 30 dias ap0s leséo, entretantc
a carga maxima necessaria para a ruptura do tendao foi maior (p=0,015) no grupo que
realizou corrida em esteira, do que no controle. No presente estudo, o valor da carga
maxima também foi maior no grupo submetido a exercicio excéntrico associado
(26,59£19,63) ou nado (25,47+20,10) a laserterapia, quando comparado com 0 grupo
submetido a tendinopatia, mas mantido em repouso (20,53+6,09). Porém,
diferentemente do estudo de See et al. (2004), ndo houve diferenca significativa entre os
grupos. Essa auséncia de diferenca pode estar relacionada com o numero de animais por
grupo, que foi de trés na presente pesquisa e de 9 a 11 no estudo desses autores. Tendc
em vista a necessidade de se atender aos critérios de bem estar animal e,
conseguentemente a comissdo de ética, foi decidido utilizar apenas trés animais, que
estatisticamente é considerado como o nimero minimo necessario para a conducao de
um experimento, ja que permite a realizagdo de analises inferenciais. Por outro lado,
comparado com os tenddes nao lesionados (34,33£11,68), nota-se que, embora néo seja
estatisticamente diferente, a carga necessaria para a ruptura dos tenddes lesionados e
exercitados foi menor do que nos tendbes nao lesionados. Entretanto, esse achado
reforca a observacdo de que o exercicio excéntrico caminhada em esteira, iniciada na
fase aguda da tendinopatia induzida, realizado durante 21 dias ap6s a lesdo, promove
maior resisténcia do tendao a carga, quando comparado aos tenddes lesionados, porém
nao exercitados.

Na realidade existem diferentes modalidades de exercicios excéntricos, sendo eles
os: pliométricos, os isiocinéticos, a corrida em declive (Molina e Amorim 2007) e a
caminhada em declive (Duan et al., 1990). Nessas ultimas modalidades os musculos
atuam contra a gravidade para suportar o peso corporal e absorver os choques (Eston et
al., 1995), o que pode resultar em fadiga muscular quando em excesso (Clebis et al.,
2001). Por outro lado, ja esta bem estabelecido que um tendédo regenerado nao se
comportara biomecanicamente semelhante a um sadio (Hope e Saxby, 2007). Outras
pesquisas que realizaram ensaios biomecanicos utilizaram um nimero maior de ratos
por grupo (variando de 5 a 11), do que a quantidade usada no presente estudo. Apesar

de algumas delas terem encontrado diferencas estatisticamente significativas entre os
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grupos (See et al., 2004; Nouruzian et al., 2012), outras n&o obtiveram efeito positivo do
tratamento estudado (Sardenberg et al., 2011; Joensen et al., 2012). Portanto, 0 nUmero
de animais por grupo, apesar de ser um fator limitante na presente pesquisa, nao
necessariamente interferiu nos resultados obtidos.

Comparando os resultados obtidos na presente pesquisa com os de Godbout et al.
(2006) e de Eliasson et al. (2012) que também trabalharam com o tenddo calcanear
comum de ratos Wistar submetidos a exercicio, os valores médios obtidos para carga
maxima no grupo que realizauatividade fisica associada (26,59+19,63 N) ou nao
(25,47+20,10 N) & laserterapia foram abaixo dos encontrados por Godbout et al. (2006)
(aproximadamente 30 N), em tend&o lesionado com colagenase, e tratado com exercicio
voluntério por um periodo de 7 ou 28 dias a partir da inducéo da lesdo. Por outro lado,
os valores de carga maxima se mantiveram acima dos relatados por Eliasson et al.
(2012) em ratos exercitados em esteira a partir do oitavo dia apds a transeccédo do
tenddo calcanear comum, que foi de apenas 17 N. Esses dados revelam que os
resultados com exercicio excéntrico sdo contraditorios, e portanto, reforcam a
necessidade de melhor definicho do momento ideal pari® idd exercicio, assim
como, velocidade, duracéo e frequéncia do tratamento.

No grupo tratado com laser foi necessaria uma carga de apenas 15,31 N para
romper o tenddo. Esse resultado nao foi satisfatério, pois sugere fragilidade do tendéao.
Resultados diferentes foram relatados por Nouruzian et al. (2012), apds tratamento do
tenddo calcanear comum de ratos diabéticos (n=5/grupo), submetido a tenotomia e
tratamento com laser a base de hélio-nednio (He-Ne), na dose de energia de 2,9, 4,3 ou
11,5 J e comprimento de onda de 632.8 nm, iniciando imediatamente apds a cirurgia,
sendo mantido por 10 dias consecutivos. De acordo com os autores o tratamento na dose
de energia de 2,9 J promoveu aumento (p<0,05) da resisténcia do tenddo. A velocidade
de deformacao utilizada por esses autores durante a analise biomecéanica foi o dobro (1
mm/s) da utilizada no presente estudo (0,5 mm/s), que foi baseada na descrita por
Sardenberg et al. (2011). Nao existe uma padronizacdo dessa caracteristica nos estudos
gue realizaram analise biomecanica em tendbes de ratos. Existem pesquisas que
utilizaram desde 0,1 mm/s (Eliasson et al., 2009,2012) até 1 mm/s (Kaux et al., 2012).
See et al. (2004) utilizaram uma velocidade de deformacdo de apenas 0,16 mm/s
durante o teste biomecénico para avaliar a viscoelasticidade do tendao e 8,33 mm/s par
avaliar a carga maxima necessaria para romper o tenddo. Ja Marcos et al. (2011) néo

descreveram a velocidade de deformacédo utilizada. Acredita-se que essa velocidade
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possa interferir nos resultados obtidos durante a avaliagdo biomecanica do tendao,
havendo, portanto, a necessidade de padronizacdo dessa variavel. Na realidade, sao
raros os estudos que discutem a velocidade de deformacéo da carga.

A densidade de energia utilizada (3 J) no presente estudo foi muito préxima a
descrita como adequada (2,9 J) por Nouruzian et al. (2012), para tratamento do tendao
calcanear comum de ratos diabéticos apds tenotomia. Entretanto esses autores
utilizaram laser de He-Ne, e ndo o GaAs. Essa dose de 3 J € a recomendada pela
associacdo mundial de laser quando se emprega comprimento de onda de 904 nm, para
tratamento do tendao calcanear comum. No entanto, o laser ndo promoveu melhora na
reparacdo do tenddo, analisado mediante histopatologia, conforme mencionado por
Arruda et al. (2007) e Salate et al. (2005), que utilizaram o laser GaAs e/ou aluminio-
galio-indio-fosforo (AlGalnP) em respectivamente 6 e 24 animais por grupo. Os
animais do presente estudo, pertencentes ao grupo tratado apenas com laser romperam o
tenddo com uma carga maxima menor, quando comparados com demais grupos com e
sem lesdo (p=0,4379). O mesmo ocorreu em estudo realizado por Marcos et al. (2012)
que utilizaram 6 ratos/grupo, onde tenddes tratados com laser na dose de 3 J e
comprimento de onda de 810 nm romperam com uma carga semelhante a dos animais
do grupo controle, que receberam infiltracdo tendinea com solugdo salina,
diferentemente do grupo tratado, cuja tendinopatia foi provocada por colagenase. Ja os
tendBes tratados com 1 J romperam com uma carga semelhante a necesséaria para
romper os tenddes sadios. Portanto, é provavel que a densidade de energia de 3 J ndo
seja adequada mesmo sendo a dose comumente utilizada em estudos para tratamento de
lesBes tendineas induzidas (Arruda et al., 2007; Lima et al., 2012). Arruda et al. (2007)

e Lima et al. (2012) néo realizaram avaliacdo biomecanica, entretanto em seu protocolo
de tratamento foi utilizado o laser de baixa poténcia a base GaAs.

Estudo recente, realizado por Joensen et al. (2012), também néo revelou diferenca
(p>0,05) entre grupos tratado e controle (contralateral), na propriedade biomecanica
(carga maxima) dos tenddes de ratos lesionados com mini guilhotina (dupla lesdo, com
intervalo de 24 h), e tratados com a laser GaAs (3 J e 904 nm) 30 min/dia/2 dias ap6s a
inducdo da lesdo. Avaliacédo ultrassonografica revelou diferenca (p<0,05) na espessura
do tenddo entre os grupos tratado e controle. De acordo com os autores, nas primeiras
duas semanas apos tenotomia os tendées costumam romper quando submetidos a uma
carga abaixo da necessaria para a ruptura de um tenddo sadio. Esse fato pode ter

ocorrido no presente estudo, ja que os tenddes tratados apenas com laser romperam com
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uma carga de apenas 15,31+7,97 N. Joensen et al. (2012) atribuiram o0s seus resultados
a uma possivel inadequacdo da dose de energia utilizada, e ao intervalo entre as
aplicacdes do laser, que foi de apenas 15 h. De acordo com o0s autores, a dose sugerida
pela associacdo mundial de laser deve ser ajustada para a espécie a ser tratada. Uma
dose de energia ndo adequada pode causar um resultado indesejado; doses altas err
tecidos moles podem inibir o processo de reparacao do tecido, ja as baixas podem nao
promover o efeito desejado.

Esse foi um estudo controlado conduzido durante um periodo de 21 dias apos
tendinopatia induzida do tenddo calcanear comum de ratos Wistar. O protocolo de
laserterapia adotado esteve de acordo com o recomendado pela associacdo mundial de
laser. O numero de animais por grupo e a realizacdo da atividade fisica 24 h apds a
lesdo, embora estejam de acordo com protocolos previamente utilizados, sdo algumas
das limitacdes do estudo. Por outro lado, apesar da quantidade de animais ser um fator

limitante na presente pesquisa, ndo necessariamente interferiu nos resultados obtidos.

Concluséo

Com base nos resultados obtidos nas condicfes experimentais mencionadas, € possivel
concluir: 1. Laserterapia associada ao exercicio excéntrico caminhada em declive,
iniciados 24 h apds tendinopatia do tendao calcanear comum, induzida cirurgicamente
por compressao e escarificacdo, nao resultam em um tendédo biomecanicamente tao
resistente ou elastico quanto um tenddo saudavel. Por outro lado, também néo
influenciam negativamente na estrutura e funcdo tendinea. 2. A extensdo e carga
maxima necessaria para romper o tendao calcanear comum de ratos, trés semanas apos
tendinopatia induzida por compressdo e escarificacdo, ndo difere daquela necessaria

para romper o tendéo fisiologicamente saudavel, testado a uma velocidade de 0,5 mm/s.
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CAPITULO IV

Analise histomorfometria do tenddo calcanear comum de ratos Wistar tratados com

laserterapia e exercicio excéntrico

Resumo

SILVA, Micheline Ozana da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2013. Efeitos da laserterapia de baixa poténcia associada ou ndo a exercicio
excéntrico no tratamento de tendinopatia induzida do tend&o calcanear comum de
Ratos (Rattus norvegicus). Orientadora: Maria Verdnica de Souza. Coorientadores:
Antdnio José Natali e Andréa Pacheco Batista Borges.

