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Esta dissertacdo foi elaborada no modo de artigos, sendo dividida em 3 partes. A
primeira parte ¢ constituida de um resumo, justificativa, objetivo e detalhamento da
metodologia empregada.

A segunda parte compreende os artigos elaborados com base na primeira parte. Foram
redigidos dois artigos, o primeiro aborda principalmente os aspectos celulares e
vasculares da regeneracgdo tendinea sob efeito da laserterapia e da idade, e o segundo, os
aspectos estruturais do tecido sob as mesmas condi¢des. Foram realizados dessa forma,
pois entendemos que a estrutura do tecido é decorrente das células que o compde, sdo
elas que constituem e formam a arquitetura e desta se derivam as propriedades
mecanicas do material e sua fun¢do no organismo.

A terceira parte constitui-se das conclusdes gerais obtidas a partir dos resultados

experimentais, consideragdes finais, a bibliografia utilizada e lista de anexos.
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1. RESUMO

O envelhecimento bioldgico ¢ uma das principais causas para a predisposicao do tendao
aos processos degenerativos, patoldgicos e retardo da reparagdo tecidual.Varias
modalidades terapéuticas sdo utilizadas para promover a aceleracao e melhora do reparo
tendineo, dentre elas a terapia laser de baixa intensidade (LLLT). Porém sdo pouco
conhecidos os reais efeitos desta terapia quando se associa um fator potencialmente
decisivo na resposta celular como o envelhecimento. Este estudo avaliou através de
técnicas de microscopia de luz comum e de forga atdmica os efeitos da LLLT, aplicada
na repara¢ao do tendao calcanear em duas fases maturacionais. Um grupo de ratos
jovens (4 semanas de idade, n = 40, massa = 111,3148,3g), subdividido aleatoriamente
em 4 subgrupos contendo cada um 10 animais: J3J (dose 3J/cm?’ energia total =
101,7mJ), J10J (10J/cm?’, energia total = 339,6mJ), placebo - JPL (dose 0J/cm?),
controle - JCL (nenhum tratamento); e um grupo adulto (27 semanas de idade, n = 40,
massa = 385,44+34,3g), subdividido aleatoriamente em 4 subgrupos: A3J (dose 3J/cm?,
energia total = 101,7mJ), A10J (dose 10J/cm2, energia total = 339,6mlJ), placebo - APL
(dose 0J/cm?), controle - ACL (sem tratamento). Todos os animais foram submetidos ao
procedimento de tenotomia radical do tenddo direito, entre a insercdo calcanear e a
transi¢do miotendinea, sem posterior tenorrafia. O laser utilizado (685nm, 5,4W/cm?)
foi aplicado em 12 sessdes, uma vez ao dia, em um tnico ponto sobre a regido da lesdo.
No 13° dia pds-operatoério os animais foram sacrificados e seus tenddes removidos,
processados e analisados qualitativa e quantitativamente, por meio de microscopia de
forca atomica (MFA) e andlise histologica por morfometria. A andlise dos dados
mostrou significativa altera¢do (p< 0,05) da resposta do tecido a irradiagdo laser, tanto
de forma idade-dependente como dose-dependente, sendo que, os resultados
demonstram maior relevancia para o grupo adulto que para o jovem.
Comparativamente, o grupo adulto apresentou qualitativamente maior resposta
bioldgica na agregagdo, organizagdo, alinhamento do colageno. Quantitativamente, o
grupo adulto apresentou melhor resposta para a dose de 10J/cm’® principalmente em
relacdo a angiogénese, contagem de fibroblastos e espessura dos feixes de colageno.
Esses resultados possivelmente podem ter uma relacdo com o maior estresse oxidativo
caracteristico ao incremento da idade.

Palavras chave: Laserterapia, reparo tendineo, fibroblasto, capilar sangiiineo,
envelhecimento, colageno



13

ABSTRACT

There is a rapid increase in the size of the elderly population due to a complex
interaction of medical and epidemiological factors. Also, there is a parallel increase in
morbidity associated with age-related delayed tendinopathy healing, and treatment of
such acute and chronic condition costs the Health Services over 1 Billion dollars per
year. Despite the obvious clinical impact, the basic cellular and molecular mechanisms
underlying impaired human tendon healing are largely unknown. However, recent
reports have showed the action mechanism of low level laser therapy (LLLT) in
producing accelerated tendon healing, but the real effects of this therapy associated with
aging effects are not yet known. This study evaluated the effects of the LLLT on repair
process of rat calcaneal tendon in two different ages. Eighty male Wistar rats were
divided in 2 experimental groups with 40 rats at each one: young group (4 weeks old,
body mass = 111.3£34,3g) and mature adult group (27 weeks old, body mass =
385.4+34,3¢g). The young group was subdivided in subgroup Y3J (12 session, total
energy = 101.7mJ, laser 685nm, 5.4W/cm’, 3J/cm?), subgroup Y10J (12 session, total
energy = 339.6mJ, laser 685nm, 5.4W/cm®, 10J/cm’); subgroup YPL (placebo
treatment) and subgroup YCL (no treatment). The mature adult group was subdivided in
subgroup A3J (12 session, total energy = 101.7mJ, laser 685nm, 5.4W/cm2, 3J/cm2),
subgroup A10J (12 session, total energy = 339.6mJ, laser 685nm, 5.4W/cm?, 10J/cm?);
subgroup APL (placebo treatment) and subgroup ACL (no treatment). All animals had
the medial region of right calcaneal tendon totally tenotomized. They were sacrified on
the 13th post-operate day and their tendons were surgically removed for a quantitative
and qualitative analysis The Atomic Force Microscopy analysis showed better
organization quality (alignment, thickness and aggregation) of collagen bounds in
mature irradiated groups. However, it was found differences (p < 0.05) in thickness of
collagen bundles (TCBs) for several intersections among subgroups. The subgroup
A10J presented greatest TCBs (5.69+0.69), and the ACL subgroup presented smallest
TCBs (4.51£0.6) in the mature group. The dimensional data showed higher differences
in the irradiated subgroup in mature group when compared to the same subgroup in
young group. Histological analysis showed increase (p < 0.05) in the number of capillar
vessels and fibroblast cell proliferation after LLLT in both young and mature groups,
however the higher modulation was observed in the mature group. Minor influence of
laser radiation in the young group may be justified by divergence on chemistry, physics
and metabolic age-related. Maybe the accumulated oxidative stress resulting from a
gradual shift in the redox status of tissues should be a key mechanism underlying the
aging process and the higher laser effect noted in the mature group. Age should be
considerated an important parameter to LLLT.

Key words: Laser therapy, tendon repair, fibroblast, blood vessel, aging, collagen.
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2. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O avango da ciéncia e a melhoria das condi¢des gerais de vida t€ém contribuido
para controlar e tratar muitas doencas responsaveis pela morbidade e mortalidade da
populagdo, tanto dos paises desenvolvidos bem como aqueles em desenvolvimento,
aumentando dessa forma, a expectativa e a qualidade de vida.

Essa tendéncia global tem focado a ateng¢do de diversos pesquisadores e da
populacdo na busca por solu¢des que minimizem os possiveis efeitos negativos do
avango da idade no organismo. Cada vez mais se pesquisam formas de deter ou retardar
o processo do envelhecimento ou estratégias que garantam uma manutencdo da
capacidade funcional e da autonomia, nas ultimas décadas da vida.

O envelhecimento ¢ um processo gradual e espontaneo de mudangas que resultam
na maturacdo através da infancia, puberdade, adolescéncia e que passa por um declineo
no periodo seguinte de meia idade até a idade avancada. Correlaciona-se a esse declinio,
a senescéncia, que pode ser entendida como a perda progressiva da capacidade de
homeostase (BIRREN, SCHAIE & SCHROOTS, 1996; JAZWINSKI, 2000).

Assim o processo de envelhecimento ¢ uma cadeia de eventos dindmicos e
progressivos no qual hd modificagdes morfologicas, fisiologicas, bioquimicas,
psicologicas e funcionais, que determinam em grande parte, a capacidade de adaptacao
do individuo ao meio ambiente, que pode, conseqiientemente ser relacionados as
incidéncias de processos patologicos (HARMAN, 1981).

As alteragdes no organismo em fun¢do do tempo incluem desde erros na
transcri¢do e tradu¢do do DNA, variagdo da concentragdo de proteinas, minerais e
horménios, redu¢do do metabolismo de determinadas células, diminuicdo do aporte

vascular, capacidade imunologica e propriedades fisicas dos materiais como a
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resisténcia mecanica. Podemos correlacionar a essas alteragdes as lesdes que ocorrem
com uma maior incidéncia na fase avan¢ada do desenvolvimento e a sua lentidao de
recuperagao, culminando em desconforto e a dor causados pela injuria e ainda o elevado
custo para a previdéncia social (LEEUWENBURGH, 2003; MERRY, 2004; POUSSON
& VALOUR, 2003; NESTORSON et al, 2000).

Dentre os efeitos mais preocupantes do envelhecimento, o retardo da regeneragao
tecidual e os agravos decorrentes deste processo lentificado sdo aqueles que geram
maiores prejuizos no envelhecimento, tanto financeiros como psicolégicos. Em virtude
disso, diversos pesquisadores t€ém procurado compreender como se da o processo de
regeneragdo tecidual, desde os mecanismos de lesdo até a recuperagdo total da fungdo e
assim desenvolver meios que possam interferir positivamente nesta cadeia de eventos
para um retorno mais rapido e eficaz do individuo acometido pela lesdo as suas fungdes
normais (BAILEY, PAUL & KNOTT, 1998; BIZOT-FOULON, BOUCHARD &
HORNEBECK, 1995, HARMAN, 1981).

Alguns processos de regeneragdo tecidual induzido por diversos recursos
utilizados na fisioterapia t€ém como base aspectos biomodulatérios que envolvem
componentes moleculares, celulares e teciduais os quais podem ser modificados pelo
envelhecimento.

