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RESUMO

Viarias técnicas terapéuticas sao utilizadas para acelerar e/ou estimular o processo de reparo
tendineo, dentre elas a terapia laser de baixa poténcia (LLLT). Assim, este estudo teve por
objetivo avaliar os efeitos do laser de baixa poténcia, aplicado a diferentes comprimentos
de onda e diferentes densidades de energia sobre o processo de reparagdo tendinea no
tenddo calcanear de rato. Foram utilizados 48 ratos machos, onde 40 animais foram lesados
por uma tenotomia total unilateral feita por cisalhamento induzida na por¢do média do
tendao calcanear direito, os tenddes ndao foram suturados apds a incisdo cirurgica, somente
a pele ao redor da incisdo sofreu sutura. Os animais foram divididos aleatoriamente em 3
grupos experimentais homogéneos (1, 2 e 3), sendo que cada grupo foi subdividido em 2
subgrupos; o grupo 1 foi dividido em subgrupo A que recebeu tratamento com laser de 685
nm, 3 J/em® e subgrupo B que recebeu tratamento laser 685 nm, 10 J/cm?; o grupo 2 foi
dividido em subgrupo C que recebeu tratamento com laser de 830 nm, 3 J/cm® e subgrupo
D cujo tratamento foi com laser de 830 nm, 10J/cm’ e o grupo 3 que também foi dividido
em subgrupo E (CL/PL) e F (CP) que foram classificados como controle lesado/tratamento
placebo e controle padrao respectivamente. Foram utilizados os lasers de 685 nm e o diodo
Ga-Al-As (830 nm), os pardmetros dosimétricos utilizados para ambos os lasers foram (15
mW, continuo, densidade de poténcia de 5,4 W/em® e doses de 3 J/em® e 10 J/em?), as
aplicagcdes foram feitas pontualmente a cada 24 horas, durante 12 dias consecutivos,
irradiando-se transcutaneamente um unico ponto sobre a regido da lesdo. Todos os animais
foram sacrificados no 13° de P.O. e seus tenddes foram retirados cirurgicamente e
processados para a analise qualitativa e quantitativa realizadas por meio da microscopia de
luz polarizada para se obter dados sobre o estado de concentracdo, agregacao, orientagdo e
deposicao das fibras colagenas no local da tenotomia, foi utilizado medidas de
birrefringéncia total tomadas no microscopio de luz polarizada. Posteriormente os tenddes
foram fotografados no microscopio de polarizacdo para a analise histologica qualitativa do
tecido. A andlise estatistica utilizada foi o teste ndo-paramétrico de comparacdes multiplas
para a comparagdo de todos os subgrupos dois a dois afim de detectar possiveis diferengas
estatisticas. Os achados demonstraram por meio de diferencas de valores de OR (nm),
correspondentes a birrefringéncia total, que as moléculas de colageno presentes nos tenddes
em processo de reparacdo tecidual responderam a LLLT durante o periodo da coleta do
material, provavelmente através do aumento da proliferacdo fibrobléstica e sintese de
colageno. A reparagdo tendinea do subgrupo A tratado com laser de 685 nm e 3 J/em®
apresentou melhores resultados considerando o nivel de organizagdo, orientagdo, estado de
agregacao macromolecular e deposi¢do das fibras coldgenas no local da lesdo, diferindo-se
estatisticamente dos demais subgrupos, uma vez que este subgrupo apresentou valor de OR
considerado estatisticamente maior que o OR dos demais subgrupos tratados com laser e o
subgrupo controle lesado/tratamento placebo. Com base nos nossos resultados podemos
concluir, nas condi¢des que o nosso trabalho foi desenvolvido, que hé diferencas na
resposta organizacional do tecido tendineo lesado e estimulado pela LLLT, ha portanto uma
relacdo de melhora do reparo tendineo com a combinacdo dos parametros laser utilizados;
neste caso houve aceleracao do processo de reparagao tendinea quando utilizou-se o laser
de 685 nm e 3 J/cm®.
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ABSTRACT