O laser de baixa poténcia é recomendado para o tratamento das tendinopatias, apesar
dos resultados contraditérios no que se refere a dose de energia ideal, comprimento de
onda e tempo de aplicacdo. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da laserterapia
e do exercicio excéntrico na tendinopatia do tenddo calcanear comum (TCC) de ratos
Wistar. Foram utilizados 48 ratos machos adultos. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos (L=laser; E=exercicio excéntrico; LE=laser e exercicio
excéntrico, e R=repouso). Apés 24 h da inducdo de tendinopatia unilateral, foi iniciada
laserterapia (904 nm/3 J/ché/ou exercicio excéntrico (caminhada em declive; esteira
com 15° de inclinacdo; 12 m/min; 50 min/dia) que permaneceu por 20 dias. Aos 3, 7, 14
e 21 dias apés inducéo da leséao, trés ratos de cada grupo foram submetidos a eutanasia,
e os tendbBes foram obtidos para andlises histolégica e morfoméldoa houve
diferenca entre grupos nem entre tempos nas caracteristicas hemorragia (p=0,4154),
formacao de aderéncias fibrinosas (p=0,0712), e organizacdo das fibras colagenas
(p=0,2583) e do tecido conjuntivo (p=0,1046). Considerando 0s grupos,
independentemente do tempo, foi observado que o exercicio excéntrico acarretou
espessamento do epitenddo (p=0,0204), que foi menor no grupo submetido a
laserterapia. A analise histologica revelou diferenca (p=0,0032) na quantidade de
células inflamatérias ao longo do tempo, sendo observado em maior quantidade no
grupo apenas exercitado. Esse resultado foi confirmado pela analise morfométrica, que
demonstrou haver interacéo significativa (grupos x tempo) nessa caracteristica, onde o
exercicio excéntrico aumentou (p=0,0014) o infiltrado inflamatério ao longo do tempo

(3 e 21 dias), porém, quando associado a laserterapia, ocorreu reducdo da reacao

inflamatoéria. Por outro lado, a associacdo dos tratamentos ocasionou maior
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angiogénese, nas analises morfométrica (p=0,0000) e histoldgica (p=0,0006), quando
comparado com os demais grupos, enquanto a aplicacdo isolada do laser de baixa
poténcia reduziu essa caracteristica ao longo do tempo. Os animais mantidos em
repouso foram os que apresentaram menor (p=0,0000) quantidade de fibroblastos, na
andalise morfométrica. J& na avaliacao histologica, houve interacao significativa (grupo x
tempo) (p=0,0024). Maior quantidade de fibroblastos foi observada nos grupos E, L e
LE, no 2, 14 e 22 dias, respectivamente. Os animais que receberam laser e foram
exercitados apresentaram maior (p=0,0000) quantidade de fibras colagenas ao longo do
tempo. A laserterapia na dose de 3 J e comprimento de onda de 904 nm, iniciada 24 h
apos inducéo cirdrgica de tendinopatia em ratos Wistar € adequada para angiogénese e
para evitar o espessamento do tenddo, que estar relacionado com a intensidade do
processo inflamatorio. Quando associada ao exercicio excéntrico, a terapia apresenta a
vantagem de aumentar a quantidade de fibras colagenasy medderéncia fibrinosa e
infiltrado inflamatdrio, apesar de prolongar a angiogénese. Portanto, o exercicio
excéntrico realizado concomitantemente com a laserterapia melhora as propriedades
histoldgicas do tendao lesionado.

Palavras-chave Atividade fisica; Laser; Tend&o de Aquiles; Tendinopatia.
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Histomorphometric analysis of the common calcaneal tendon of Wistar rats
treated with laser therapy and eccentric exercise

Abstract

SILVA, Micheline Ozana da, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, naretfith3.
Effects of low level laser therapy associated or not eccentric exercise on
tendinopathy of the common calcaneal tendon of ratéRattus norvegicus). Adviser:
Maria Verdnica de Souze&Co-advisers: Antonio José Natali and Andréa Pacheco
Batista Borges.

The low-level laser therapy is recommended for the treatment of tendinopathies, in spite
of the contradictory results with regard to appropriate dose of energy, wavelength an
duration of application. The objective of the present study was to evaluate the effects of
laser therapy and eccentric exercise on tendinopathy of the common calcaneal tendon
(CCT) of Wistar rats. Forty eight male adult rats were used. The animals were randomly
distributed in four groups (L=laser; E=eccentric exercise; LE=laser and eccentric
exercise, and R=rest). After 24 hours of the induction of unilateral tendinopathy, laser
therapy was began (904 nm/3 J/cm?2) and/or eccentric exercise (downhill walkthg
inclination treadmill; 12 m/min; 50 min/day) that remained for 20 days. Three, 7, 14 and
21 days after lesion induction, three rats of each group were euthanized and tendons
were collected for histological and morphometric analyzes. No difference was among
groups or betweenimes for the characteristics hemorrhage (p=0.4154), fibrionous
adhesion formation (p=0.0712), and collagen fibers (p=0.0258) and conective tissue
organization (p=0.1046). Considering the groups, regardless of the time, it was observed
that eccentric exercise caused epitenon thickening (p=0.0204), which was lower in the
group submitted to laser therapy. Histological analysis showed difference (p=0.0032) in
the number of inflammatory cells along time, begin observed in greater amount only
exercised group. This result was confirmed by morphometric analysis, which
demonstrated that there was significant interaction (group x time) in this characteristic,
where the eccentric exercise increased (p=0.0014) the inflammatory infiltrate along time
(3 and 21 days), however when associate with laser teraphy, there was reduction the
inflammatory reaction. On the other had, the combination of the treatments led to a
greater angiogenesis in morphometric (p=0.0000) and histological (p=0.0006) analyzes
comparedo the other groups, while the application of low-level laser alone reduced this

characteristic along time. Animals kept at rest presented thesti@ue0.0000) amount
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of fibroblasts, in morphometric analysis. However, in the histological evaluation
significant interaction (group x time) (p=0.0024) was observed. Greater amount
fibroblast was observed in groups E, L and LE, the1d" and 2% days, respectively

The animals who received laser and were exercised showed higher (p=0.0000) amount
of collagen fibers along time. Laser therapy at a dose of 3 J and wavelength of 904 nm,
starting 24 hours after surgically induced tendinopathy in Wistar rats is suitable for
angiogenesis and to prevent thickening of the tendon, which is related to the intensity of
the inflammatory process. When associated with eccentric exercise, the therapy shows
the advantage of increasing the amount of collagen fibers, reduce fibrionous adhesion
and inflammatory infiltrate, despite prolonging angiogenesis. Therefore, eccentric
exercise performed concomitantly with laser therapy improves histological prorperties
of the injured tendon.

Keywords: Physical Activity; Laser; Achilles tendon; Tendinopathy.
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Introducao

Até recentemente o termo tendinite era utilizado para as anormalidades cronicas dos
tendbes, porém sugerindo a presenca de processo inflamatoério. Entretanto, enquanto
pesquisa revelou a coexisténcia de quadro inflamatdrio e alteracfes degenerativas nessa
afeccado (Andress e Murrel, 2008), outras demonstraram pouco ou nenhum processo
inflamatério (Alfredson et al., 2000; Soslowsky et al., 2000). Adicionalmente, estudos
histol6gicos revelaram reparacdo tecidual anormal e degeneracdo, de forma que a
terminologia tendinopatia passou a ser utilizada por pesquisadores para definir diversas
condicbes dolorosas que afetam os tendbes (tendinites, tendinoses), e que sao
acompanhadas por dor, edema e reducédo do desempenho (Alfredson, 2003; Maffulli et
al., 2003; Wang et gl2006).

Tanto em pessoas atletas como sedentarias, a tendinopatia € considerada
altamente prevalente. Warden (2007) relata que 14% dos atletas de elite podem ser
afetados pela afeccao, cujo tempo de recuperacdo pode variar entre trés a seis meses.
Histologicamente pode se manifestar pela desorganizacdo do colagemento do
namero de células, arredondamento dos nucleos dos fibroblastos (Glazebrook et al.,
2008), aumento na vascularizacdo (Khan et al., 1999) e dos glicosaminoglicanos,
possiveis de serem observados na coloragdo Alcian blue (Movin et al., 1997).

Os tratamentos convencionais para tendinopatia objetivam inicialmente o alivio
da dor e a resolucdo do processo inflamatorio, porém os resultados nem sempre sao
satisfatorios. Para que uma terapia seja considerada como eficaz, deve reduzir a
inflamacdo aguda, e proporcionar reparacao tecidual em curto periodo de tempo
(Fillipin et al., 2005). O laser de baixa poténcia é uma terapia que vem sendo utilizada
para tratamento de afecces musculotendineas e osteo-articulares, devido ao seu efeito
analgésico e anti-inflamatério. Também por estimular a sintese de colageno (Dogan et
al., 2010), e fatores de crescimento, o que acelera o reparo tecidual (Salate et al., 2005),
com melhora na organizacdo estrutural das fibras de colageno ao longo do eixo
longitudinal do tend&o (Arruda et al., 2007). A utilizacdo concomitante do laser com
exercicio excéntrico controlado pode resultar em uma melhor resposta a terapia, ja que
pode favorecer a atividade fibroblastica, conduzindo ao realinhamento das fibras
colagenas e reducao da possibilidade de formacdo de aderéncias teciduais, além de
promover uma recuperacdo mais rapida do tendao (Fillipin et al., 2005; Salate et al.,
2005; Bjordal et al., 2008). Entretanto apesar dessa assertiva, poucas pesquisas fazem

esse tipo de associacdo. O presente estudo parte da hipotese de que a associacao d
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laserterapia com atividade fisica controlada resulta em um processo de repara¢do mais
rapido e organizado, em um tenddo com caracteristicas histologicas mais proximas ao
sadio. Nesse contexto, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar a resposta a terapia com
laser (arseneto de galio) de baixa poténcia associado ao exercicio excéntrico caminhada
em declive em tendionopatia induzida do tenddo calcanear comum de ratos Wistar,

mediante avaliacdes histopatolégica e morfométrica.

Material e Métodos

Esse projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA)
da Universidade Federal de Vigosa. Os procedimentos foram realizados de acordo com
as Normas de Conduta para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensdo do
DVT/UFV, o Codigo de Etica Profissional do Médico Veterinario, os principios éticos
para pesquisa animal, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
e a Legislacdo brasileira vigente.

Foram utilizados 48 ratos adultosRaftus Norvegicyslinhagem Wistar),
machos, com idade entre 12 e 14 semanas (13,02+0,83), e peso corporal variando entre
300 e 350 g (325£18,76). Somente foram incluidos no estudo animais com integridade
do aparelho locomotor, determinada apds exame fisico, onde foram realizados testes
comportamentais para avaliacdo da sensibilidade dolorosa e capacidade de locomocéao
(Tabela 1).