O que justifica a teoria no qual, as abordagens terapéuticas cuja acdo ¢ baseada
nos processos biolodgicos alterados pelo envelhecimento devem ser aplicadas de forma a
serem especificos ndo s6 para o tipo de patologia e periodo da lesdo, mas também
especificos para cada idade fisiologica/ cronologica do organismo.

Contudo pouco se conhece sobre as particularidades das modalidades terapéuticas

utilizadas nos processos de regeneragdo tecidual do idoso, como o ultra-som
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terapéutico, ondas curtas, microondas, correntes elétricas e a laserterapia de baixa
intensidade (LLLT).

Apesar de escassos os estudos que relacionam especificamente LLLT ao
envelhecimento, resultados positivos desta modalidade de tratamento sdo encontrados
em processos envolvidos na senescéncia, como apoptose celular, concentragao de
radicais livres e citocinas, produgdo da superdxido-dismutase (enzima que atenua o
dano causado por radicais livres) (KARU, ANDREICHUK & RYABYKH, 1993;
VLADIMIROV, OSIPOV & KLEBANOV, 2004), atividade de fibroblastos,
neoangiogénese e fluxo sanguineo. Tais efeitos da irradiacdo laser sobre tecidos
bioldgicos podem promover uma aceleragdo do processo de reparo tecidual e melhoria
das suas propriedades fisicas e funcionais (PARIZOTTO & BARANAUSKAS, 1998;
ENWEMEKA, 1992; ENWEMEKA & REDDY, 2000).

Tendinopatias sao complicagcdes freqlientes provocadas pelo processo de
envelhecimento e senescéncia. A redugdo da capacidade de reparacdo e resisténcia
tecidual no envelhecimento ¢ verificada no fato da maioria das rupturas totais do tendao
de Aquiles ocorre em individuos acima de 35 anos de idade (JOZNA, KVIST &
BALINT, 1989; LEPPILAHTI, PURANEN & ORAYA, 1996; NESTORSON et al,
2000). Essa lesdo pode estar relacionada a elementos influenciados pela radiacao laser
como suprimento sanguineo (HASTAD, LARSSON & LINDHOLM, 1958/59;
ASTRON & RAUSING, 1995) e nutricional, reducio do volume colageno, agua e
glicosaminoglicanas (IPPOLITO et al. 1980).

Devido ao sustentavel corpo de evidéncias cientificas dos efeitos da LLLT sobre a
regeneragdo do tenddo e a elevada incidéncia das tendinopatias no adulto e do idoso e

considerando a possibilidade da influéncia da idade nas vias da fotobiomodulacdo, o
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modelo experimental deste estudo se baseia no tratamento da tenotomia transversa
radical do tendao calcaneo de ratos em duas fases maturacionais.

Enfatizamos que a definicdo de parametros ideais e dos reais efeitos da LLLT
sobre tecidos bioldgicos seja essencial para a eficacia maxima da regeneragdo
principalmente quando se trata de envelhecimento, cujas conseqiiéncias de um reparo
mais lento pode trazer mais prejuizos quando comparado a uma lesdo do mesmo porte

num equivalente jovem.

3. OBIJETIVO

O objetivo principal deste estudo foi investigar, por meio de microscopia de forca
atOmica e por andlise histologica, os efeitos biomodulatérios da LLLT em doses
previamente estabelecidas sobre o processo de regeneracdo ap6s a tenotomia total do
tenddo calcdneo de ratos em 2 idades maturacionais, visando correlacionar o

envelhecimento a fotobiomodulagdo do processo regenerativo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizados 80 animais (Rattus norvegicus albinus), da raga Wistar, machos,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sao Carlos, com idade e
massa corpérea variando conforme a faixa etaria de cada grupo.

Os animais permaneceram no Biotério Central da Universidade Federal de Sao
Carlos até a idade apropriada para o experimento, sendo entdo transferidos para o

Biotério do Departamento de Fisioterapia da Universidade Federal de Sdo Carlos, onde
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foram mantidos em gaiolas de polipropileno padrao, contendo cada uma quatro animais.
Estes receberam agua e ragdo balanceada granulada (PRO-BIOTERIO / MP-77) - ad
libitum e foram mantidos em ambiente higienizado, com iluminag¢ao em ciclo claro/

escuro de 12 horas.

4.2 Modelo Experimental

O modelo utilizado neste estudo foi baseado nos experimentos de CARRINHO et
al. (2006); ENWEMEKA et al. (2000); GUM et al. (1997); STEHNO-BITTEL, (1998);
ENWEMEKA et al. (1990); ENWEMEKA, (1989); PARIZOTTO (1998) ao
promoverem uma tenotomia na por¢do média do tenddo calcanear de roedores através

de uma incisdo transversal do tendao dissecado.

4.3 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 2 grupos, conforme a faixa etaria correspondente a
um grupo jovem (4 semanas, massa corporea = 111,3+8,3¢g), adulto maduro (27
semanas, massa corporea = 385,4+34,3¢g) contendo cada um 40 animais, subdivididos
em 4 subgrupos de 10 elementos cada, que receberdo tratamento especifico conforme a

tabela a seguir, sendo apenas o grupo controle padrao de todas as idades mantido sem

lesdo:
Sub-grupos Idade Dose  Poténcia Energia
(semanas) (por ponto)
Grupo 37 -3 joules 4 3J/em”  15mW 8,5mlJ
Jovem 3107 - 10 joules 4 10J/cm®*  15mW 8,5mJ
JPL — placebo 4 0J/cm® OmW 8,5mJ
JCL — controle lesado 4 8,5m)]
A3J -3 joules 27 3J/cm®  15mW 28,3mJ
Grupo  A10J - 10 joules 27 10J/cm®>  15mW 28,3mJ
adulto  APL — placebo 27 0J/cm*>  15mW 28,3mJ

ACL — controle lesado 27 28,3mJ
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4.4 Procedimento Operatorio

Os animais foram inicialmente pesados e submetidos a uma anestesia geral por via
intraperitonial utilizando-se uma combinagdo de anestésicos (KETAMINA - 95mg/kg e
XILAZINA 2% -12mg/kg), previamente estabelecida, em doses correspondentes a
massa corporal de cada animal.

A pele sobre a regido posterior da tibia do membro posterior direito na regido
correspondente ao tenddo calcanear foi tricotomizada com um barbeador elétrico. Apds
assepsia local (com 4&lcool iodado), foi realizada uma incisdo longitudinal de
aproximadamente 7,0mm de comprimento sobre a pele no local correspondente ao tergo
médio do tenddo calcanear, entre a inser¢do calcanear e a jungcdo miotendinea onde foi
efetuada a tenotomia no sentido transversal do eixo do tendao (figura 1A).

A seguir a pele foi suturada com fio absorvivel (CATGUT — 4.0) e submetida a
limpeza local (4lcool iodado), ndo havendo posteriormente nenhum tipo de imobilizagao

do segmento (figura 1B).

Fig.1 — “A” Exposicdo do tendao calcaneo para o procedimento de tenotomia radical € em
“B” sutura do acesso cirurgico.

4.5 Tratamento
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Para o tratamento dos animais foi utilizado um laser (DMC® - Sdo Carlos, Brasil —
figura 2) classe 3B, diodo AsGaAl, com comprimento de onda 685nm, poténcia de saida
de 15mW, area da fibra de 0.00280m2, diametro do feixe de 0,6mm, divergéncia de
1.5°, emissdao continua e densidade de poténcia de 5,4W/cm2, em doses de 3)/cm? (8,5J

por ponto) e 10J/cm* (28.3] por ponto).

Fig. 2 — Equipamento emissor de radiacdo laser utilizado no estudo

Inicialmente o equipamento laser foi aferido no Grupo de Optica da Universidade
de Sao Paulo (USP) - Campus de Sao Carlos, para se obter uma alta confiabilidade na
intensidade efetiva da emissdo laser. Também foi verificada a poténcia de emissdo do
laser no inicio e fim de cada sessdo através de um Lasercheck (Hand held laser power

meter — COHERENT ®).

Para a realizacdo das aplicagdes laser, os animais foram imobilizados através de
preensdo manual e irradiando-se por fotoestimulagdo transcutanea a regiao da lesao com
a técnica de contato a um angulo de 90° em relagdo a superficie da area lesada (figura
3), sendo a primeira irradiacdo 24h apds a lesdo. O tratamento constituiu-se de 12
sessOes consecutivas, intervaladas por 24h. No 13° dia apos a tenotomia (24h pos a
ultima sessao) os animais foram submetidos a eutanasia (anestesia e sedagdo por
ketamina e xilazina seguida de inje¢do intracardiaca de KCIl) e imediatamente seus

tenddes direitos foram retirados cirurgicamente por dissecagdo desde a insercdo
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calcanear até a juncdo miotendinea, seguindo-se entdo o procedimento de preparacao

das laminas histologicas.

Fig. 3 — Procedimento de radiagdo laser de baixa intensidade transcutanea sobre o local da
tenotomia do calcaneo esquerdo

4.6  Preparacao das Amostras
Para uma avaliacdo qualitativa e quantitativa da concentracdo, estado de agregacao
e orientacdo das fibras de colageno, os tenddes foram dissecados e lavados em soro
fisiologico e fixados em formol a 10% por 24 horas, a fim de iniciar o preparo das

laminas histologicas.

Posteriormente os tenddes foram desidratados em solugdes crescentes de alcool
etilico, a 70%, 90%, 95% por uma hora em cada solugdo e a 100% por 3 horas. Entao os
tenddes foram diafanizados inicialmente em solugdo de alcool/xilol 1:1 por uma hora e
a seguir em 3 banhos de xilol de 1 hora de duragdo cada, seguidos de 3 banhos de
parafina liquida com duragdo de 1 hora/ banho para a inclusdao em blocos de parafina,

para o procedimento do corte das pegas.
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Os tenddes, inclusos nos blocos de parafina, foram cortados no sentido
longitudinal por meio de um micrétomo rotativo numérico (Ancap®, modelo 297 com
espessura padronizada de 7,0um. Os cortes de tenddo destinados a andlise por
microscopia de forca atomica foram montados em laminas de vidro padrao e sem
cobertura por laminulas e coloragdo. Os cortes destinados a andlise por microscopia de

luz comum seguiram o processo convencional de coloracdo por Hematoxilina e Eosina

(HE)

4.7  Microscopia de Forca Atomica (MFA)

Esta ¢ uma técnica de microscopia na qual a interacdo atdmica entre uma ponta de
prova situada na extremidade de uma alavanca e a superficie da amostra ¢ usada para
mapear a topografia.