A lot of therapeutic techniques are used to accelerate and/or stimulate the tendineous repair
process, among this techniques we have the low level laser therapy (LLLT). Therefore, this
study had the aim of evaluating the effects of LLLT, in different wavelengths and different
densities energy, on the tendineous repair process of calcaneal tendon of mice. In this study
was used 48 male mice. 40 animals were submitted to the unilateral total tenotomy induced
in the middle portion of the right calcaneal tendon. The tendons weren’t sutured after the
surgery, just the skin around the surgery. The animals were randomized divided in 3
experimental groups (1, 2 and 3) and each group were divided in two subgroups. The
subgroup A was treated with laser of 685 nm, 3 J/cm?, the subgroup B was treated with
laser 685 nm, 10 J/cm®, the subgroup C was treated with 830 nm, 3 J/cm® and the subgroup
D with laser 830 nm, 10J/cm?; the subgroups E and F were classifieds as injured
control/placebo treatment and non-injured control. It was used the lasers 685 nm and diode
GaAlAs (830 nm), the parameters used in both lasers were 15 mW, continuos, power
density of 5,4 W/cm? and doses of 3 J/em® and 10 J/em®. The applications were made
punctually in each 24 hours, during 12 consecutive days, in just one point on the injured
lesion. All animals were killed on the 13° day after the surgery and the tendons were
extracted cirurgically and prepared for qualitative and quantitative analysis carry out
through of polarization microscopy for obtain data of state of concentration, aggregation,
orientation and deposition of collagen fibers in the site of tenotomy, was used measures of
total birefringence take in polarization microscopy. After, it was obtained a picture of each
tendon in the polarization microscopy for the qualitative histologic analysis of the tissue.
The data analysis were made using the non-parametric test of multiple comparations in
order to compare the data of all subgroups. It was found through of difference of OR (nm)
values corresponding for the total birefringence that the molecules of collagen of tendons in
process of tissue repair answered to the LLLT during the period of data collection,
probabily through the increase in the fibroblastic proliferation and collagen synthesis. The
tendinous repair of the subgroup A (685 nm, 3 J/cm”) showed the best result, considering
the level of tissue organization, orientation, state of macromolecular aggregation and
collagen deposition in the site of lesion. This subgroup was statistically different from the
other subgroup, because it showed a higher OR value than the other subgroups treated with
laser and the subgroup injured control/placebo treatment. We can conclude that, in the
conditions our work was developed, there are different organizational answers in the
injuried tendineous tissue and treated with LLLT. Therefore, there is a relationship between
the improvement in the tendineous repair and the laser parameters used. In this case there
werezan acceleration of the tendineous repair when used the laser 685 nm and the dose of 3
J/em”.



1 INTRODUCAO

A reparagao do tecido tendineo tem inicio logo apds a lesdao. Esta passa por
diferentes etapas de cicatrizacdo, as quais por sua vez constam de diversos eventos
ultraestruturais de reparo (ENWEMEKA, 1989). As fases da reparagdo tendinea incluem
inflamacao, proliferagdo (fibroplasia) ¢ maturagdo ou remodelamento (STADLER et al.,
2001).

A reparacdo de tenddes tenotomizados pode levar semanas ou até meses
para se completar, durante esse periodo normalmente o paciente ¢ imobilizado para evitar
uma reruptura, esse fato causa inumeras complicagdes funcionais para o individuo
retardando o processo de reabilitagdo (ENWEMEKA & REDDY, 2000).

A causa mais comum das rupturas tendineas sdo os esforcos excessivos que
provocam microtraumas no tecido levando assim, a ruptura tendinea espontanea,
principalmente no trabalho e em atividades esportivas (JOZSA & KANNUS, 1997).

Fatores como fragilidade ligamentar, fraqueza muscular, discrepancia de
membros, reducao da flexibilidade de tecidos moles, aumento da idade, obesidade dentre
outros fatores, colaboram para o desenvolvimento das lesdes tendineas (JOZSA &
KANNUS, 1997).

A incidéncia dessas lesdes ¢ mais significante nas mulheres do que nos
homens. Isto esta relacionado com o fato de que as mulheres estdo atualmente mais
interessadas na pratica esportiva e em trabalhos que implicam em altas cargas tensionais
em seus tendoes (KANNUS et al., 1990, 1987). Fatores estruturais e funcionais também
influenciam no aumento da incidéncia dessas lesdes no sexo feminino (JOZSA &
KANNUS, 1997).

O uso do laser de baixa poténcia no reparo das lesdes tendineas vem sendo
estudado por diversos pesquisadores (ENWEMEKA & REDDY, 2000; PARIZOTTO &
BARANAUSKAS, 1998a; REDDY et al. 1998a; ENWEMEKA et al. 1992, 1990), pois
uma vez lesado o tendao impossibilita a realizacdo plena do movimento.

A radiagdo laser de baixa poténcia para fins terapéuticos e de pesquisa
comecou a ser utilizada nas décadas de 70 e 80 naquela época a luz laser j& estava sendo

utilizada de forma terap€utica, mesmo sem comprovacao cientifica de seus reais efeitos. Os



primeiros trabalhos empregando a laserterapia de baixa poténcia foram executados pelo
grupo do Prof. Endre Mester no inicio dos anos 70. Estes utilizaram o termo bioestimulacao
para descrever os efeitos fotobiologicos atribuidos a tal recurso, evidenciados inicialmente
em experimentos in vitro, ao investigarem o comportamento celular apds a irradiagdo com
poténcias reduzidas, e posteriormente em experimentos conduzidos em animais in vivo,
onde os pesquisadores observaram a aceleracdo da cicatrizagao de ulceras torpidas, as quais
se achavam resistentes aos tratamentos convencionais (LOW & REED, 2001; TUNER &
HODE, 1999; BAXTER, 1997).