A sensibilidade dolorosa foi avaliada mediante escala subjetiva, classificada de
0 a 5, conforme protocolo utilizado por Attal et al. (1990) com adaptacoes
(reclassificacdo dos escores, e maiores detalhes sobre as caracteristicas). A capacidade
motora foi avaliada com escores que variaram de 0 a 12, segundo protocolo descrito por
Silva. (2008). Para essa avaliacao, foi observada a atividade espontanea dos animais, no
que se refere ao movimento dos membros pélvicos e andamento, ou seja, a
deambulacéo. Inicialmente, os animais foram colocados individualmente em um espaco
de 1,5 m de comprimento por 0,5 m de largura, para observacdo do andamento
(incluindo claudicacdo) e, na sequéncia, foram submetidos a uma avaliacdo mais
especifica, realizada em barras de madeira. Foram utilizadas seis barras, cada uma com
1 m de comprimento, e com larguras de 7,7; 6,7; 5,7; 4,7; 3,7; 2,7 e 1,7 cm. Todos o0s
ratos foram colocados para caminhar duas vezes em cada uma das barras, sendo o

procedimento realizado da barra mais larga para a mais estreita.
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Tabela 1 Teste comportamental baseado na sensibilidade dolorosa e na capacidade

motora

Escore

Avaliacéo fisica

© 00 N O o W N -, O

I I
N B O

Sensibilidade dolorosa (de acordo com Attal et al., 1990)
Ausente (regido distal do membro pressiona normalmente o solo)
Discreta (regido distal do membro repousa discretamente no solo
manutencédo dos digitos flexionados)

Discreta a moderada (apenas a face interna da regiao distal do me
pressionada no solo durante o andamento)

Moderada (apenas a regido talocalcanea é pressionada no solo)
Moderada a intensa (toda a regido distal se encontra elevada)

Intensa (regido distal elevada, e sendo lambida pelo animal)

Capacidade Motora (de acordo com Silva, 2008)
Nenhum movimento nos posteriores, sem apoio de peso
Movimento sutil, desconexo dos posteriores, sem apoio de peso
Movimento bem visivel nos posteriores, sem apoio de peso
Apoio de peso nos posteriores, anda cdieitli
Anda com dificuldade moderada
Anda com déficit discreto e ndo consegue andar na barra de 7,7 cm
Anda normal ou com déficit discreto, e consegue andar na barra de 7
Consegue andar na barra de&v
Consegue andar na barra de 5,7 cm
Consegue andar na barra de 4,7 cm
Consegue andar na barra de 3,7 cm
Consegue andar na barra de 2,7 cm

Consegue andar na barra de 1,7 cm

Durante o periodo de uma semana, os animais foram alojados em gaioleiros

individuais (Beiramar Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil), para se

adaptarem as condi¢cdes de temperatura de aproximadamente 26°C, e aos fotoperiodos

de 12 h diarias. Todos os ratos se movimentaram livremente dentro da gaiola,

receberam racdo comercial (VETCOM Comercial Agroveterinaria Ltda, Belo

Horizonte, MG, Brasil), e aguad libitum
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Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos (L, E, LE e R)
contendo 12 ratos em cada um deles, sendo trés animais em cada momento estudado. O
grupo L foi composto por animais submetidos a laserterapia, enquanto que o grupo E, a
exercicio excéntrico do tipo caminhada em esteira. Os animais do grupo LE foram
submetidos tanto a laserterapia quanto a caminhada em esteira, j& os do grupo R
ficaram em repouso durante todo o processo de reparacdo tendinea. A identificacdo dos
animais foi realizada por meio de sequéncia numérica localizada na cauda, de acordo
com o grupo a que pertenciam. Os animais dos grupos E e R foram manipulados como

se fossem receber a radiacdo, porém o equipamento foi mantido desligado.

Inducao de tendinopatia

A escolha de qual tenddo calcanear comum seria submetido a tendinopatia unilateral foi
aleatoria. Para inducdo cirargica da lesdo, os ratos foram deixados em jejum alimentar
(2 h), e hidrico (1 h) antes do inicio do procedimento anestésico, que foi realizado
conforme descrito por Silva et al. (2013). ApGs tricotomia na regido plantar do membro
pélvico, os animais foram colocados em camara de inducédo onde receberam isoflurano
(Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP, Brasil) na concentracao
de 5% em 2 L de ©por um periodo de aproximadamente 2 min. Na sequéncia foram
retirados da camara e posicionados na mesa cirargica, onde continuaram recebendo
isoflurano (3% em 1,5 L deApdurante todo o procedimento cirdrgico.

Apés antissepsia local com iodo-povidine tépico a 1% (Rioquimica Industria
Farmacéutica, Sado José do Rio Preto, SP, Brasil), os animais foram posicionados em
decubito ventral, sendo entdo realizada incisdo cutdnea longitudinal de
aproximadamente 1,5 cm na regido plantar do membro pélvico direito ou esquerdo,
(escolha aleatdria), utilizando bistufi hl. Na sequéncia foi realizada divulsdo romba
do tecido subcuténeo e exposicdo do tendéo calcanear comum. A leséo foi realizada no
ponto medio situado entre a juncdo miotendinea e a insercdo do tendéo no 0sso calcaneo
conforme descrito por Silva et al. (2013), mediante a realizacdo de compresséo
transversal de toda a espessura do tenddo durante 10 segundos, utilizando duas
cremalheiras da pinclalstead mosquito hemostatica, assim como 10 escarificacbes
das fibras do tenddo, em sentido proximodistal, utilizando lamina de bistLti Em
seguida a pele foi suturada utilizando Nylon 3-0 (Shalon Fios Cirtrgicos Ltda, S&o Luiz

de Montes Belos, GO, Brasil), no padrdo continuo, dowWptf.
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Ainda com os animais sob efeito anestésico, foi administrada dose Unica (40
mg/kg) do antibiético enrofloxacina (Laboratérios Vencofarma do Brasil Ltda, Parque
das Industrias Leves, Londrina, PR, Brasil) por via intramuscular, assim como o
analgésico morfina [3 mg/kg, via subcutanea (Cristalia produtos quimicos e
farmacéuticos Ltda, Itapira, SP, Brasil)], que foi repetido a cada 6 h, por um periodo de
12 h. Ao final do procedimento cirdrgico, os animais foram acomodados em
aquecedores, a uma temperatura de aproximadamente 27°C, onde permaneceram até
completa recuperacdo anestésica, 0 que ocorreu em um tempo maximo em 7 min.
Durante o periodo pos-operatério, as feridas foram limpas diariamente com gaze

embebida em &gua corrente.

Tratamentos

Os animais dos grupos L e LE receberam laser de baixa poténcia, a base de GaAs. A
aplicacéo foi realizada de forma pontual, com a caneta de laser localizada em um dnico
ponto, no modo pulsétil, durante 9 seg/dia, com o aparelho laserpulse (Ibramed
Industria Brasileira de Equipamentos Médicos Ltda, Amparo, SP, Brasil), comprimento
de onda de 904 nm, densidade de energia de 3 J/cm2? e poténcia maxima de 100
mW/cmz2, O tratamento foi iniciado 24 h apds inducdo da lesdo, sendo aplicado
diariamente por um periodo de 20 dias. Durante a aplicacdo do laser, os animais foram
imobilizados manualmente e posicionados em decubito ventral, conforme protocolo
utilizado por Xavier et al. (2010). O aparelho foi colocado perpendicular a lesédo, sendo
a radiacéo feita sempre no mesmo horério, observando um intervalo de 24 h entre as
aplicacdes, conforme descrito por Taciro et al. (2007) e Silva et al. (2011). Como
medida de seguranca, 0s executores utilizaram oculos de protecdo (Ibramed Industria
Brasileira de Equipamentos Médicos Ltda, Amparo, SP, Brasil) contra a radiacéo
emitida.

Os animais dos grupos E e LE foram submetidos diariamente a exercicio
excéntrico controlado, a partir de 24 h da inducdo de tendinopatia. Foi adotado um
protocolo de caminhada em esteira rolante com motor elétrico (Insight Pesquisa e
Ensino Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) prépria para ratos, durante um periodo de trés
semanas, modificado a partir do descrito por Nakamura et al. (2008), que utilizaram
corrida em esteira, com maior periodo de exercicio (60 min) e velocidade (15m/min).
Com a finalidade de adaptagdo prévia ao exercicio, os ratos foram exercitados durante

sete dias consecutivos antes da indugéo cirargica da leséo.
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A velocidade foi fixada em 12 m/min, por um tempo de 50 min/dia, tanto
durante o periodo de adaptacdo como no experimental. A esteira foi mantida com 15° de
inclinacdo, e os animais caminharam em declive, ou seja, em sentido contrario ao
tradicional. O exercicio foi realizado em ambiente tranquilo, com pouca iluminacdo e

em temperatura ambiente de aproximadamente 25°C.

Avaliacéo fisica

Apo6s inducdo de tendinopatia e durante a realizacdo dos tratamentos, os ratos foram
submetidos aos testes comportamentais descritos na Tabela 1. O primeiro exame foi
conduzido 12 h ap0s cirurgia, sendo os demais realizados a cada trés dias, durante 20
dias. Foram realizadas 24 observacfes (n=24) durante os testes comportamentais, ou
seja, oito avaliagBes contendo trés animais (repeticbes) em cada grupo. O exame local
consistiu de avaliagcdo da ferida cirurgica. Inicialmente foi observado se havia sinais de

inflamacéo ou infec¢do no local da cirurgia.

AvaliacOes histoldgica e morfométrica
Fragmentos de tendBes foram obtidos durante as fases inflamatéria e proliferativa do
processo de reparacdo tendinea. Para isso, trés ratos de cada grupo foram aleatoriamente
eutanasiados aos 3, 7, 14 e 20 dias ap6s o inicio do tratamento, conforme o protocolo
descrito por Carvalho et al. (2006), com modificacao.

Para a realizacdo da eutanasia, os animais foram deixados em jejum alimentar (2
h) e hidrico (1 h). O procedimento foi realizado com tiopental sodico [100 mg/kg, via
intraperitoneal, (Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP, Brasil]).
Apoés eutandsia foi realizada antissepsia e incisdo cutanea da pele referente a regiao
plantar do membro pélvico. Na sequéncia foi realizada divulsdo romba do tecido
subcuténeo e exposi¢cdo do tendéo calcanear comum, sendo verificada a existéncia ou
nao de aderéncia tecidual entre o tenddo e a pele e/ou tecidos adjacentes. Os tenddes
foram coletados em toda a sua extenséo, desde a juncdo miotendinea até a inser¢cao no
0sso calcaneo, e colocado em formol tamponado a 10%, onde permaneceram por 48 h.
As amostras foram desidratadas em concentracdes crescentes de alcool, diafanizadas em
xilol, infiltradas e incluidas em parafina. Cada bloco, representando uma amostra, foi
seccionado em microtomo para obter cortes longitudinais de 4 um de espessura. ApGs
serem desparafinados, diafanizados e reidratados, os cortes foram corados pelas técnicas

de hematoxilina-eosina (HE), Picrosirius Red e tricromico de Masson (Erviegas
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instrumental cirdrgico Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil), segundo as indicacbes do
fabricante. Em seguida, os cortes foram desidratados, diafanizados e cobertos com
laminula e meio de montagem rapida.