Quando a ponta estd proxima da superficie da amostra as forcas de interagdo
defletem a alavanca. A deflexdo da alavanca ¢ medida por um sistema de detec¢cdo de
posicao que envia este sinal para o circuito de realimentagdo do microscopio. Durante a
varredura da amostra o circuito realiza mudangas na dire¢cdo de varredura da ponta-
amostra do scanner através de um sistema piezelétrico, formando assim um mapa da
topografia da superficie.

Dependendo do regime de forgas de interacdo escolhido existem trés modos de
operacdo para a MFA. No modo contato a forga entre ponta-amostra ¢ repulsiva, no
modo ndo-contato o regime ¢ de forgas atrativas e no modo contato-intermitente ocorre
uma inversdo no tempo entre forcas atrativas e repulsivas. A seguir apresentaremos

somente os detalhes do modo contato, que foi utilizado neste trabalho.
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Neste modo de operagdao, a ponta do MFA exerce um contato fisico com a
superficie da amostra. A intensidade da forca envolvida ¢ suficientemente baixa para
que nao ocorram deformagdes permanentes na amostra ou na ponta o que impediria a
reprodutibilidade e prejudicaria a qualidade dos resultados.

A deteccao da deflexdao da alavanca pode ser feita por varios métodos, sendo que
os mais utilizados s@o os sistemas de deflexao 6tica. Neste sistema a medida da deflexdo
da alavanca ¢ realizada conforme mostra a figura 4. Um feixe /aser que incide sobre a
alavanca, na parte oposta onde esta montada a ponta, ¢ atinge um fotodetector sensivel a
posicdo. Quando a alavanca sofre uma deflexdo ocorre a mudanga da posi¢do do feixe
de laser, refletido pela alavanca, no fotodetector. Variagdes menores que 1A podem ser
obtidas dependendo do fator de amplificacdo do sistema o6tico, que € proporcional a
razdo do caminho 6tico entre a alavanca e o detector e o comprimento da alavanca.

O sistema de movimentacdo tridimensional, scanner na figura 1 permite que a
amostra realize as varreduras horizontais nas dire¢des x e y. Durante as varreduras
horizontais, a topografia da amostra ¢ medida adquirindo as variacdes z (direcdo

vertical) do scanner, produzidas pelo sistema de realimentagdo para manter a forga

constante.

PSPD Laser
yd

—

Sistema de controle

de MFA &
(realimentacéo) | Amostra Ponta e
< l alavanca

.~ Imagem Scanner
¥ topografica piezoelétrico (xyz)
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Figura 4. Esquema geral da montagem e funcionamento da microscopia por forga atdmica em modo
contato. O feixe de laser incide sobre a alavanca, sua reflexdo ¢ detectada por um fotodetector
sensivel a posi¢do (PSPD), onde ¢ obtida a deflexdo da alavanca devido as forgas de interagdo entre
ponta-amostra.

No nosso trabalho a topografia das amostras foi adquirida através de um
microscopio de for¢a atdmica (modelo BioProbe da Park Scientific Instruments®,
atualmente a Thermo Microscopes — Veeco®), situado no laboratério de
eletrotermofototerapia, departamento de Fisioterapia da UFSCar, operando no modo de
contato no meio aéreo.

As laminas foram hidratadas por cerca de 30 minutos em agua destilada. Logo em
seguida, foram obtidas cerca de 4 capturas de MFA para cada animal respeitando uma
disposi¢do aleatoéria na area correspondente a lesdo, a uma freqiiéncia de varredura de
0,8Hz por linha, gerando 256 linhas, num campo de analise de 100X100um, permitindo
uma visdo detalhada da topografia da matriz extracelular da area lesada do tendao.

Com a finalidade de caracterizarmos estatisticamente a topografia da matriz
extracelular dos tenddes e investigarmos as suas caracteristicas dimensionais e
organizacionais, foi utilizado o software Image Processing and Data Analysis — Version
2.0.0 ( TermoMicroscopes — Veeco®), no qual foi mensurada a espessura dos feixes de

colageno (figura 5).
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Figura 5. Tela de analise do software /mage Processing and Data Analysis — Version
2.0.0 (TermoMicroscopes — Veeco®), durante mensuragdo de feixe de colageno.

Também foram analisados qualitativamente os aspectos gerais da superficie
considerando alinhamento, homogeneidade da distribuicdo das fibras, organizacdo das
fibras e a dimensdo dos feixes de coldgeno através das imagens bidimensionais e

tridimensionais do corte histologico conforme os estudos de Parizotto (1998).

4.8  Microscopia de luz comum - histologia

Os cortes de tenddo corados foram fotografados em 3 campos aleatorios da area de
lesdo, num aumento de 40 vezes de objetiva, através de uma camera digital acoplada a
um microscopio de luz (Axiolab 2 — Carl Zeiss®, Jena, Alemanha).

As imagens obtidas foram analisadas no software ImageTool 3.0 (University of
Texas Health Science Center in San Antonio), no qual foram contabilizadas as
quantidades de fibroblastos, capilares sanguineos e células do processo inflamatoério
(leucécitos) presentes na fotomicrografia, possibilitando obter uma medida comparativa

dos efeitos da radiacdo laser de baixa intensidade no reparo tendineo (figura 6).
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Figura 6. Tela de analise do software Imagetool 3.0 (University of Texas Health Science
Center in San Antonio), durante quantificacdo de fibroblastos em fotomicrografia do
tendao calcaneo

4.9  Analise dos Dados
Os dados de espessura do colageno gerados através da microscopia de forca atdomica e
analise histologica por microscopia de luz (contabilizacdo de células inflamatorias,
fibroblastos e capilares sangiiineos) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA
— One way) dos subgrupos dentro de cada faixa etaria e entre as faixas etarias. Na
presenca de diferengas significativas (p< 0,05) foi aplicado o teste post hoc de

Bonferroni para a detecgdo das diferengas especificas encontradas.



27

PARTE 11

Artigo 1:
ACAO IDADE-DEPENDENTE DA FOTOBIOMODULACAO DE BAIXA
INTENSIDADE NA ANGIOGENESE E PROLIFERACAO DE FIBROBLASTOS EM

LESAO TENDINEA

Artigo 2:
ASPECTOS ESTRUTURAIS DA MATRIZ EXTRACELULAR NO PROCESSO
DE REGENERACAO TENDINEA ESTIMULADA POR LASER DE BAIXA

INTENSIDADE



28

ACAO IDADE-DEPENDENTE DA FOTOBIOMODULACAO DE BAIXA
INTENSIDADE NA ANGIOGENESE E PROLIFERACAO DE FIBROBLASTOS NA
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Departamento de Fisioterapia — Brasil — SP
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Palavras-chave: laserterapia, angiogénese, fibroblastos, proliferacao celular.

Resumo: O processo de envelhecimento inclui alteragdo em diversos componentes e
vias bioquimicas da regenerag¢do tecidual e interacdo fotoquimica da radiacdo laser,
influenciando dessa forma a abordagem no tratamento de injurias teciduais, em
particular na lesdo tendinea, porém os reais efeitos desta modalidade terapéutica sdo
desconhecidos quando se relacionam lesdo e envelhecimento tecidual. Este estudo
avaliou os efeitos da laserterapia de baixa intensidade (LLLT), aplicado na reparagdo
tendinea do tenddo calcanear pos tenotomia radical em ratos de diferentes fases
maturacionais. Um grupo de ratos jovens (4 semanas, n=40, 111,3g+8.3) , subdividido
aleatoriamente em 4 subgrupos contendo cada 10 animais: J3J (dose 3J/cm’, energia por
ponto 8,5mJ), J10J (10J/cm?, energia por ponto 28,3mJ), placebo - JPL (dose 0J/cm?),
controle JCL (sem tratamento); ¢ um grupo adulto (27 semanas de idade, n=40,
385,4g+34.3), subdividido aleatoriamente em 4 subgrupos: A3J (dose 3J/cm’, energia
por ponto 8,5mJ), A10J (dose 10J/cm?, energia por ponto 28,3mJ), placebo - APL (dose
0J/cm?®), controle ACL (sem tratamento). A terapia laser (diodo AsGaAl, 685nm,
5,4W/cm2) foi aplicado em 12 sessdes, uma vez ao dia, em um Unico ponto sobre a
regido da les@o. No 13° dia pds-operatério os animais foram sacrificados e seus tenddes
removidos cirurgicamente, processados e analisados por meio de estudo histologico
(coloragdo e morfometria), quantificando-se o numero de capilares sanguineos,
fibroblastos e células do processo inflamatério (leucdcitos). A andlise dos dados
mostrou significativa alteracdo da resposta do tecido a irradiacdo laser, tanto de forma
idade-dependente como dose-dependente, sendo que, os resultados indicam maior
resposta bioldgica para o grupo adulto que para o jovem, principalmente com relagdo a
angiogénese no Al0J. Os ganhos obtidos para a contagem de fibroblastos foram
também estatisticamente mais significativo (p< 0.05) para o grupo adulto que para o
grupo jovem.
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INTRODUCAO

O processo de reparacdo tecidual ¢ multifatorial, dependente de diversos
componentes como fatores de crescimento, proliferacio de fibroblastos, acao
angiogénica, aporte sanguineo, estimulo mecanico, matriz celular e quimiotaxia. Esses
componentes sdo fortemente influenciados pelo processo de envelhecimento, portanto, ¢
compreensivel que a velocidade de regeneracdo tecidual diminua com o avango da
idade'.