As analises histolégica e morfométrica foram conduzidas em microscoépio de luz
(Olympus BX50, BR Ltda Produtos e Equipamentos para Laboratério, Sdo Paulo, SP,
Brasil), acoplado a camera fotogréafica (Olympus QColor 3, Brazeiss Representacdes
Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil), utilizando objetiva de 20x e lentes oculares de 10x. Para a
observacdo em microscopio de luz polarizada foi acoplado um filtro para luz polarizada.
As analises foram conduzidas por trés avaliadores sem conhecimento sobre os
tratamentos aos quais as laminas pertenciam.

A caracterizacao celular e organizacdo da matriz tendinea foram determinadas nos
cortes corados com HE. A avaliacao seguiu os critérios descritos por Orhan et al. (2004)
com algumas modificacbes (nomenclatura utilizada para as caracteristicas). Foram
avaliados formacdo de aderéncias fibrinosa, organizacdo das fibras colagenas e
espessamento do epitenddo (aumento), angiogénese, leucdcitos e fibroblastos. Também
foi avaliada a ocorréncia de hemorragia no tenddo, mediante presenca de hemacias, de
acordo com protocolo utilizado por Eliasson et al. (2012), com algumas modificacdes
nos escores adotados (Tabela 2).

Andlise morfométrica foi utilizada para avaliar quantitativamente o infiltrado
inflamatorio, angiogénese, fibras colagenas, fibroblasto assim como colagenos tipos | e
[ll (coloragdo de Picrosirius Red). Para isso, em cada amostra, foram obtidas 10
fotomicrografias em objetiva de 20x, escolhidas aleatoriamente e colocadas sob uma
grade com 400 intersecBes confeccionada pelo programa Power Point, conforme
realizado por Zandim et al. (2013), com modificacbes apenas na quantidade de
interseccoes.

A coloragdo com o tricrémico de Masson foi utilizada como auxilio na avaliacéo
da organizacdo do tecido conjuntivo, sendo utilizado o mesmo sistema de pontuacéo
descrito na Tabela 2. Ja a de Picrosirius Red foi realizada para complementar a
observacéo da organizagdo das fibras colagenas e para realizar a quantificacdo das fibras

colagenas (I e Ill), que foram analisadas morfometricamente.
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Analise estatistica

O experimento foi instalado no delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos (grupos L, E, LE e R) em trés repeticdes (animais), avaliados aos 3, 7, 14 e
21 dias apods a inducédo da lesdo. A guantidade de ratos estabelecida por grupo foi a
minima necesséria para a conducdo do experimento, 0 que permitiu a realizacdo de
andlises inferenciais com um numero adequado de graus de liberdade para o residuo da
analise de variancia (ANOVA). Os dados foram submetidos a andlise descritiva com a
apresentacao dos valores médios e desvios padrdo, que no caso da avaliacéo fisica foi
realizada a partir dos escores de 0 a 12 (Tabela 1). Foram efetuados os testes de
Lilliefors e de Cochran para verificagdo da normalidade e da homogeneidade de
variancias, respectivamente. Em seguida foi utilizada ANOVA para verificagdo do
efeito dos tratamentos nas avaliagcbes fisica (capacidade motora), macroscoépica
(presenca de aderéncia filmsa), histoldgicas (hemorragia, aderéncia tecidual
fibrinosa, organizacdo das fibras colagenas, espessamento do epitenddo, angiogénese,
leucécitos, fibroblastos e organizacdo do tecido conjuntivo) e morfométricas (fibras
colagenas, fibroblastos, infiltrado inflamatorio, angiogénese, fibras colagenas do tipo | e
[l). Os tratamentos foram comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foi
construido gréfico de linhas, ao longo do tempo, para a caracteristica capacidade
motora, e tabelas com valores médios e desvios padrdo para caracteristicas histologicas
e morfométricas. Todas as analises foram realizadas com o software Statistica 12, 2013

(www.statsoft.com).
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Tabela 2 Sistema de pontuacdo adotado para as caracteristicas histolégicas avaliadas
para classificacdo da reparacao teraine

Variaveis Pontuacdo  Critérios avaliados

Hemorragia 0 Ausente
Discreta
Moderada

Moderada a Intensa

A W N PP

Intensa
Formacdo de aderénc O Ausente
fibrinosa 1 Discreta

2 Moderada

3 Moderada a Intensa
4 Intensa
Organizagdo das fibre O Ausente
colagenas 1 Discreta

2 Moderada

3 Moderada a Intensa
4 Intensa
Espessamento do epitendd Ausente
Discreto
Moderado

Moderado a Intenso

A W N O

Intenso
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Tabela 2 Sistema de pontuacdo adotado para as caracteristicas histolégicas avaliadas

para classificacdo da reparacao tendinea (continuacao)

Variaveis Pontuacdo  Critérios avaliados

Angiogénese 0 Ausente
Discreta
Moderada

Moderada a Intensa

A W N PP

Intensa
Leucocitos Ausente

Discreto

Moderado
Moderado a Intenso

A wWw N B+ O

Intenso
Fibroblastos Ausente
Discreto
Moderado

Moderado a Intenso

A W N B+ O

Intenso

Resultados

Avaliagdes fisica e macroscopica

Nenhum animal apresentou infeccdo nem deiscéncia da ferida cirargica. Na avaliacéo

fisica realizada 12 h apds inducéo de tendinopatia ocorreu aumento da temperatura local
nos tenddes referentes aos grupos L (n=4, 33,3%), R (n=2, 16,6%), E (n=1, 8,3%) e

LEA (n=1, 8,3%), que se manteve presente até 72 h apds inducado da leséo.

Durante a avaliagdo da sensibilidade dolorosa, os ratos aparentemente né&o
apresentaram sinais de desconforto, e mantiveram postura normal do membro pélvico.
Portanto, todos os animais receberam escore 0 (ausente) para a classificagdao da
sensibilidade dolorosa adotada no estudo. Por outro lado, a avaliacdo da capacidade

locomotora revelou discreta claudicacdo em todos os animais até 72 h apos inducéo de
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tendinopatia, observada durante deambulacdo em campo aberto. Houve diferenca
(p=0,0008) entre os grupos para a capacidade motora. Os ratos mantidos em repouso
apresentaram menor capacidade de locomocao (10,23+2,12) do que os dos demais
grupos, cujos valores medios e desvios padrdo foram de 10,73+1,22 (laser) 11,25+0,99
(laser e exercicio excéntrico) e 11,37+0,92 (exercicio excéntrico). Na avaliacdo fisica

realizada no Zldia, apenas um animal de cada grupo conseguiu se locomover na barra

de 1,7 cm. A Figura 1 apresenta o comportamento dessa caracteristica ao longo do

tempo, sendo possivel observar a menor resposta nos animais deixados em repouso.

6 - —8—Exercicio excéntrico
—<—Laser
3 - —&—Laser e exercicio excéntrico

——Repouso

Escores da capacidademotora

1 3 0 9 12 15 18 21
Diag
Fig. 1 Evolugdo dos escores médios obtidos na avaliacdo da capacidade motora ao
longo do tempo. Nota-se que o0 grupo mantido em repouso apresentou, na maioria dos
tempos avaliados, menor capacidade de locomocao, diferentemente do grupo submetido

apenas a exercicio excéntrico.

Na avaliagdo macroscopica realizada durante a obtencdo das amostras para exame
histol6gico/morfométrico ndo foi observada aderéncia tecidual nos ratos eutanasiados
no Fdia, mas os tendbes apresentaram coloracdo rosada. Um rato do grupo L e outro do
grupo A apresentaram discreto sangramento local, e ndo havia sinal de cicatrizagédo
inicial na incisédo cirdrgica. Ap0s uma semana de inducéo da lesédo, havia formacéao de
aderéncia entre o tendao e tecidos adjacentes em apenas um animal do grupo L e outro

do R, com tendao apresentando coloragdo acinzentada e fibras de aspecto macio. Os
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ratos eutanasiados com duas e trés semanas apresentaram tenddes aparentemente sadic

e de coloracdo amarela clara.

AvaliacOes Istologica e morfométrica

Na observacdo histologica geral das laminas coradas com HE, tricrbmico de
Masson e Picrosirus Red foi possivel distinguir areas lesionadas e sadias, que se
diferenciaram em tamanho e caracteristica dependendo da fase inflamatéria ou de
proliferacdo. Areas lesionadas eram mais acentuadas na periferia do tend&o. Os cortes
histolégicos avaliados no°3dia apds inducdo da lesdo apresentavam discreta
hemorragia, com moderada a intensa aderéncia tecidual, caracterizada pela presenca de
fibrina, além de espessamento do epitenddo. Infiltrado inflamatério constituido
predominantemente de polimorfonucleares também foi observado em quantidade
superior aos demais tempos avaliados. Fibroblastos com nucleos arredondados (células
blasticas) estiveram presentes, ainda que em quantidade discreta, além da formacéo de
novos vasos, desorganizacao tecidual e falta de paralelismo das fibras colagenas.

Na primeira semana, ainda foi possivel observar discreta hemorragia, assim
como um epitenddo mais espesso devido ao acumulo local de células inflamatérias. A
quantidade de leucécitos se manteve moderada, sendo possivel identificar grande
qguantidade de neutrdéfilos, aumento da angiogénese e na quantidade de fibroblastos.
Nesse momento as fibras colagenas ainda se encontravam desorganizadas e com
auséncia de paralelismo. Na avaliacdo realizada na segunda semana apés aanducéo d
leséo foi observada grande quantidade de fibroblastos arredondados, e fibras colagenas
com discreta organizacdo. Foi observado aumento da vascularizacdo e discreta
quantidade de células inflamatérias. Finalmente na terceira semana ja havia sinal d
remodelacao tecidual, caracterizado pela reducéo das células inflamatdrias, tendéncia a
organizagdo e paralelismo das fibras coldgenas, além de maior quantidade de
fibroblastos em formato fusiforme.

Os valores médios e desvios padréo por grupo e por tempo referente a avaliagdo
semiquantitativa das caracteristicas histolégicas estudadas séo apresentados nas Tabelas
3 e 4. Os resultantes da analise morfométrica estdo demonstrados na Tabela 5.

N&o houve diferenca (p=0,4154) entre grupos para as caracteristicas hemorragia
e aderéncia tecidual (p=0,0712) (Tabelx ®iscreta quantidade de hemacias

extravasadas foi observada em todos os grupo$ dia  nos grupos LE e R nbdia,
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sendo ausente nos grupos L e E. Na segunda e terceira semanas nao havia hemorragia
em nenhum dos grupos.

Na avaliacdo histologica realizada rfbdsa, os grupos L, E e R apresentaram
aderéncia tecidual de moderada a intensa, determinada pela presenca de fibrina (Fig. 2a)
(Tabela 3). Uma semana ap0s a leséo, a aderéncia foi bastante variavel, sendo discreta
nos grupos L e E, moderada no LE, e de moderada a intensa no grupo R. Na segunda
semana 0s animais tratados apenas com laserterapia apresentaram moderada aderéncia
que foi discreta nos grupos E e R, e ausente no LE. Ja nos ratos eutanasiados na terceira
semana essa caracteristica foi moderada no R, discreta nos grupos L e LE, e considerada
como ausente no grupo submetido atividade fisica controlada.

Houve diferenca (p=0,0204) para a caracteristica espessamento do epitendao
(Tabela 3), sendo menor ou maior no grupo submetido apenas a laserterapia ou
exercicio excéntrico, respectivamente. Aumento moderado ocorreu’ riha 3da
avaliagcdo nos grupos LE e R, sendo discreto no grupo E, e considerado como ausente no
L. Na primeira semana apenas 0s grupos LE e E apresentaram discreto espessamento do
epitenddo, também classificada dessa forma rfod2l Os ratos eutanasiados na
segunda semana apoés inducao de tendinopatia ndo apresentaram aumento da camade
mais externa do tendao.

N&do houve diferenca (p=0,2583) entre grupos na organizacdo das fibras
colagenas, que foi ausente nos grupos L e R, e discreta nos grupos submetidos ao
exercicio excéntrico (E e LE) nd@ 8ia da avaliacdo. Essa caracteristica foi considerada
moderada nos ratos apenas exercitados na primeira semana apos inducdo de
tendinopatia, sendo discreta nos grupos L, LE e R. Nos animais tratados com laser
associado (Fig. 2b) ou nao a atividade fisica, essa organizacdo moderada foi constatada
apenas na segunda semana, permanecendo discreta nos grupos E e R. Trés semana
apos a inducdo de tendinopatia os ratos submetidos apenas a laserterapia apresentararn
apenas discreta organizacao das fibras colagenas. O mesmo ocorreu com 0s animais que
se encontravam em repouso. Apenas 0s ratos exercitados apresentaram moderada
organizacdo na avaliacgéao final.

Na coloracédo Picrosirius Red foi possivel a visualizacdo da regido lesionada,
caracterizada por areas com pouca organizacdo na fase inicial, mas com maior
guantidade de fibras colagenas do tipo Ill em todos os tempos avaliados. Essas fibras,
identificadas na coloracdo esverdeada, se encontravam emaranhadas com as do tipo |,

coradas em amarelo ou vermelho. Essa técnica histoquimica revelou areas em processo
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de organizagcdo, com presenca de fibras colagenas do tipo I, que foram especialmente
observadas nos tendfes tratados com laserterapia, que quando associado a exercicio
excéntrico apresentou feixes de fibras com melhor organizacao.

A analise morfométrica revelou ndaver diferenca (p=0,2783) entre grupos
nem entre tempos (p=0,4804) na quantidade de fibras colagenas do tipo I. Entretanto,
essas fibras foram observadas a partir da segunda semana, e apenas no grupo tratadc
com laserterapia, permanecendo nd @&#h. Nos grupos de ratos exercitados (E e LE)
essas fibras foram inicialmente visualizadas com trés semanas (Fig. 2c).

O comportamento das fibras coldgenas do tipo Il foi bastante variavel, embora
nao tenha ocorrido diferenca (p=0,3052) entre grupos nem entre tempos (p=0,7617) na
quantidade dessas fibras. Foi possivel observa-las dé 3la avaliagcdo, sendo em
maior quantidade no grupo LE (51,91+33,51), e menor no grupo R (12,94+1,20). Nesse
tempo as fibras se apresentavam desorganizadas e com feixes separados. Na primeira
semana 0s animais mantidos em repouso apresentaram maior quantidade (43,78+38,87),
sendo menor nos animais que realizaram apenas exercicio excéntrico (18,57+9,64). Na
segunda semana o grupo LE (53,51+7,36) foi o que apresentou maior quantidade de
fibras colagenas do tipo lll, enquanto os ratos submetidos apenas a exercicio excéntrico
(17,12+7,55) permaneceram com a menor quantidade. Trés semanas apos iaducéo d
lesdo foi o grupo L (38,25+24,18) que apresentou 0s maiores valores dessa
caracteristica, que foi menor no grupo LE (23,74+13,43).

Andlise morfométrica das amostras coradas com HE (Tabela 5) revelou ao longo
do tempo, maior (p=0,0000) quantidade de fibras coldgenas no grupo LE, que foi
semelhante ao grupo L. Embora ndo tenha ocorrido diferenca entre os tempos
(p=0,6797), a quantificacéo das fibras colagenas revelou quedi & grupos LE e R
apresentaram maior e menor quantidade dessa caracteristiadibléoram os animais
tratados com laser que apresentaram maior quantidade de fibras, sendo menor nos ratos
mantidos em repouso. Na segunda semana o grupo LE voltou a apresentar maior
guantidade de fibras colagenas, sendo essa caracteristica menor no grupo submetido a
exercicio excéntrico. Os ratos deixados em repouso e tratados com laser foram os que
apresentaram respectivamente, menor e maior quantidade de fibras colagenas aos 21
dias.

Houve diferenga (p=0,0000) na quantidade de fibroblastos, considerando os
grupos, mas nao entre os tempos (p=0,2305) (Tabela 5), sendo menor no grupo deixado

em repouso. No terceiro dia o grupo L apresentou maior quantidade de fibroblastos
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arredondados. A quantidade foi maior nos grupos E, L e LEnd#47e 22 dias,
respectivamente. A Figura 2d corresponde a uma imagem obtida 21 dias apos indugéo
de tendinopatia tratada apenas o laser de baixa poténcia. Resultado semelhante para ess:
caracteristica ocorreu na avaliagdo histologica Hhol#Z e 2P dias, onde ocorreu
interacéo (grupo x tempo) significativa (p=0,0024) (Tabgla 4

Também houve diferenca (p=0,0032) entre grupos para a caracteristica
leucécitos (Tabela 4). Os ratos tratados apenas com exercicio excéntrico apresentaram
maior infiltrado inflamatério no 3 7°, 14 e 2P dias, enquanto os que receberam
laserterapia associado ao exercicio apresentaram menor infiltrado leucocitario em todos
0s momentos avaliados. Resultado semelhante foi obtido na analise morfométrica. A
guantidade do infiltrado inflamatdrio, com interacdo (grupo x tempo) significativa
(p=0,0014), ocorreu no°® 2P dias, onde essa caracteristica foi maior nos ratos apenas
exercitados (Tabela 5). Na primeira avaliagédo o infiltrado consistiu principalmente de
neutrofilos degenerados, sendo observados poucos macréfagos e eosinofilos. Na
primeira e segunda semana nao houve diferenca entre 0s grupos, entretanto os animais
apenas exercitados continuaram apresentando maior quantidade de células
inflamatdrias, sendo observados nesse momento tanto neutréfilos como macrofagos e
linfécitos. Por outro lado, o grupo LE apresentou menor quantidade de células
inflamatorias em todos os tempos avaliados.

Avaliacao histologica revelou diferenca (p=0,0006) entre grupos na caracteristica
angiogénese (Tabel). Os animais do grupo LE e L apresentaram respectivamente,
maior e menor neoformacdo de vasos sanguineos. °Ndia3todos 0s grupos
apresentaram angiogénese classificada como discreta, sendo moderada nos grupos E e
LE no 7 dia, e de moderada a intensa no grupo LE rfodib4 Na Ultima avaliacéo,
realizada no Zldia se observou reducdo nessa caracteristica, que foi discreta nos
grupos R, E e L, e moderada no grupo LE.

Considerando todos os momentos avaliados, foi observada por morfometria, maior
(p=0,0000) angiogénese no grupo LE, em relacdo ao grupo L, que foi semelhante aos
grupos Ee R (Tabela 5). Nao houve diferenca entre os tempos avaliados (p=0,7455),
entretanto no Bdia havia angiogénese mais intensa nos grupos E (Fig.e2¢k ,
permanecendo assim na primeira semana. Nas segunda e terceira semanas foi 0 grupo
de animais submetidos laserterapia associada a exercicio excéntrico que apresentou

maior angiogénese.
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N&o houve diferenca (p=0,1046) entre grupos para a caracteristica organizagdo do
tecido conjuntivo (Tabela 4), que foi facilmente avaliada nas amostras coradas pelo
tricromico de Masson. Nessa coloragdo a organizacao foi auserfteliacedn todos os
grupos. Na primeira semana os ratos submetidos a exercicio excéntrico apresentaram
moderada organizagéo, sendo discreta nos grupos L, LE e ausente no R. Na segunda
semana todos os grupos apresentaram moderada organizacdo tecidual, exceto o L no
qual essa caracteristica foi discreta. Somente o grupo submetido apenas a exercicio
excéntrico (Fig. 2f) apresentou uma organizacdo classificada como de moderada a

intensa na terceira semana.
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Tabela 3 Avaliacdo histologica semiquantitativa (médiatdesvios padrdo) das
caracteristicas hemorragia, formacdo de aderéncias, espessamento do epitendao,
organizacdo das fibras colagenas, obtida por sistema de escore, para verificacdo do

processo de reparacao tendinea durante diferentes momentos

Tempo (dias) Repouso Exercicio Laser Laser + Exercici
excéntrico excéntrico
Hemorragia

3 1,33+0,58 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+1,00

1,00+1,00 0,67+0,58 0,33+0,58 1,00+0,00
14 0,00+0,00 0,00+0,00 0,33+0,58 0,00+0,00
21 0,67+1,5 0,00+0,00 0,00+0,00 0,33+0,58
MédiatDP 0,75+0,87 0,42+0,51 0,42+0,51 0,58+0,67

Formacgao de Aderéncias

3,33+1,15 3,00+1,73 3,67+0,58 2,67+1,15
7 3,00+1,00 1,33+0,58 1,67+1.15 2,00+£1,00
14 1,33+0,58 1,33+0,58 2,33+0,58 0,67+0,58
21 2,00+1,00 0,67+0,58 1,67+0,58 1,00+1,00
MédiazDP 2,42+1,16 1,58+1,24 2,33+£1,07 1,58+1,31

Espessamento do Epitend
3 2,00£0,00 1,67+0,58 0,33+0,58 2,0040,00
7 0,00+0,00 1,67+0,58 0,67+0,58 1,33+1,15
14 0,67+1,15 0,33+0,58 0,00+0,00 0,00+0,00
21 0,33+0,58 1,33+1,15 0,67+1,15 1,33+0,58
MédiatDP 0,75+0,97AB 1,75+0,87A 0,42+0,67B  1,17+0,94AB
Organizacéao das Fibras Colagen

0,00+0,00 1,00+0,00 0,33+0,58 1,00+0,00
7 1,67+0,58 2,004£0,00 1,00+0,00 1,67+1,15
14 1,67+0,58 1,67+0,58 2,33+1,15 2,33+0,58
21 1,67+0,58 2,00+2,00 1,67+0,58 2,33+1,55
MédiatDP 1,25+0,87 1,67+0,98 1,33+0,94 1,83+0,87

Na linha, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey (p>0,05). DP: desvio padrao.