Recentes pesquisas tém demonstrado alteragdes importantes decorrentes do avango
da idade no metabolismo e atividade celular do tecido tendineo. Tais alteragdes sdo
responsaveis pelos indices relativamente elevados de tendinopatias no adulto e idoso, os
quais s3o associados como causas a redu¢do da densidade vascular, diminui¢do de
FGFs, PDGFs, VEGF, TGF-B1, capacidade imunolégica™, alteragdes enzimaticas™ e
componentes colagenosos e estrutura do tecido™®”.

Diversos efeitos biomodulatorios da radiacao laser de baixa intensidade tem sido
reportados envolvendo a reparagdo de feridas cutaneas, proliferagdo condral, sintese de
colageno, efeitos antiinflamatérios e regeneragio nervosa®”.

Estudos demonstram crescimento celular, sintese de proteinas e regeneracdo
organizadas do tenddo organizado quando estimulado pela terapia laser de baixa
intensidade (do inglés, LLLT)'"*!"1213 " Além disso, eventos relacionados a aceleraco
resolugdo de lesdes também sdo reportados sendo resultado do aumento da proliferagao
de diversas células como fibroblastos, aumento da producdo de colageno, atividade
fagocitica de macrofagos, liberagdo de diversas citocinas relacionadas a resolucdo de

: - ~ ~ . . . 14,15
processos inflamatorios e aceleragdo da regeneracgdo tecidual propriamente dita .



30

Diversos efeitos biomodulatorios da laserterapia tem sido descritos, porém o
mecanismo preciso e suas bases moleculares ainda ndo sdao totalmente claros, assim
como o tratamento de lesdes tendineas com LLLT associado as modificagdes
decorrentes da progressao da idade também ndo foram pesquisadas e pouco se sabe
sobre os reais efeitos desta modalidade terapéutica nesses casos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da laserterapia no processo de
reparagdo tendinea de ratos verificando assim se hd uma relacdo idade-dependente e

dose-dependente da fotobiomodulagao laser, utilizando para isto técnicas histologicas.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 80 animais (Rattus norvegicus albinus), da raga Wistar, machos,
com idade e peso corporal variando conforme a faixa etdria de cada grupo. Estes
receberam agua e ragdo balanceada peletizada (ad libitum) e foram mantidos em
ambiente higienizado, com iluminac¢do em ciclo claro/ escuro de 12 horas.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos:

Grupo Jovem contendo 40 animais (4 semanas de idade, massa = 111,3g+8.3),
subdivididos aleatoriamente em 4 subgrupos contendo cada 10 animais: J3J (dose
3J/cm’, energia por ponto 8,5ml), J10J (dose 10J/cm?, energia por ponto 28,3ml),
placebo - JPL (dose 0J/cm?) e JCL (lesado sem tratamento).

Grupo Adulto contendo 40 animais (27 semanas de idade, massa = 385,4g+34.3),
subdivididos aleatoriamente em 4 subgrupos: A3J (dose 3J/cm®, energia por ponto
8,5mJ), A10J (dose 10J/cm’, energia por ponto 28,3mJ), placebo - APL (dose 0J/cm?) e

ACL (lesado sem tratamento).
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Para o procedimento cirirgico, os animais foram pesados e posteriormente
anestesiados utilizando-se uma combinagdo de anestésicos (ketamina - 95mg/kg e
xilazina 2% -12mg/kg), previamente estabelecida, por aplicacdo intraperitonial em
doses correspondentes a massa de cada animal.

Em seguida todos os animais foram submetidos ao procedimento de tenotomia total
do tendao calcaneo da pata posterior direita, entre a insercdo calcanear e a jungdo
miotendinea, na regido média do tendao, sem posterior tenorrafia.

A seguir a pele foi suturada com fio ndo absorvivel e submetida a limpeza local
(alcool iodado), ndo havendo posteriormente nenhum tipo de imobilizagdo do segmento.
Como profilaxia antimicrobiana foi administrada em dose tnica Cefalotina (20mg/100g
de peso corporeo).

Os subgrupos placebo (JPL e APL) receberam tratamento com o equipamento
desligado enquanto os subgrupos lesados sem tratamento (JCL ¢ ACL) permaneceram

durante o periodo experimental em suas gaiolas no biotério.

TRATAMENTO

O equipamento utilizado foi um laser (DMC® - Sao Carlos, Brasil), classe 3B, diodo
AsGaAl, com comprimento de onda 685nm, poténcia de saida de 15mW, area da fibra
de 0,0028cm2, didmetro do feixe de 0,6mm, divergéncia de 1.5°, emissdo continua e
densidade de poténcia de 5,4W/cm’, em doses de 3J/cm® (energia por ponto 8,5ml)e
10J/cm? (energia por ponto 28,3mJ), sendo os parimetros de emissio conferidos ao final
de cada sessdo através de um medidor de poténcia (Lasercheck — Coherent™)

A terapia laser iniciou-se 24h apds a tenotomia, compondo-se de 12 sessdes
consecutivas intervaladas por 24h, realizadas num mesmo periodo circadiano, através de

radiagdo transcutanea na regido de lesdo pela técnica de contato a um dngulo de 90° em
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relagdo a superficie da area lesada. No 13° dia ap6s a tenotomia (24 horas pés a ultima
sessdo) os animais sofreram eutanasia (anestesia com ketamina - 95mg/kg e xilazina 2%
-12mg/kg, seguida de injecao intracardiaca de KCl) e seus tenddes direitos foram

retirados para a preparacao das laminas histoldgicas.

PREPARACAO DAS AMOSTRAS E ANALISE DE DADOS

Para uma avaliacdo do reparo tendineo, os tenddes foram removidos e submetidos a
fixagdo em solugcdo de formalina 10% durante 24 horas, desidratados em banhos
sucessivos de alcool (70, 90, 95 e 100%) e imersdo de xilol por 1 hora. Cortes semi-
seriados de 7um de espessura foram realizados para entdo submeter as laminas de
histologia a coloragdao de hematoxilina e eosina (HE) os quais foram fotografados em 3
campos da area de lesdo, num aumento de 40 vezes de objetiva, através de um
microscopio de luz (Axiolab — Carl Zeiss®, Alemanha).

As imagens obtidas foram analisadas no software ImageTool 3.0 (University of
Texas Health Science Center in San Antonio), no qual foram contabilizados a
quantidade de fibroblastos, capilares sanguineos e leucécitos (macrofagos, linfocitos,
neutrofilos e mondcitos) presentes na fotomicrografia, permitindo-se entdo obter uma
medida comparativa dos efeitos da radiacdo laser de baixa intensidade no reparo

tendineo.

ANALISE DOS DADOS
Os dados obtidos das andlises quantitativas foram analisados através do teste
ANOVA, sendo aplicado o teste post hoc de Bonferroni, considerando significativas as

diferengas onde p<0.05.
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RESULTADOS

QUANTIFICACAO DE CAPILARES SANGUINEOS:

CONTAGEM DE CAPILARES SANGUINEOS
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Figura 1: Contagem de capilares sanguineos através de microscopia de luz obtidas nas fotomicrografias
dos subgrupos JCL (jovem controle lesado), JPL (jovem placebo), J3J (jovem 3J/cm?), J10J (jovem
10J/cm?), ACL (adulto controle lesado), APL (adulto placebo), A3J (adulto 3J/cm?) e A10J (adulto
10J/cm?). As barras horizontais na por¢io superior da figura indicam as comparagdes entre os subgrupos
que apresentaram diferencas estatisticamente significativas (P< 0,05). Este grafico aponta uma resposta
dose-dependente e também idade-dependente da radiagdo luminosa.

O resultado da contagem de capilares sanguineos em nosso estudo indicou aumento
da quantidade de capilares sanguineos em ambos os grupos irradiados sendo que no
grupo adulto, esse aumento foi mais marcante. Na andlise intragrupo, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre as doses de 3J/cm® ¢ 10J/cm’, tanto no
grupo adulto e no grupo jovem. Interessante observar que também ocorreu aumento
significativo de capilares sanguineos por efeito placebo, no grupo adulto, porém nao

houve correspondéncia do mesmo estimulo no grupo jovem.
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QUANTIFICACAO DE FIBROBLASTOS

CONTAGEM DE FIBROBLASTOS
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Figura 2: Contagem de fibroblastos através de microscopia de luz obtidas nas fotomicrografias dos
subgrupos JCL (jovem controle lesado), JPL (jovem placebo), J3J (jovem 3J/cm?), J10J (jovem 10J/cm?),
ACL (adulto controle lesado), APL (adulto placebo), A3J (adulto 3J/cm?) e A10J (adulto 10J/cm?). As
barras horizontais na porgdo superior do grafico indicam as comparagdes entre os subgrupos que
apresentaram diferencas estatisticamente significativas (P< 0,05).

A andlise das 1dminas mostrou que o niimero de fibroblastos contados apresenta-se
em menor quantidade no grupo adulto. Somente no subgrupo A10J houve aumento
estatisticamente significativo quando comparado com o subgrupo ACL. J& no grupo
jovem, a dose de 3J/cm” mostrou um efeito de redugio do niimero células fibroblasticas
significante quando comparado ao JPL e ao J10J, sugerindo inibi¢do, equiparando o

numero de fibroblastos ao grupo A10J.
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QUANTIFICACAO DE LEUCOCITOS

QUANTIFICACAO DE LEUCOCITOS
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Figura 3: Contagem de células do processo inflamatorio (leucécitos) através de microscopia de luz
obtidas nas fotomicrografias dos subgrupos JCL (jovem controle lesado), JPL (jovem placebo), J3J
(jovem 3J/cm?), J10J (jovem 10J/cm?), ACL (adulto controle lesado), APL (adulto placebo), A3J (adulto
3J/em®) e A10J (adulto 10J/cm?). As barras horizontais na porgdo superior da figura indicam as
comparagdes entre os subgrupos que apresentaram diferencas estatisticamente significativas (P< 0,05).
Observamos uma importante relagdo entre dose-resposta e idade-resposta neste grafico, os quais s@o
significativamente diferentes entre o grupo jovem e o adulto.