Tabela 4 Avaliacdo histologica semiquantitativa (médiatdesvios padrdo) das
caracteristicas fibroblastos, leucocitos, angiogénese e organizacao do tecido conjuntivo,
obtida por sistema de escore, para verificacdo do processo de reparacdo tendinea

durante diferentes momentos (continuacao)

Tempo (dias) Repouso  Exercicio Laser Laser + exercici
excéntrico Excéntrico
Fibroblastos
3 0,33+0,58 0,67+0,58 1,33+0,58 1,00+0,00
0,33+0,58B 2,00+0,00A  1,00+0,00AB 1,67+0,58A
14 1,00+0,00B 1,67+0,58B  3,00+0,00A 1,67+0,58B
21 1,33+0,58B 1,67+0,58AB 2,00+0,00AB 2,67+1,58A
MédiatDP 0,75+0,62 1,50+0,67 1,83+0,83 1,75+0,75
Leucocitos
2,33+0,58  3,00+0,00 2,67+0,58 2,00£0,00
7 1,67+0,58 2,67+0,58 2,00+0,00 1,67+0,58
14 1,33+0,58 1,67+0,58 1,67+0,58 1,00+0,00
21 0,67+0,58 1,33+2,00 1,00+0,00 0,67+0,58
MédiazDP 1,50+£0,80B 2,17+0,94A 1,83+0,72AB 1,33+0,65B
Angiogénese
3 1,33+0,58 1,67+1,53 1,33+0,58 1,67+0,58
7 1,33+0,58 2,67+0,58 1,00+0,00 2,67+0,58
14 2,33+0,58 2,33+0,58 1,67+0,58 3,33+0,58
21 1,33+0,58 1,33+0,58 1,67+0,58 2,67+0,58
MédiatDP 1,58+0,67B 2,00+0,67AB 1,42+0,51B 2,58+0,79A
Organizacgéo do Tecido
Conjuntivo
3 0,00+0,00 0,67+0,58 0,33+0,58 0,33+0,58
0,00+0,00 2,00+0,00 1,67+0,58 1,67+1,15
14 2,33+0,58 2,00+0,00 1,67+0,58 2,67+0,58
21 2,33+0,58 3,33+1,15 2,33+0,58 2,33+0,58
MédiatDP 1,42+1,08 2,00+1,13 1,50+0,90 1,75+1,14

Na linha, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo

teste de tWikey (p>0,05). DP: desvio padrio.



Tabela 5 Avaliacdo morfométrica (médiatdesvios padrdo) das caracteristicas fibras
coladgenas, fibroblastos, infiltrado inflamatério e angiogénese, realizada em diferentes

momentos do processo de reparacao tendinea

Tempo (dias) Repouso Exercicio Laser Laser + exercicic
excéntrico Excéntrico
Fibras Colagenas (%)
3 12,69+1,74 21,84+6,56  40,01+8,67 52,62+33,24
7 21,46+9,90 24,79+2,96 48,85+12,31 46,27+24,46
14 39,36+4,82 26,04+7,96  38,98+14,37 53,54+7,44
21 28,47+18,93 31,17+10,43 34,33+18,46  31,76+16,20
MédiatDP 25,50+13,85B 25,96+7,24B 40,54+13,07AE 46,05+21,22A
Fibroblastos (%)
3 1,10+0,70 1,25+0,34 2,97+0,41 2,51+0,24
7 1,19+0,32 3,73+1,33 2,06+0,42 2,31+0,34
14 1,85+1,37 2,79+0,63 3,29+0,78 2,76+0,50
21 1,19+0,37 1,80+0,89 2,39+0,35 2,56+0,33
MédiatDS 1,33+0,76B 2,39+1,24A  2,68+1,32A 2,54+0,35A
Infiltrado Inflamatério (%)

3 0,64+0,10B  0,99+0,23A 0,78+ 0,33AB 0,54 +0,00B

0,37+0,14 0,66+0,32  0,38+0,16 0,35+ 0,17
14 0,12+0,05 0,22+ 0,02 0,18+0,11 0,08+ 0,06
21 0,00+0,06B  0,33+0,08A  0,02+0,03AB 0,00+ 0,00B
MédiatDP 0,28+0,27 0,55+0,36 0,34+0,34 0,24+0,24

Angiogénese (%)

3 1,35+0,94 2,43+0,09 1,21+0,38 1,81+1,42
7 1,22+0,64 3,80+2,03 0,99+0,41 2,75+3,20
14 2,15+0,54 2,37+0,72 1,66+1,37 2,98+1,97
21 1,56+0,29 1,51+0,60 1,50+1,20 5,04+4,24
MédiaxDP 1,57+0,67AB 2,53+1,28AB 1,34+0,86B 3,15+2,78A

Na linha, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p>0,05). DP: desvio padrao.
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Fig. 2 Fotomicrografia do tend&o calcanear comum de ratos Wistar em diferentes
momentos do processo de reparacdo. Rede de fibrina aprisionando neutrofilos integros e
degenerados (setas) observada trés dias apos a inducédo da lesdo no grupo deixado err
repouso (a). Fibras colagenas dispostas de forma moderadamente paralelas (setas), em
animal tratado com laser e exercicio excéntrico, na avaliagdo realizada apés duas
semanas (b). Fibras colagenas do tipo lll coradas em verde (setas), e do tipo | coradas
em amarelo avermelhado (cabeca de setas), presente em animal exercitado e tratado
com laserterapia, Adias apos a lesdo (c). Corte apresentando area de transicédo (normal

e lesionada), com proliferacdo fibroblastica em inicio de organizacdo, com poucos
fibroblastos arredondados (setas) e maior quantidade em formato fusiforme (cabeca de
setas), observada 21 dias apos indugdtedinopatia em rato do tratado apenas com
laserterapia (d). Angiogénese (setas) em animal submetido somente a exercicio
excéntrico, observada trés dias apds lesdo (e). Moderada organizacdo do tecido
conjuntivo (setas), com fibroblastos alinhados (cabeca de setas) em disposicdo paralela

as fibras colagenas, observada no grupo de animais apenas exercitados (f).

Discussao
Véarios métodos de inducdo de tendinopatia em ratos séo utilizados objetivando uma
melhor compreensao da afeccéo e do efeito de diferentes terapias, sendo o procedimento
cirirgico por tenotomia (Laraia et al., 2012; Barbosa et al., 2013) ou tenectomia
(Eliasson et al., 2012) e a administracédo de colagenase (Marsolais et al., 2001; Pires et
al., 2011) os mais utilizados. Também sdo mencionados compressdo com guilhotina
(Salate et al., 2005; Joensen et al., 2012), esmagamento com pinca (Carvalho et al.,
2006), trauma com carga (Fillipin et al., 2005), estimulacdo elétrica (Cho et al.,
2011), sobrecarga mecanica com exercicio (Glazebrook et al., 2008) e o uso de
sustancias como citocinas, antibiéticos e prostaglandlinast al., 2011). O protocolo
de inducédo de tendinopatia utilizado na presente pesquisa foi testado anteriormente
(Silva et al., 2013), e se mostrou eficaz em promover a lesdo em ratos Wistar, ja que
ocasiona um quadro de tendinopatia aguda, compativel com as descritas na literatura
cientifica (Ress et al., 2006; Glazebrook et al., 2008).

O aumento de temperatura local observado até 72 h apds a inducéo da leséo é
uma caracteristica do processo inflamatério agudo, que ocorre devido ao aumento da

permeabilidade vascular, e da liberacdo de diversos mediadores que participam da
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resposta inflamatoria. Essa caracteristica foi relatada em vérios estudos realizados com
tendao de ratos (Bilate, 2007; Laraia et al., 2012).

A auséncia de sensibilidade dolorosa durante avaliagcéo fisica realizada 12 h apos
a cirurgia pode estar associada ao analgésico administrado, o que pode ter mascarado o
quadro algico. No entanto, os ratos permaneceram sem dor nas avaliagbes seguintes.
Nos grupos que receberam laserterapia, essa auséncia pode ser justificada pelo efeito
analgésico do laser de baixa poténcia (Hamblin e Demidova, 2006), o que pode resultar
do aumento da liberacédo de endorfinas, as quais ampliam o limiar de dor (Moshkovska
e Mayberry, 2005). Bertolini et al. (2008) também observaram reducéo da dor durante
tratamento do tend&do calcanear comum com laser de baixa poténcia usando
comprimento de onda de 670 nm. Os autores compararam diferentes doses de energia
(2J, 4J e 8J) e observaram gue a menor dose, ou seja, 2J promoveu alivio da dor de
forma mais precocemente. A dose de energia e comprimento de onda utilizados pelos
autores diferem dos usados no presente estudo, que foram baseados na recomendacao d
Associacdo Mundial de Laserterapia para tendinopatia do tenddo calcanear comum.
Segundo Neves et al. (2005), as doses de energia devem ser utilizadas de acordo com o
efeito desejado, de modo que a de 3 J abrange a maior parte dos efeitos desejados, como
analgésico, anti-inflamatério, circulatério e regenerativo. A padronizacdo dessas
caracteristicas é fundamental na absorcdo da radiacdo do laser pelo tecido lesionado.
Entretanto, independentemente das dosagens, os resultados de ambos os estudos
sugerem o efeito benéfico da terapia na reducéo da dor.

Apesar da auséncia de sensibilidade dolorosa e de aparente desconforto, n&o
pode ser descartada a possibilidade de incbmodo de origem mecanica, visto que 0s
animais apresentaram uma discreta claudicacdo durante a avaliacdo da capacidade
locomotora. Ainda existe a possibilidade da escala utilizada para a avaliacdo da
sensibilidade dolorosa pode nao ter sido adequada para o tipo de lesdo provocada. A
escala foi baseada na descrita por Attal et al. (1990), para avaliar dor em ratos com lesao
do nervo ciatico, ou seja, dor de maior intensidade. Miniville et al. (2008) também
utilizaram a mesma classificacdo para verificar a resposta de ratos com fratura induzida
por trauma na tibia (reduzida com pino intramedular) ao tratamento com morfina ou
cetoprofeno. De acordo com os autores, a escala foi eficaz na identificacdo dasdor, e o
medicamentos utilizados promoveram analgesia dose-dependente. Entretanto, como a
fratura foi realizada com guilhotina, deve ter afetado ndo apenas o tecido 6sseo, mas

também os tecidos adjacentes. Segundo Oliva et al. (2004) lesdo do periésteo,
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proveniente de procedimentos ortopédicos, provocam maior severidade de dor no
periodo pos-operatorio, do que a ocasionada em tecidos moles.

A menor (p=0,0008) capacidade de locomocéo dos animais deixados em repouso
sugere efeito desfavoravel da limitacdo de movimentacdo. Segundo Silva. (2008), a
escala utilizada para a avaliacdo da capacidade motora possibilita identificar ateracte
minimas, que muitas vezes sao imperceptiveis durante avaliacdo da deambulagdo em
campo aberto. Os autores utilizaram a escala para avaliar a capacidade locomotora em
ratos Wistar submetidos a laminectomia seguido por trauma mecéanico na dura-mater.