Esta analise mostrou, no grupo jovem, que o numero de leucdcitos aumentou
significativamente conforme o incremento do estimulo, seguindo a seqiiéncia, JPL, J3J ¢
J10J. Porém, no grupo adulto, esse efeito foi menos marcante, mostrando-se
significativamente mais intenso no subgrupo APL que nos demais animais deste grupo,
o subgrupos A3J e A10J ndo mostraram diferengas significativas entre si, porém foram
significativamente maiores as suas contagens para leucocitos quando comparados ao

ACL e menores ao APL
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DISCUSSAO

Como observado neste estudo, a LLLT promoveu aumento da contagem de capilares
de forma muito significativa, principalmente no grupo de ratos adultos tanto para a dose
de 3J/cm® como para 10J/cm’.

O efeito verificado no grupo adulto representa um resultado muito positivo. Estudos
mostram que a disfun¢@o endotelial relacionada com a idade e a reduzida expressao de
fatores angiogénicos/ mitogénicos (VEGF) sdo possiveis mecanismos de reducdo da
angiogénese de modo idade-dependente®'® levando a um retardo na formagio de
capilares sanguineos no idoso.

Estudos sugerem que o efeito pro-angiogénico da LLLT se da através da elevacao

17,18,1
17,8,9

da expressao de fatores relacionados a reparagdo tecidua como VEGF (vascular

endothelial growth factor), cuja importancia ¢ fundamental nesses eventos. Além disso,

20,21,22 2
0.21.22 " ostado redox”,

a modulacdo 6xido nitrico, FGF, PDGF, superéxido dismutase
receptores de superficie celular e sinalizagdo para a dinamica vascular através da LLLT
parece ter um papel importante na angiogénese.

O estresse oxidativo deve ser considerado como fator fundamental para
compreendermos os resultados observados na angiogénese e proliferacdo celular
principalmente no A3J e A10J. E bem conhecido que o processo de envelhecimento

242 ;e ~
25 sendo esta caracteristica aumentada em lesdes

gera estresse oxidativo celular
teciduais.

Uma das teorias mais importantes da LLLT, a teoria fotoquimica, postula que a
interagdo da radiagdo eletromagnética com os cromodforos da membrana interna da

mitocondria e a cascata bioquimica subseqiiente da fotoestimulagdo se da

. . . y . y 26,2 . . r
principalmente num meio onde ha um estado REDOX instavel***”. Considerando isso, é
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bem provavel que a radiagao laser encontre um meio de interagdo mais propicio no
adulto que no jovem.
Além disso, ¢ possivel que essas modificacdes decorrentes do aumento da idade

possam ser modulados pela laserterapia, ja que, efeitos contrarios ao envelhecimento

18,19 20,26
> P ,

como aumento de divisdo celular e liberacdo de citocinas ~ °, provimento de AT

19,2 ~ y 2 .. . , .
8.19.27 produgdo de colageno 8 atividade citotoxica, aumento da

angiogénese
comunicacio intra e intercelular® sdo descritos como sendo modulados pela LLLT, de
tal maneira a provocar efeitos mais significativos em populagdes mais velhas do que nas
jovens.

Na contagem de fibroblastos observa-se nos subgrupos controle lesados (JCL e
ACL) menor contagem no adulto com relagdo ao jovem. Fato este em conformidade
com a literatura que mostra reduzida concentragdo de células com o avango da idade
relacionado a um déficit funcional celular®. Estudos comparando fibroblastos fetais com
fibroblastos adultos apontam diferengas importantes com o envelhecimento, como
diminui¢io da capacidade migratoria, menor sensibilidade a elementos do soro®,
desequilibrio na expressio de colageno e colagenase’, formagdo consistente de
inflamac3o e maior susceptibilidade a apoptose celular’***.

O aumento da produgdo e liberagdo de fatores de crescimento (FGF, PDGF, VEGF,
TNF)''®"° bem como aumentos da sinalizagdo e receptores de superficie™, sdo tidos
como mecanismo possivel para a maior contagem de fibroblastos nos animais irradiados
do grupo adulto.

Além disso, como o leito vascular ¢ uma das vias de acesso de diversas células ao
sitio de lesdo’', o aumento da concentracio de capilares sanguineos é um fato que deve

ser considerado com extrema relevancia quando se observa os resultados da contagem

de células fibroblasticas.
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Nao podemos deixar de considerar o fato das massas corporeas dos animais do
grupo jovem e do grupo adulto serem significativamente diferentes. Sabe-se que o
colageno ¢ um material considerado como piezoelétrico™ (capacidade de conversdo de
deformacao mecanica em potencial elétrico). Esse evento bioelétrico € interpretado
como sinalizacio para processos celulares como angiogénese’’, mitose celular,
alinhamento e agregagdo tecidual™®. Como os animais adultos apresentam massa
significativamente maior que os ratos jovens, a carga mecanica sobre os tenddes adultos
¢ maior, gerando mais deformagdo tecidual e, conseqiientemente, maior efeito
piezoelétrico.

E bem provéavel que o acréscimo de estresse mecanico causado pela manipulagio
dos animais, tanto no grupo jovem bem como no adulto possam ter gerado um efeito
piezoelétrico adicional sobre o colageno do tenddo lesionado, explicando assim o fato
dos resultados entre o grupo placebo e controle lesado serem estatisticamente diferentes
na contagem de células do processo inflamatorio e no grupo adulto para a contagem de
capilares sangiiineos.

O aumento na contagem de leucdcitos observado no grupo jovem pode ter uma
relacdo com a responsividade celular caracteristica das células jovens. Como estas
células possuem maior capacidade proliferativa e migratoria além de uma maior
quantidade de receptores de superficie para citocinas, ¢ possivel que a resposta a
liberagdo de substincias estimuladas pela laserterapia tenha provocado um efeito
potencializador na densidade dessas células no sitio de lesao. O mesmo efeito no grupo
adulto, porém numa intensidade menor foi observado nos nossos resultados,

provavelmente devido ao processo de envelhecimento que pode influenciar os mesmos

aspectos celulares anteriormente descritos.
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E possivel que a manipulagio dos animais do subgrupo APL possa ter provocado
uma atividade inflamatéria aumentada, o que explica o seu valor elevado. A aplicacao
da laserterapia, por sua vez, pode ter produzido um efeito antiinflamatério, diminui¢ao
de edema, associado a um aumento do fluxo sanguineo e normalizagdo da homeostase
através de aco semelhante a corticoesterdides’ no grupo adulto, reduzindo a quantidade
de células do processo inflamatorio.

Uma outra possibilidade para as diferengas observadas na quantificagdo das células
inflamatorias possa ser relacionada aos tipos de células contadas. Devido ao método
utilizado, nao foi possivel mensurar diferencialmente as células do processo
inflamatério no campo de lesdo. E descrito na literatura, que existem diferentes tipos
celulares (mastocitos, neutrofilos, macréfagos, monocitos, eosindfilos, basoédfilos)
durante as fases da inflamagdo, no qual, a predominancia de uma populagdo associado a
determinadas caracteristicas do meio pode sugerir a fase da inflamacao no qual se situa
o tecido lesado.

Importante observar que a alteracao foi dose-dependente e idade-dependente, porém
nao ¢ possivel determinar se o efeito nesse caso foi positivo ou negativo.

Como resultado, talvez a laserterapia tenha restaurado algumas fungdes ou
caracteristicas debilitadas pelo envelhecimento, permitindo assim uma receptividade
aumentada a algumas citocinas, gerando uma proliferagdo celular e vascular mais

eficiente e conseqiientemente uma reparacao tecidual mais efetiva.
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RESUMO:

O processo de maturagdo e senescéncia celular ¢ uma das principais causas para a
predisposicdo do tenddo aos processos degenerativos e patologicos, além de provocar
retardo na reparagdo tecidual. Diversas modalidades terapéuticas sdo utilizadas para
promover a aceleracdo e melhora do processo de reparo tendineo, dentre elas a terapia
laser de baixa intensidade (LLLT). Porém sdo pouco conhecidos os reais efeitos desta
terapia quando se associa um fator potencialmente decisivo na resposta celular como o
envelhecimento. Este estudo avaliou os efeitos da LLLT, aplicado na reparacao tendinea
do tendado calcanear pos tenotomia radical em ratos de diferentes fases maturacionais.
Um grupo de ratos jovens (4 semanas de idade, n=40, massa = 111,3g+83),
subdivididos aleatoriamente em 4 subgrupos contendo cada um 10 animais: J3J (dose
3J/cm?, energia por ponto 8,5mJ, J10J (10J/cm?, energia por ponto 28,3mJ), placebo -
JPL (dose 0J/cm?), controle - JCL (nenhum tratamento); e um grupo adulto (27 semanas
de idade, n=40, massa = 385,4g+34,3), subdivididos aleatoriamente em 4 subgrupos:
A3J (dose 3J/cm’, energia por ponto 8,5mJ), A10J (dose 10J/cm?, energia por ponto
28,3mlJ), placebo - APL (dose 0J/cm?), controle - ACL (sem tratamento). O laser
utilizado (685nm, 5,4W/cm?®) foi aplicado em 12 sessdes consecutivas, um vez ao dia,
em um Unico ponto sobre a regido da lesdo. No 14° dia pds-operatério os animais foram
sacrificados e seus tenddes retirados, processados e analisados qualitativa e
quantitativamente, por meio de microscopia de forca atomica (MFA) e andlise
histologica. A analise dos dados mostra significativa alteragdo da resposta do tecido a
irradiacdo laser, tanto de forma idade-dependente como dose-dependente, sendo que, os
resultados indicam melhor resposta bioldgica tanto no aumento das caracteristicas de
agregacdo, organizac¢do, alinhamento, espessura do coldgeno e contagem de fibroblastos
para a dose de 10J/cm? nos ratos adultos quando comparado ao grupo jovem.
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INTRODUCAO

Do ponto de vista estrutural, todos os tecidos conectivos sdo compositos refor¢ados,
formados de fibras imersas em uma matriz interfibrilar'. Tenddes e ligamentos sdo
compostos principalmente de fibrilas de colageno cuja orientacdo ¢ a mesma das linhas
de tensdo, de forma a resistir e transmitir cargas de tensdo axial sendo esta a sua
principal fungdo no organismo®.