A auséncia de infeccdo no local da ferida cirdrgica sugere que os procedimentos
de antissepsia adotados no pré e poés-operatorio foram adequados. As alteracdes
macroscopicas observadas na coloracdo e aspecto das fibras tendineas sdo compativeis
com as descritas por Nirschl e Ashman. (2003) para a tendinopatia em humanos. A
privacdo de exercicio excéntrico controlado para um dos animais submetidos apenas a
laserterapia e um do grupo repouso pode ter favorecido o aparecimento macroscopico
da aderéncia fililmosa observada na primeira semana de pdés-operatorio, que esta
relacionada com a proliferacdo fibroblastica. De acordo com Orhan et al. (2004),
aparecimento de aderéncias depende do grau de mobilizacdo do tendao, ou seja, da
quantidade de movimentos realizados no membro lesionado. No que se refere a
atividade fisica controlada, Nakamura et al. (2008) mencionaram que exercicio fisico &
fundamental para a recuperacdo do tendao, ja que promove o realinhamento das fibras
tendineas. Adicionalmente, ja estd demonstrado que a imobilizacdo do membro pode
afetar as propriedades biomecanicas do tendao (Wren et al., 2000). Por outro lado Abate
et al. (2009) mencionam que aderéncia tecidual é frequentemente observada entre
tenddo e paratenddo na fase aguda da tendinopatia. Na realidade, além de células
inflamatorias originadas da periferia do tecido, a formacdo aderéncias também estar
relacionada com outros fatores como, por exemplo, a migracdo extrinseca de
fibroblastos (Sharma e Maffulli, 2005; James et al., 2008), crescimento excessivo e
desordenado do tecido de granulacdo (Foland et al.,, 1992) e formacdo de tecido
cicatricial em torno da bainha tendinea (Wang et al., 2012). Essas duas ultimas
possibilidades ndo podem ser incriminadas como causadoras de lesdo nos ratos do
presente estudo, ja que ndo houve formacéo de tecido de granulacdo exuberante nos
tenddes, e ndo existe bainha ao redor do tendao calcanear comum.

Avaliagao histologia utilizando a escala de Orhan et al. (2004) e Eliasson et al.

(2012), com algumas modificacdes, revelou que a laserterapia e/ou exercicios néo
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influenciaram na caracteristica hemorragia, o que sugere que 0s tratamento nao resulta
em importante extravasamento de sangue. Os resultados do presente estudo diferem dos
de Eliasson et al. (2012) que observaram essa caracterisitica cinco dias apés inducao
cirdrgica de tendinopatia no tendao calcanear comum de ratos que realizaram corrida
em esteira (9 m/min; 30 min/dia; esteira discretamente inclinada/4 dias consecutivos).
Os autores explicam que a hemorragia € indicativa de lesado tecidual, entretanto néo foi
suficiente para promover prejuizos ao tenddo. Eles atribuem esse achado a episédios
alternados de periodos de exercicios (apenas 30 mie/dla)repouso, sem maiores
explicacbes a respeito.

Ainda que o protocolo de exercicio excéntrico adotado ndo tenha ocasionado
importante hemorragia, anélise morfométrica revelou que o exercicio excéntrico resulte
em uma reacao inflamatéria maior (p=0,0000), havendo interacéo grupo x tenf® no 3
21° dias, quando comparado com o grupo que também recebeu o laser de baixa
poténcia. Embora essa resposta inflamatéria tenha sido mais acentuada apenas nos
animais exercitados, ja se esperava que na fase precoce da lesdo houvesse maior
infiltrado de polimorfonucleares, seguido por uma posterior reducdo na fase
proliferativa da lesdo, fato que ocorreu na terceira semana apds a tendinopatia. Esse
resultado foi confirmado pela andlise histolégica que também demonstrou maior
(p=0,0032) infiltrado leucocitario no grupo tratado apenas com exercicio excéntrico.
Portanto, apesar da importancia da atividade fisica na recuperacao das tendinopatias, o
presente estudo comprova que essa modalidade de tratamento deve ser bem dosada
(velocidade, duracao, frequéncia e tempo de tratamento), jA que a contracdo do tipo
excéntrica pode promover microrrupturas das fibras musculares, conforme mencionado
por Clebis et al. (2001), o que pode atrair células inflamatdrias para o local da leséo.

O inicio do exercicio excéntrico com apenas 24 h pode ter sido a causa desse
discreto aumento no processo inflamatorio local. Por outro lado, a decisdo em comecar
a atividade fisica ap0s um dia de realizada a tendinopatia teve como finalidade
padronizar o momento de inicio dos tratamentos, jA que a laserterapia deveria ser
iniciada nas primeiras horas apés a lesédo tendinea, devido aos seus efeitos analgésico e
anti-inflamatorio.

Esse momento para iniciar o exercicio, considerado como ideal, foi baseado no
protocolo descrito por Nakamura et al. (2008) que observaram efeito benéfico da
corrida em declive (15° de inclinagdo; 15m/min por 60 min/durante 14 dias) quando

iniciada 24 h apds inducéo cirargica de tendinopatia do tend&do patelar de ratos.
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Entretanto, ao contrario do observado por estes autores, Godbout et al. (2006)
mencionaram que atividade fisica realizad de forma voluntaria (roda giratoria presente
no interior das gaiolas, acoplada a um contador) pode ter efeito negativo, como o
prolongamento da fase inflamatéria. A distancia percorrida pelos ratos no estudo desses
autores foi estimada como de aproximadamente 118 km durante os 28 dias de avaliacéo,
e o exercicio foi iniciado imediatamente apds inducéo de tendinopatia por colagenase.
Por outro lado, como a atividade fisica foi voluntéria, os resultados ndo podem ser
comparados com os do presente estudo.

Aderéncia tecidual do tipo fibrinosa foi bastante frequente na avaliacdo
histoldgica, porém nao houve diferenca entre grupos ou tempos, embora na avaliacao
final nenhum dos ratos submetidos apenas ao exercicio excéntrico tenha apresentado
essa caracteristica. Esse achado foi caracterizado microscopicamente pela presenca de
fibrina, que € uma proteina que participa da cascata de coagulacdo e da formacgédo de
matriz tecidual (Beretta, 2005). Embora Abate et al. (2009) mencionem que o exsudato
fibrinoso seja frequente na fase aguda da tendinopatia, Kraux et al. (2012) relatam que
pode ser encontrado inclusive apos essa fase inicial da afeccdo no tendédo calcanear
comum, conforme ocorreu no presente estudo.

Ainda considerando um discreto, mas possivel efeito negativo do exercicio
excéntrico iniciado apenas com 24 h da inducdo da lesdo, os ratos exercitados
apresentaram maior (p=0,0204) espessamento do tenddo, o que pode estar relacionado
com a intensidade do processo inflamatério. O espessamento do epifendao
observado por Orhan et al. (2004) em estudo com tendao calcanear comum de ratos
tratados com ondas de choque. Conforme mencionado anteriormente, o grupo de
animais apenas exercitados foi o que apresentou, ao longo do tempo, maior (p=0,0032)
infiltrado de leucdcitos, nas fases inflamatoria e proliferativa, embora a associacdo do
exercicio com a laserterapia resultou na reducdo dessas células. Na realidadea duraca
da fase inflamatdria do processo de reparacéo tendinea € contraditoria, variando desde
24 h (Wang et al., 2006) a 72 h (Eliasson et al., 2009), ou pode inclusive permanecer
uma a mais semanas (Dahlgren, 2007). Inicialmente a inflamacéo é um evento benéfico,
que visa a restauracdo do tecido e remocdo do agente agressor. Entretanto, a sua
permanéncia pode ser prejudicial ao tecido lesionado, podendo inclusive estimular a
formacao de fibrose (Pohleet al., 2009), tendo em vista que € uma das origens de
fatores de crescimento que atuam na reparacéo tecidual (Mac Grath, 1990; Branton e

Kopp, 1999).Um exemplo é o transformante beta, que sabidamente pode estimular de
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forma excessiva a producao de colagenos pelos fibloblastos (Klein et al., 2002), embora
seja fundamental em melhorar as forgas mecanicas do tendao, por diminuir a expresséao
génica do pro-colageno tipo Il e aumentar a do tipo | (Marcos, 2010).

A angiogénese é fundamental para oxigenacao tecidual, jA que favorece a
nutricdo e remodelagéo do tenddo. Em tendbes bem vascularizados, o tecido pode se
recuperar rapidamente, mas naqueles pouco vascularizados, o processo de reparacao é
mais lento, aumentando as chances de recidiva (Pufe et al., 2005). A eficacia da
laserterapia no comportamento da angiogénese ja havia sido mencionado por Lins et al.
(2010) ao revisar os efeitos bioestimulantes do laser de baixa poténcia no processo de
reparo tecidual. Entretanto, durante o processo de reparacdo tendinea se espera que
ocorra inicialmente um aumento da vascularizacdo, que deve ser seguido por uma
posterior reducdo (Nakamura et al., 2008). Foi exatamente iSSO 0 que ocorreu nos
animais que foram tratados apenas com laserterapia, que foram 0s que apresentaram
menores (p=0,0006) quantidades de vasos quando os grupos foram comparados.
persisténcia da vascularizacdo pode resultar em mais lenta e inadequada recuperacéo do
tendao (Pufe et al., 2005).

Salate et al. (2005) também relataram estimulo & angiogénese decorrente do
tratamento com laser de baixa poténcia (2,5 e 10 J; 660 nm) durante as fases
inflamatoria e proliferativa do processo de reparacdo do tenddo calcanear comum de
ratos. Os autores observaram rfodia de tratamento, maior (p<0,05) quantidade de
vasos no grupo tratado com 10 J. Na avaliagéo realizada com uma semana foi observado
que o grupo submetido a laserterapia apresentou maior (p<0,05) quantidade de vasos
com relacdo ao controle.

Entre os beneficios promovidos pela laserterapia, esta a proliferacdo
fibroblastica (Hamblin e Demidova, 2006), que foi mais adequada (avaliacédo
histoldgica: p=0,0024 e morfométrica: p=0,0000) no grupo submetido a terapia (Tabela
5, Fig. 2d) em comparacdo com mantido em repouso. Salate et al. (2008) mencionam
melhor alinhamento dos fibroblastos no grupo tratado com laser (660 nm; 2,5J e 10J/3,
5 ou 7 dias) iniciado seis horas apo0s inducdo de tendinopatia por trauma, em
comparagcdo com o0 controle. Essas células sdo fundamentais para deposicdo e
remodelacdo da matriz extracelular (Lui et al, 2007), assim como para a sintese do
coldgeno. Surgem na fase aguda da lesdo e sua reducdo deve ocorrer de forma
significativa durante a remodelacdo do tenddo, que pode demorar meses, ou seja, além

do periodo utilizado para a avaliacao histologica dos tenddes no presente estudo.
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Thermann et al. (2002) compararam diferentes tratameatastendinopatia do
tenddo calcanear comum de coelho e observaram maior atividade fibroblastica na
primeira e segunda semanas apoés inducdo da lesdo. A reducdo dessa caracteristica
ocorreu a partir da quarta semana, e somente ap0s doze semanas 0s tenddes se
apresentavam histologicamente normais. Esse resultado sugere que a fase de
remodelacdo nesses roedores vai muito além de um més, de forma que para uma melhor
analise histologica do processo de reparacao tendinea, deve-se utilizar maior tempo de
avaliacdo. Resultado semelhante ao relatado por esses autores foi notado no presente
estudo, no grupo de animais submetidos a laserterapia e exercicio excéntrico, onde foi
observado de forma ndo significativa, reducéo fibroblastica jA com trés semanas de
iniciado os tratamentos. A diminuicdo dessas células € desejavel, pois uma atividade
fibroblastica exagerada pode comprometer o processo de reparacdo tendinea (Pires et
al., 2011). Mais especificamente com relacdo a eficiéncia do laser de baixa poténcia na
reparacao tendinea, Lins et al. (2010) mencionam que se deve a indu¢do da atividade
mitética dos fibroblastos. Adicionalmente o laser estimula a producdo do fator de
crescimento fibroblastico basico, que resulta na proliferacéo e diferenciacéo célular.