O colageno ¢ uma molécula presente em grande quantidade nos seres vivos
superiores ¢ representa um componente fundamental nas propriedades fisicas de
determinadas estruturas do organismo humano, como os ligamentos e tenddes®. Os
conjuntos de fibrilas de colageno formam feixes para formar fibras bem como uma
grande variedade de estruturas encontrados nos tecidos conectivos. As fibrilas s@o
eventualmente estabilizadas por ligagdes intermoleculares covalentes, cujo papel ¢é
chave na maturagdo e determinante das propriedades mecénicas dos tecidos conectivos’.

Nesse sentido, a forma como se organizam os feixes de colageno no processo de
regeneragdo ¢ muito importante, pois sdo elas as grandes responsaveis pelas
propriedades mecanicas deste tecido determinando o nivel de resisténcia maxima, carga
de ruptura do tendao, elasticidade do tecido, dissipacdo de impacto e por fim, no nivel
sistémico, a possibilidade de reincidéncia de lesdo™ ",

Durante o envelhecimento modificagdes ocorrem na estrutura do colageno®, os quais
alteram as propriedades fisicas das fibras e sdo refletidas em aumentos na rigidez da
pele, tendao, osso e articulacdes na idade avangada. Caracteristicas como aumentos da
rigidez do tecido e fragilidade das fibras de coldgeno sdo verificados, reduzindo a
eficacia do sistema locomotor, elasticidade do sistema vascular e propriedades de

infiltragdo de membranas basais. Grande importancia tem sido dada as interagdes
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célula-matriz, particularmente durante o desenvolvimento. Estudos preliminares
indicam a reducdo da eficacia das intera¢des célula-matriz durante o envelhecimento’.

As alteracdes nas pontes cruzadas e ligagdes intermoleculares decorrentes do
envelhecimento sdo estreitamente relacionadas com as propriedades mecanicas do
tecido colageno, bem como as alteragdes na atividade e expressao de suas diferentes
isoformas moleculares’.

A taxa de metabolismo do colageno também varia substancialmente com a
maturagdo e senescéncia, através do qual sua produgdo torna-se mais lenta. A sintese de
coldgeno diminui constantemente durante o envelhecimento podendo cair em até 10
vezes na maioria dos tecidos e também se verifica aumento da degradagdo do
colageno'*!".

Outras caracteristicas do tecido como sua composi¢do (quantidades de agua,
minerais e proteinas)'', organizacio (agregacdo, homogeneidade e distribui¢io de suas
fibras), metabolismo (nivel de atividade celular, taxa cicatrizagdo, proliferacdo e
remodelamento celular e tecidual, consumo e producdo de energia)'? e propriedades
fisicas® sdo alteradas durante o envelhecimento, determinando o modo como esta
estrutura se adapta e reage as condi¢des ambientas e solicitagdes fisicas do organismo.

Dessa forma, é compreensivel que ocorram indices de lesdo, etiologias e graus de
morbidade em diferentes faixas etarias'.

Considerando os mecanismos envolvidos na lesdo tendinea, propriedades fisicas do
meio e processo regenerativo, a modalidade terapéutica do laser de baixa intensidade
tem sido utilizado com sucesso na regeneracdo de lesdes do tendio”®’, pois ¢ uma
ferramenta que atua sobre diversos mecanismos do processo de regeneragdo tecidual,
como vias proliferativas e energéticas”’ls’m, transdu¢do de sinas elétricos,

. , . 17.1 ~ - ) . . A , .
bioquimicos'”'® ¢ a¢do imunitaria®. Esses efeitos da radiagdo laser dependem de vérios



46

parametros, entre eles, comprimento de onda eletromagnética, intensidade, dose,
especificidade tecidual, tempo e tipo de lesao.

Pouco se sabe sobre os efeitos da idade na regeneragdo tendinea induzida pela
LLLT, pois diversas vias da biomodulagao se encontram modificados no processo de
maturacao celular e senescéncia, dessa forma torna-se importante conhecer como esta
variavel pode influenciar na organizagao tecidual do processo regenerativo permitindo a
pratica clinica mais eficaz, e conseqiientemente, o retorno mais rapido do individuo
lesado as suas fungdes normais.

Portanto, o objetivo deste estudo é verificar as alteragdes estruturais do tendao
durante o processo de regeneracdao estimulada pela LLLT e a influéncia da idade na

fotobiomodulacao laser.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 80 ratos (Rattus norvegicus albinus), da raca Wistar, machos, com
idade e peso corporal variando conforme a faixa etaria de cada grupo. Estes receberam
dgua e racdo balanceada peletizada (ad [libitum) e foram mantidos em ambiente
higienizado, com ilumina¢do em ciclo claro/ escuro de 12 horas.

Os animais foram aleatoriamente divididos em 2 grupos:

Grupo Jovem contendo 40 animais (idade de 4-5 semanas), subdivididos
aleatoriamente em 4 subgrupos contendo cada 10 animais: J3J (dose 3J/cm’, energia por
ponto 8,5mJ), J10J (dose 10J/cm’, energia por ponto 28,3mlJ), placebo - JPL (dose
0J/cm?), e JCL (lesado sem tratamento).

Grupo Adulto contendo 40 animais (idade 27-28 semanas), subdivididos

aleatoriamente em 4 subgrupos: A3J (dose 3J/cm’, energia por ponto 8,5mJ), A10J
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(dose 10J/cm?, energia por ponto 28,3mJ), placebo - APL (dose 0J/cm®), ACL (lesado
sem tratamento).

Todos os animais foram submetidos ao procedimento de tenotomia total do tendao
calcaneo da pata posterior direita, entre a insercao calcanear e a jun¢ao miotendinea,
sem posterior tenorrafia. Os subgrupos placebo (JPL e APL) receberam tratamento com
o equipamento desligado e enquanto os subgrupos lesados sem tratamento (JCL e ACL)

permaneceram durante o experimental em suas gaiolas no biotério.

TRATAMENTO

O equipamento utilizado foi um laser (DMC® - Sdo Carlos, Brasil), classe 3B, diodo
AsGaAl, comprimento de onda 685nm, poténcia de saida de 15mW, area da fibra de
0,0028cm?, didmetro do feixe de 0,6mm, divergéncia de 1.5°, emissdo continua e
densidade de poténcia de 5,4W/cm?, em doses de 3J/cm” (energia por ponto 8,5mJ) e
10J/cm? (energia por ponto 28,3mJ), sendo os parimetros de emissdo conferidos ao final
de cada sessdo através de um medidor de poténcia (Lasercheck - Coherent™)

A terapia laser iniciou-se 24h apds a tenotomia, compondo-se de 12 sessdes
consecutivas intervaladas por 24h, realizadas num mesmo periodo circadiano, através de
irradiacdo transcutdnea pela técnica de contato a um angulo de 90° em relagdo a
superficie da area lesada. No 13° dia ap6s a tenotomia (24 horas pos a tltima sessao) os
animais sofreram eutanasia e seus tendoes direitos foram retirados para a preparagao das

laminas histologicas.

PREPARACAO DAS AMOSTRAS E ANALISE DOS DADOS
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Para uma avaliacdo do reparo tendineo, os tenddes foram removidos e submetidos a
fixacdo em solugdo de formalina 10% durante 24 horas e desidratados em banhos
sucessivos de alcool (70, 90, 95 e 100%) e imersdao de xilol por 1 hora. Cortes semi-
seriados de 7,0um de espessura foram realizados para entdo submeter as laminas a
coloracdo de hematoxilina e eosina (HE) os quais foram fotografados em 3 campos da
area de lesdo, num aumento de 40 vezes, através de um microscopio de luz (Axiolab —
Carl Zeiss®, Alemanha).

As imagens obtidas foram analisadas no software ImageTool 3.0 (University of
Texas Health Science Center in San Antonio - UTHSCSA), no qual foi contabilizada a

quantidade de fibroblastos presentes na fotomicrografia.

Para a andlise da topografia das amostras foi utilizado um microscépio de forca
atdmica (BioProbe — Park Scientific Instruments) em meio aéreo, operando no modo de
contato, freqiiéncia de varredura de 0,8Hz, num campo de analise de 100X100um.

As laminas foram hidratadas por cerca de 30 minutos em agua destilada e obtidas
cerca de 3 imagens de sua topografia sob uma disposi¢do aleatéria na darea
correspondente a lesao.

Em seguida, os dados dimensionais da superficie obtida foram analisados através do
software 1P2.0 (Park Scientific Instruments — Veeco®), obtendo-se o valor das
espessuras dos feixes de colageno.

Também foi analisada qualitativamente a forma de organizacdo das fibras e feixes

de colageno através imagens tridimensionais obtidas pela MFA.
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ANALISE DOS DADOS
Os dados obtidos das andlises quantitativas foram analisados através do teste

ANOVA, sendo aplicado o teste post hoc de Bonferroni.

RESULTADOS

ESPESSURA DOS FEIXES DE COLAGENO

Espessura dos feixes de colageno
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Figura 1: Medidas obtidas através da analise por microscopia de forca atomica dos subgrupos JCL
(jovem controle lesado), JPL (jovem placebo), J3J (jovem 3J/cm?), J10J (jovem 10J/cm?), ACL (adulto
controle lesado), APL (adulto placebo), A3J (adulto 3J/cm®) e A10J (adulto 10J/cm?). As barras
horizontais na por¢do superior do grafico indicam as comparagdes entre os subgrupos que apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (P< 0,05).

O valor da medida da espessura dos feixes de colageno mostrou um aumento
marcante no grupo adulto conforme aumentava o estimulo externo, sendo a maior média

encontrada no subgrupo A10J. Para esta analise, os resultados foram estatisticamente
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semelhantes entre os subgrupos A3J e APL, ja que a diferenca entre eles ¢ p> 0.05,
porém estatisticamente maior que o ACL.

No grupo jovem, observa-se que o efeito da radiacdo laser e o efeito placebo
foram estatisticamente significativos para o aumento da espessura dos feixes de
colageno em comparagdo ao controle.