Ainda que nao tenha ocorrido diferenca (p=0,2583) entre 0s grupos e tempos
avaliados para a organizacdo das fibras coldgenas, ja se observa no terceiro dia apés a
lesdo, uma discreta organizacdo nos animais dos grupos submetidos ao exercicio
excéntrico. Apos trés semanas essa caracteristica se apresentou de moderada intensidads
nos grupo que realizaram atividade fisica. Esse resultado se deve provavelmente, a
quantidade de fibras colagenas do tipo I, observada na terceira semana pela técnica
histoquimica Picrosirius Red, nos grupos tratados com laser associado ou nédo ao
exercicio excéntrico. Apesar dos possiveis efeitos desfavoraveis mencionados para a
introducdo precoce da atividade fisica apdés uma leséo tendinea, o exercicio excéntrico
caminhada em esteira foi benéfico (p=0,0000) para a quantidade de fibras colagenas,
ndo apenas quando utilizado de forma isolada, mas também quando associado a
laserterapia. Essa atividade foi relatada por Nakamura et al. (2008) como importante
para o realinhamento das fibras coldgenas. Os autores observaram efeito benéfico da
corrida em declive (15° de inclinacdo; 15m/min por 60 min/durante 14 dias), quando
iniciada 24 h apo6s inducéao cirargica de tendinopatia no tendéo patelar de ratos. Em seu
estudo os autores encontraram além de melhor organizacdo das fibras colagenas,
conforme encontrado no presente estudo, que a atividade fisica promoveu intensa

angiogénese inicial com posterior reducéo, constatada na avaliagao histoldgica realizada
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apos dez dias de inducdo da lesdo. Bring et al. (2007) também observaram melhor
organizagdo das fibras colagenas no grupo de ratos submetidos ao exercicio excéntrico,
do que no grupo imobilizado com gesso e no controle? da#2semana apods inicio do
experimento. De acordo com Oliveira et al. (2009), essa organizacao € fundamental para
a resisténcia do tendao a tracao.

No que se refere a laserterapia na organizacdo das fibras coldgenas, Salate et al.
(2005) observaram que a estrutura do tenddo calcanear comum de ratos tratados com
laserterapia (2,5 J; 660 nm) iniciada 6 h apdés a inducdo da lesdo se mostra mais
organizada do que no grupo nao tratado, j& com 5 dias de iniciada a terapia. J& Fillipin
et al. (2005) relataram melhor organizacdo dessas fibras nesse mesmo tendao, em
avaliacdes realizadas com 14 e 21 dias apoés lesdo induzida por trauma. Os resultados
desses autores foram muito semelhantes aos obtidos no presente estudo, e aos relatados
por Arruda et al. (2007), que também utilizaram o laser de baixa poténcia na dose de 3
J, com comprimentos de ondas de 670 nm (GaAsAl) e 904 nm (GaAs).

Da mesma forma que Salate et al. (2005), Oliveira et al. (2009) j4 observaram
efeitos favoraveis ap6s uma semana. Entretanto, diferentemente dos demais estudos,
esses Ultimos autores utilizaram o laser a base de GaAsAl (4 J/cm? 830 nm). Na
laserterapia a energia € produzida pela utilizacdo de um meio ativo que pode ser o hélio
nednio (He-Ne), arseneto de galio (GaAs), e também semicondutores de arseneto de
galio e aluminio (GaAlAs) (Baxter, 2003). Cada um desses meios ativos atuam com um
determinado comprimento de onda. O meio ativo utilizado (GaAs) no presente estudo
foi adequado para o comprimento de onda de 904 nm, que é indicado para o tipo de
les&o induzida.

Embora néo significativa (p=0,1046), a organizacdo do tecido conjuntivo foi
mais intensa nos animais submetidos ao exercicio excéntrico, o que pode estar
relacionado com o fato de que essa modalidade de tratamento promove o realinhamento
das fibras colagenas. Novamente se observa que a atividade fisica embora possa
acarretar efeitos indesejaveis como aumento de células inflamatérias, espessamento do
epitenddo e o prolongamento da angiogénese, pode ser benéfica em promover nao
apenas o realinhamento das fibras colagenas, mas em melhorar a organizacéo do tecido
tendineo como um todo.

Ainda que né&o tenha ocorrido diferenga entre 0os grupos e tempos avaliados, na
guantidade de fibras colagenas (tipos | e Ill), o efeito da laserterapia no aumento da

sintese de colageno esta descrito na literatura (Lins et al., 2010; Moreira et al., 2011;
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Guerra et al, 2012). Os animais tratados apenas com laser ja apresentaram

microscopicamente fibras coldgenas com apenas uma semana de iniciado o tratamento,
embora aumento expressivo tenha sido observado com duas semanas. Nos demais
grupos as fibras colagenas do tipo | aumentaram gradualmente. Adicionalmente, os

ratos que receberam laserterapia e exercicio excéntrico foi que apresentou o melhor
comportamento no que se refere ao colageno tipo Ill.

Aumento da quantidade de colageno tipo | com duas semanas apoés leséo
tendinea em ratos foi relatado tanto em pesquisas usando laserterapia associada ao
plasma rico em plaquetas (PRP) (Barbosa et al. 2013) como utilizando apenas o
componente rico em plaquetas (Kajikawa et al.,, 2008) por histologia e expresséo
imunoistoquimica, respectivamente. Barbosa et al. (2013) relataram maior quantidade
(p<0,05) de fibras do tipo | em tendao calcanear comum de ratos com ruptura parcial,
13 dias ap6s iniciada laserterapia (7 J; 660 nm; 830 nm) com PRP, entretanto conforme
observado no presente estudo, ndo houve diferenga (p>0,05) entre os grupos tratados
apenas com laserterapia, utilizando diferentes (660 nm e 830 nm) comprimentos de
onda. Por outro lado, os ratos tratados somente com laser apresentaram maior (p<0,05)
quantidade de fibras do tipo | e Ill, do que os tratados apenas com plasma rico em
plaguetas. Adicionalmente, as fibras de coldgeno do tipo Il foram mais frequentes
(p>0,05) nos grupos tratados do que nos ndo tratados. Os resultados desses autores
sugerem que o plasma rico em plaqueta isoladamente ndo apresenta um resultado tao
satisfatorio quanto quando associado a terapia com laser. Esses melhores resultados no
trabalho desses autores pode estar relacionado com a quantidade de pontos de aplicacéo,
gue no caso deles foram trés, com duracdo de 20 seg cada. No presente estudo foi
utilizado apenas um ponto, com duracao de 9 seg.

O aumento exagerado das fibras de colageno do tipo Il no grupo submetido a
laserterapia provavelmente nédo foi significativo devido ao desvio padrdo que foi
elevado (32,34+16,96). Por outro lado, a elevacao mais precoce do colageno tipo Il ja
era esperado, pois logo apés uma lesdo tendinea esse colageno deve predominar
(Kajikawa et al., 2008), tendo em vista a sua funcdo em manter a estrutura do tendao
(Barbosa et al., 2013).

Ainda que seja desejado o0 aumento precoce do colageno tipo Ill logo apés uma
leséo tendinea, é importante que gradualmente ocorra a sua reducgédo, ja que se trata de
um coldgeno menos resistente (Marcos, 2010; Barbato, 2011) em comparacdo ao

colageno tipo I. Foi exatamente iSSO que ocorreu, pois na avaliacéo realizada aos 21 dias
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apos inducao de tendinopatia, se nota reducdo (p=0,0305) na quantidade desse colageno
no grupo que recebeu laserterapia associada ao exercicio excéntrico.

Estudos demonstraram que o exercicio fisico do tipo corrida em esteira quando
iniciado no 5 dia ou uma semana apo6s a inducdo da lesdo no tenddo calcanear comum
de ratos foi benéfico para a recuperacdo do tendao (See et al., 2004; Barbato, 2011).
Esses resultados reforcam uma hipGtese surgida a partir dos resultados obtidos no
presente estudo, de que a associacado da laserterapia com exercicio excéntrico possa
apresentar melhores resultados na reparacao tendinea do que os tratamentos realizados
isoladamente (apenas exercicio excéntrico ou laserterapia). Portanto, ainda sé&o
necessarios estudos controlados que avaliem diferentes momentos de introducdo do

exercicio excéntrico ou da laserterapia.

Concluséo

Conclui-se que a laserterapia na dose de 3 J e comprimento de onda de 904 nm,
associada ao exercicio excéntrico, iniciados 24 h ap6és tendinopatia induzida do tendao
calcanear comum, promove aumento na quantidade de fibras colagenas, com posterior
reducdo das fibras do tipo lll, apesar de prolongar a angiogénese. Além disso, reduz a
aderéncia tecidual do tipo fibrinosa e melhora a organizacéo das fibras colagenas. Nesse
sentido, o exercicio excéntrico quando realizado concomitantemente com o laser de

baixa poténcia melhora as caracteristicas histolégicas do tendéo lesionado.
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CONCLUSAO GERAL

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que a

laserterapia na dose de 3 J e comprimento de onda de 904 nm, associada ao exercicio

excéntrico, iniciados 24 h apos tendinopatia induzida cirurgicamente por compressao e

escarificacédo, no tendao calcanear comum:

1.

N&o resulta em um tenddo biomecanicamente tdo resistente ou elastico @uanto
saudavel. Entretanto, a extensdo e carga maximas necessarias para ruptura tendinea &
uma velocidade de 0,5 mm/s ndo diferem daquela necesséria para o rompimento do

tendao sadio.

. Nao influencia negativamente na estrutura e funcéo tendinea.

. Promove aumento na quantidade de fibras colagenas do tipo Il (fase inflamatéria) e

tipo | (fase proliferativa), com posterior reducdo das fibras do tipo Il (fase

proliferativa), apesar de prolongar a angiogénese.

. Reduz a aderéncia tecidual fibrinosa e promove organizacdo das fibras colagenas.

Portantomdhoram as caracteristicas histologicas do tendao lesionado.
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