Na andlise intergrupo, somente no subgrupo A10J encontrou-se diferenga
estatisticamente significativa a sua contraparte J10J, demonstrando maior efeito neste
subgrupo.

CONTAGEM DE FIBROBLASTOS
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Figura 2: Contagem de fibroblastos através de microscopia de luz obtidas nas fotomicrografias dos
subgrupos JCL (jovem controle lesado), JPL (jovem placebo), J3J (jovem 3J/cm?), J10J (jovem 10J/cm?),
ACL (adulto controle lesado), APL (adulto placebo), A3J (adulto 3J/cm?) e A10J (adulto 10J/cm?). As
barras horizontais na porgdo superior do grafico indicam as comparagdes entre os subgrupos que
apresentaram diferengas estatisticamente significativas (P< 0,05).

A anélise das laminas mostrou claramente que o niumero de fibroblastos contados

apresenta-se em menor quantidade no grupo adulto. Somente no subgrupo A10J houve
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aumento estatisticamente significativo quando comparado com o subgrupo ACL. J& no
grupo jovem, a dose de 3J/cm®’ mostrou um efeito deletério no namero células
fibroblasticas significante quando comparado ao JPL, sugerindo inibi¢do, equiparando o

numero de fibroblastos ao grupo A3J.

PRANCHA MFA
Grupo Jovem

1.00 pm/Div

Figura 3: Imagens obtidas através da microscopia de for¢a atdmica para o grupo jovem. Observa-se
diferencas qualitativas dos subgrupos JCL (jovem controle lesado), JPL (jovem placebo), J3J (jovem
3J/cm?), J10J (jovem 10J/cm?), o X representa area de baixa homogeneidade, Adrea de agregacdo de
feixes, W aponta feixes de coldgeno com espessura marcadamente maior, ® aponta feixes com orienta¢ao
bem definida e [] marca regido com orienta¢do indefinida.

A analise das amostras obtidas pela MFA demonstra no JCL baixa organizagao

tecidual, fibras esparsas e sem orientacdo predominante com regides cuja defini¢do
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estrutural nao ¢ clara. O subgrupo JPL ja demonstra alinhamento dos feixes no sentido
vertical (mesmo sentido de orientagdao do tendao), formagao de feixes de colageno mais
espessos, porém ainda sdo perceptiveis regioes onde a orientacao tecidual ndo ¢ clara e
as estrutura ainda ndo esta bem definida.

Nos subgrupos tratados observa-se no J3J e J10J que ja ¢ bem clara a orientagao
dos feixes e que a estrutura geral se apresenta mais homogénea ¢ poucas regioes sao

indefinidas.

PRANCHA MFA
Grupo adulto

1.00 pmiDiv

Figura 4: Imagens obtidas através da microscopia de for¢ca atdmica para o grupo jovem. Observa-se
diferencas qualitativas dos subgrupos ACL (adulto controle lesado), APL (adulto placebo), A3J (adulto
3J/cm?), A10J (adulto 10J/cm®), o X representa 4rea de baixa homogeneidade, ® aponta feixes de
colageno com espessura marcadamente maior, ® aponta feixes com orientagdo bem definida e [ marca
regido com orientagdo indefinida.



53

A andlise das amostras obtidas pela MFA demonstra no ACL, assim como
observado no JCL, que ha baixa organizacao tecidual, fibras esparsas e sem orientagao
predominante com regides cuja defini¢do estrutural também nao ¢ clara. No subgrupo
APL ¢ bem definida a disposi¢ao dos feixes no sentido vertical e formacao de feixes de
colageno mais espessos, porém esta se da de forma muito irregular sendo sua
homogeneidade baixa e ainda é perceptivel regides onde a estrutura tecidual ndo estd
bem definida.

O subgrupo A3J apresenta a formagao de feixes bem claros com relacdo a um
aumento da espessura e orientacdo relativamente homogénea, estrutura tecidual também
¢ bem definida. No subgrupo A10J, também ¢ bem clara a orientagdo dos feixes,
observamos claramente aumento da espessura e agregagdo, definindo uma estrutura

mais “solida”, porém observa-se ainda alguma heterogeneidade.

DISCUSSAO

O aumento da populagdo de fibroblastos observado em nosso estudo ¢ um fato
relatado em diversos estudos cientificos anteriores utilizando a LLLT 72",

Segundo os dados obtidos, observamos uma resposta a radiagdo laser maior no
grupo adulto quando comparado ao jovem, tanto qualitativamente como
quantitativamente.

A explicagdo para este fato pode ser baseada em uma das teorias mais importantes
da fotoestimulacdo laser, a teoria fotoquimica, onde determinados componentes da
cadeia respiratoria respondem a comprimentos de onda eletromagnética especificos, no
sentido de aumentar o fluxo de elétrons da membrana mitocondrial interna, viabilizando

\ r

a célula um aumento do metabolismo energético. Esse mecanismo ocorre quando estes
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fotorreceptores se encontram num estado redox intermediario, caracteristico em situagao
onde h4 estresse oxidativo'*'>'°.

No processo de envelhecimento tecidual, diversas alteragdes no meio celular
podem ocorrer, como reducdo das capacidades de proliferacdo, infiltragdo,
£ L IL12 s ST = . 23,24
agocitose comunicacao celular, diminui¢do da producao fatores de crescimento

. 12 .. o~ . ~ 2

e de receptores para fatores de crescimento'”, diminuicdo da angiogénese®,
11t ~ e 11 2
desequilibrio na produgio de colageno e colagenase'', necrose e apoptose celular®’.

27,2
728 sendo

Porém, o estresse oxidativo ¢ dos principais eventos do envelhecimento
considerado responsavel por diversas alteragcdes citadas acima. O aumento do estresse
oxidativo ¢é relacionado a reducdo da eficiéncia de medidas antioxidantes com o
envelhecimento, levando a dano na membrana celular, mitocondrial, mutagdo génica e
aumento dos indices de neoplasia com o avango da idade®.

Talvez o estresse oxidativo provocado pelo incremento da idade seja o fato
potencializador do efeito gerado pela laserterapia nos parametros observados em nosso
estudo, no qual verificamos um efeito mais significativo para a contagem de
fibroblastos ¢ aumento da espessura dos feixes de coldgeno no grupo adulto em
comparacdo a sua contraparte jovem.

Além disso, é possivel que essas modificagcdes decorrentes do avanco da idade
possam ser modulados pela laserterapia, ja que, efeitos contrarios como aumento de

e~ 21 . ~ . . 1 . 15.16.1
divisdo celular®', liberagdo de citocinas'®, provimento de ATP'>'®!

, producao de
colageno®, atividade fagocitaria®, aumento da comunicagio intra e intercelular’' sio
descritos, de tal maneira a provocar beneficios mais significativos em populagdes mais
velhas do que nas jovens.

Também é de fundamental importancia o efeito pro-angiogénico da laserterapia®’

que, segundo alguns pesquisadores ocorre, através do aumento da geracdo de VEGF
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(vascular endothelial growth factor), PDGF (platelet-derived growth factor), oxido
nitrico e superéxido dismutase'*******>. O aumento da quantidade de vasos melhora a
permuta de gases, a eliminagdo de catabolitos além de ser um via de transicdo de
diversas células como fibroblastos, macréfagos e outras células relacionadas ao
processo de reparo tecidual®.

Esses efeitos da laserterapia também podem ter influenciado os resultados obtidos
pela analise de MFA, no qual observa-se incremento da agregagcdo, homogeneidade e
alinhamento dos feixes de coldgeno em uma direcdo predominante, coincidente com o
eixo do tenddo, no sentido das forgas de tragdo, verificado principalmente no A3J e
A10].

O fato de a LLLT influenciar na estrutura do tecido ndo é um fato inédito. Estudos
analisando o efeito da LLLT nas estruturas de coldgeno mostraram evidéncias do
aumento da sintese de coldgeno e remodelamento em tenddes submetidos a laserterapia,
no qual também foi observado incremento da resisténcia mecanica, promovendo
melhora funcional significativa da qualidade de regeneragio’.

Se considerarmos que o aumento das pontes cruzadas de hidrogénio
correlacionam-se com a agregacao e forca do tendao tratado com o laser, € provavel que
a terapia laser aumente a qualidade das moléculas de colageno através do incremento de
forgas intermoleculares’. Isso explica algumas alteragdes observadas qualitativamente
nos feixes de coladgeno através da MFA nos subgrupos irradiados (J3J, J10J, A3J, A10J)
e os valores quantitativos de espessura dos feixes. Esse efeito da laserterapia sobre as
pontes cruzadas pode dessa forma, ter uma relagdo dose-dependente e idade-
dependente.

Adicionalmente, os resultados observados no grupo adulto vs jovem, podem ter

uma relagdo com a diferenca entre as massas corporeas dos animais. O fato dos animais
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adultos terem sua massa significativamente maior que os jovens implica em maior carga
mecanica sobre o tenddo. Sabe-se que o colageno ¢ um material piezoelétrico
(capacidade de produzir potencial elétrico a partir de estimulo mecanico) e o efeito
biologico desse evento bioelétrico caracteriza-se pela sinalizagdo de processos celulares
como replicagdo, protedlise e organizacio tecidual®°.

Entdo o efeito piezoelétrico explica, em parte, o resultado obtido nos subgrupos
JPL ¢ APL, no qual sdo evidentes alteracdes qualitativas e quantitativas quando
comparamos aos subgrupos JCL ¢ ACL. Contudo esse ganho nao foi homogéneo nesses
subgrupos, gerando regides com feixes de colageno de diferentes tamanhos e agregados
de forma irregular.

Para os subgrupos tratados, deve ser considerado que o efeito analgésico da
laserterapia’ possa ter permitido maior atividade fisica aos animais tratados em
comparagdo ao grupos controle lesados e placebos, gerando ainda mais efeito mecanico
sobre o tendao.

A associagdo do estimulo mecanico com a radiacdo laser parece ter sido mais
significativo para o grupo adulto do que para o grupo jovem, promovendo
qualitativamente uma estrutura mais homogénea, com caracteristicas de agregacdo e
alinhamento mais apropriados para a finalidade do tenddo e quantitativamente, maior
concentragdo de fibroblastos e espessura de feixes de colageno.

Sugerimos também que, como a célula jovem apresenta um metabolismo elevado,
cujas condi¢des bioquimicas como fatores de crescimento, aporte sanguineo e
sinalizacdo intra e intercelular considerados ideais, é possivel que os beneficios da
radiagdo laser sejam mais significativos para populacdes mais velhas, restaurando
processos metabodlicos e bioquimicos que foram declinando durante o processo de

envelhecimento.
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Por fim, concluimos com base nos resultados obtidos e na literatura consultada

que a associagao dos efeitos do envelhecimento como alteracdes metabolicas, celulares,

bioquimicas do meio e de sinalizagdo, pode de forma significativa, influenciar no

processo de biomodulacdo laser estabelecendo uma relacao idade dependente e dose

dependente.
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5. CONCLUSOES GERAIS
Este estudo verificou a relevancia na hipotese da relagdo idade-dependente da
fotobioestimulagdo laser, o qual justificaria mais investigagdes considerando a idade

como uma variavel clinica para a parametrizagao da laserterapia.

Pontualmente, concluimos a partir dos nossos resultados:

1. Existe uma relacdo da idade em relagdo ao processo de regeneracdo tecidual,
no qual verificamos no nosso grupo controle, caracteristicas diferenciadas em
diversos parametros analisados (contagem de fibroblastos ¢ células
inflamatorias e caracteristicas qualitativas da matriz extracelular).

2. Para uma mesma dose, a resposta celular, angiogénica e do colageno foi
diferente entre a idade de 4-5 semanas e a idade de 27-28 semanas.

3. Para uma mesma idade houve diferenca da resposta celular e do colageno a
doses de laser diferentes.

4. Houve aumento na contagem de capilares sangiiineos nos grupos irradiados,
sendo estatisticamente significativa a diferenca da resposta entre as idades,
porém ndo entre as doses de irradiagdo, sugerindo menor influéncia da dose do
que da idade para a angiogénese.

5. E provavel que essas alteragdes tenham uma relagio com o estimulo/ estresse
mecanico sobre o tenddo, devido as caracteristicas piezoelétricas do colageno.

6. As alteracdes observadas podem ter uma importante relacio com a fungdo
tecidual, pois representam modificagdes estruturais e celulares que definem

algumas propriedades mecanicas do tendao.
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6.  CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos resultados obtidos neste estudo, podemos apresentar algumas
limitagdes em decorréncia do modelo adotado. Talvez o uso de animais com idade mais
avangada (1 a 2 anos) poderia trazer dados mais significativos para relacionarmos ao
envelhecimento. A contagem diferencial das células do processo inflamatorio poderia
trazer dados mais conclusivos permitindo diferenciar a fase do processo inflamatorio.

Neste estudo, verificamos que ha a influéncia da idade sobre a resposta da
laserterapia no reparo tendineo, porém parametros precisos de radiagdo devem ser
pesquisados visando melhores resultados na regeneragao.

Assim como verificado neste estudo, é possivel que outras modalidades terapéuticas
como a termoterapia, eletroestimulagdo, técnicas manuais de mobilizagdo e
manipulagdo, treinamento para fortalecimento muscular e propriocep¢do possam
também sofrer influéncia da idade. Sendo assim, sugerimos que investigagdes a respeito

devam ser realizadas com o objetivo de buscar mais respostas para essa questao.
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8. ANEXOS:

1. Parecer do comité de Etica em pesquisa com animais

UNIVERSIDADE F!EDERAL DE SAO CARLOS
L PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
= Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal
S Cahy Via Washington Luis, km. 235 - Caixa Postal 676
Fones: (018) 3351.8100/ 3351.8110
Fax: (016) 3361.3176

CEP 13560-970 - Sa0 Carlos - SP - Brasil
propg@power.ufscar.br - www.propg.ufscar.br

Parecer 002/2005

Protocolo n® 003/2005

A Comissio de Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Sdo Carlos — CCEA/UFSCar - APROVOU o trabalho
entitulado Analise ultraestrutural da acfio do laser de baixa intensidade sobre o processo
de regeneracdo do tendido de ratos em diferentes fase maturacionais do (s) autor (es)
Carles Taciro, Nivaldo Antonio Parizotto, na 3*. Reunido, ocorrida em 24/06/2005.

Sdo Carlos, 27 de junhe de 2005.

A DM D

Prof. Dr. Nivaldo Antonio Parlzotto

Presidente da (nmmao de Etica em Experimentacio Aninal




2. ANALISE DE ESPESSURA DE FEIXES — MFA.

Subgrupos Espessura de feixes de
colageno em micrometros
MEDIA D.P.
JCL 4.681 0,592
JPL 5.229 0,580
J3J 5.142 0,666
J10J 5.080 0,669
ACL 4.618 0,581
APL 5.106 0,602
A3] 5.137 0,590
A10J 5.695 0,693
Bonferroni B p
JCL vs JPL 0.133 <0.05
JCL vs J3] 0.136 <0.05
JCL vs JIOL 0.136 <0.05
JCL vs ACL 0.135 >0.05
JCL vs APL 0.136 <0.05
JCL vs A3J 0.138 <0.05
JCL vs A10J 0.136 <0.05
JPL vs J3J 0.136 >0.05
JPL vs J10L 0.136 <0.05
JPL vs ACL 0.135 <0.05
JPL vs APL 0.136 >0.05
JPL vs A3J 0.138 >0.05
JPL vs A10] 0.136 <0.05
J3J vs J1I0L 0.139 >0.05
J3J vs ACL 0.138 <0.05
J3J vs APL 0.139 <0.05
J3J vs A3J 0.141 >0.05
J3J vs A10J 0.139 >0.05
J10J vs ACL 0.138 <0.05
J10J vs APL 0.139 <0.05
J10J vs A3J 0.141 >(0.05
J10 vs A10J 0.139 <0.05
ACL vs APL 0.139 <0.05
ACL vs A3J 0.140 <0.05
ACLvs A10J | 0.138 <0.05
APL vs A3J 0.141 >0.05
APL vs A10J ] 0.139 <0.05
A3Jvs A10J 0.141 <0.05
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3. HISTOMORFOMETRIA: CONTAGEM DE CELULAS E CAPILARES
SANGUINEOS.

Na tabela a seguir sdo mostrados os resultados (média e mediana) obtidos para a
contagem de fibroblastos, capilares sanguineos e leucdcitos, submetidos ao teste post
hoc de bonferroni para identificacdo das comparagdes estatisticamente significativas,
considerando um p < 0.05:

Subgrupos Capilares sangiiineos  Fibroblastos Células inflamatorias
MEDIA D.P. MEDIA D.P. MEDIA D.P.
JCL 4.333 1.49 454,944 53.86 13.952 6.07
JPL 5.238 2.11 475284 61.56 35.476 21.53
J3J 7.766 1.67 426.166  69.40 54.966 25.96
J10J 7.333 1.59 473.809 32.14 76.857 31.42
ACL 3.4 1.18 368.399 47.38 18.8 4.76
APL 5.555 2.35 387.388  40.90 61.944 34.19
A3] 8.571 231 397.095 52.26 38.523 14.74
A10J 8.555 2.20 427.499 29.52 40.888 15.97
Bonferroni B p B P B P
JCL vs JPL 09674  >0.05 45.098  >0.05 11.329 <0.05
JCL vs J3] 0.8919 <0.05 41.860  >0.05 10.445 <0.05
JCL vs JIOL 09674  <0.05 45.098  >0.05 11.329 <0.05
JCL vs ACL 1.0598 >0.05 49.085 <0.05 12.410 >0.05
JCL vs APL 1.0069 <0.05 46.801 <0.05 11.791 <0.05
JCL vs A3J 09674  <0.05 45.098  <0.05 11.329 <0.05
JCL vs A10J 1.0069 <0.05 46.801 >0.05 11.791 <0.05
JPL vs J3] 0.8919 <0.05 39.947  <0.05 10.445 <0.05
JPL vs J10L 09674  <0.05 43329  >0.05 11.329 <0.05
JPL vs ACL 1.0598 <0.05 47.465  <0.05 12.410 <0.05
JPL vs APL 1.0069 >0.05 45.098  <0.05 11.791 <0.05
JPL vs A3J 09674  <0.05 43329  <0.05 11.329 >0.05
JPL vs A10] 1.0069 <0.05 45.098  <0.05 11.791 >0.05
J3J vs JIOL 0.8919 >0.05 39.947  <0.05 10.445 <0.05
J3J vs ACL 0.9913 <0.05 44399  <0.05 11.609 <0.05
J3J vs APL 09346  <0.05 41.860  >0.05 10.945 >0.05
J3J vs A3J 0.8919 >0.05 39.947  >0.05 10.445 <0.05
J3J vs A10] 09346  >0.05 41.860  >0.05 10.945 <0.05
J10J vs ACL 1.0598 <0.05 47465  <0.05 12.410 <0.05
J10J vs APL 1.0069  <0.05 45.098  <0.05 11.791 <0.05
J10J vs A3J 09674  <0.05 43329  <0.05 11.329 <0.05
J10 vs A10J 1.0069 <0.05 45.098  <0.05 11.791 <0.05
ACL vs APL 1.0959 <0.05 49.085  >0.05 12.834 <0.05
ACL vs A3J 1.0598 <0.05 47.465  >0.05 12.410 <0.05
ACL vs A10J | 1.0959 <0.05 49.085 <0.05 12.834 <0.05
APL vs A3J 1.0069  <0.05 45.098  >0.05 11.791 <0.05
APL vs A10J 1.0449 <0.05 46.801 > (.05 12.237 <0.05
A3J vs A10J 1.0069 > (.05 45.098  >0.05 11.791 > (.05
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4. PRANCHAS DE MICROSCOPIA DE LUZ
Fotomicrografias dos tenddes dos ratos dos grupos jovem e adulto, sendo
equivalentes a 10% do total de imagens utilizadas para a histomorfometria.

JCL
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