Baseados nos estudos cientificos esta modalidade terapéutica vem ganhando
cada vez mais aceitacdo tanto no campo de pesquisa como na area clinica, o que reforca a
importancia de estudos bem controlados sobre seus reais efeitos e indicagdes.

O laser de baixa poténcia ¢ um meio relativamente novo na érea da
fisioterapia, embora de ampla utilizacdo. Este meio terapéutico vem sendo utilizado
atualmente em muitos estudos laboratoriais e clinicos nas quais se tem investigado os
efeitos do laser de baixa poténcia na modulacao das fungdes celulares, na reducdo da dor e
inflamacao e sua influéncia no processo de cicatrizagdo (BASFORD, 1995). Isto contribui
de forma expressiva para aumentar o naumero de pesquisas “in vitro”, “in vivo”, e clinicas,
nas quais sdo estudados os mais diversos processos biologicos em diferentes tipos de
tecidos, tal como no processo de reparagao tendinea.

Os mecanismos de agdo e os efeitos produzidos a nivel macroscépico por
este tipo de radiagdo ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, visto que a interagdo da
radiacdo laser de baixa poténcia com sistemas biologicos € melhor compreendida a nivel
celular, o que tem gerado muita discussdo, principalmente porque varios dos estudos
publicados reportam resultados contraditorios em relagdo aos parametros dosimétricos
empregados como comprimento de onda, dose, poténcia, freqiiéncia de tratamento, entre
outros (LAAKSO, et al., 1993a, 1993b). No entanto, segundo TUNER & HODE (1999),
BAXTER (1997), BASFORD (1995, 1989) e BECKERMAN et al. (1992), parte dos
resultados conflitantes entre os diversos trabalhos pode ser explicada pelo fato da existéncia
de eventuais falhas metodoldgicas, visto que a qualidade e o rigor cientifico das

publicacdes sdo altamente variaveis, assim como devido a selecao equivocada por parte dos



pesquisadores dos parametros dosimétricos empregados. Porém, varios autores colocam
que os efeitos positivos dos lasers de baixa poténcia no processo de reparacao tecidual
podem ser observados em muitos estudos bem controlados (ENWEMEKA et al., 2000;
REDDY et al., 1998a; REDDY et al., 1997; GUM et al., 1997; STEHNO-BITTEL, 1997;
ENWEMEKA, 1991; ENWEMEKA et al., 1990; ENWEMEKA, 1989; ENWEMEKA,
1988). Entretanto neste ambito de pesquisa ainda falta definir pardmetros importantes,
como a dose e a poténcia mais adequadas, assim como o tipo de laser mais efetivo no
processo de reparo dos diferentes tecidos biologicos em condigdes fisioldgicas especiais.

Segundo REDDY et al. (1998a), a fotoestimulacao laser de baixa poténcia
no tecido tendineo promove aumento da sintese de ATP e 4cidos nucleico intensificando
assim a proliferacdo celular. Além disso, o laser estimula a producdo de coldgeno pelos
fibroblastos aumentando a sua concentragdo no espago extracelular.

Comparado com os estudos feitos em cicatrizagdo cutanea, trabalhos sobre
os efeitos do laser de baixa poténcia no reparo tendineo ainda se encontram em processo de
comprovagdo, porém varios estudos estdo sendo vastamente explorados. Estes estudos
demonstram que o laser de baixa poténcia parece influenciar de forma benéfica o curso do
reparo das lesdes tendineas. Esse mecanismo ocorre através da aceleracao do processo de
cicatrizagdo e na melhora da qualidade do reparo. Com isso o laser pode reduzir as sequelas
da lesdo tendinea e propiciar ao paciente um retorno mais rapido e eficaz as suas atividades
funcionais (ENWEMEKA & REDDY, 2000).

McMEEKEN & STILLMAN (1993), realizaram um questionario com
fisioterapeutas que utilizavam o tratamento laser de baixa poténcia em diversas desordens
teciduais. Os autores concluiram que as lesdes tendineas estavam entre as mais tratadas
com este tipo de tratamento seguidas por lesdo ligamentar, processos dolorosos e lesdes de
tecidos moles.

No entanto, ainda existe grande dificuldade entre os clinicos em eleger qual
comprimento de onda e dose do laser de baixa poténcia sdo mais eficazes para estimular o
processo de reparagdo tendinea, pois na maioria dos servigos de atendimento fisioterapico
os terapéutas contam com lasers vermelhos e infravermelhos em diversas doses para

auxiliar nos seus tratamentos, dificultando assim a escolha do tipo de laser e dose mais



adequados para um determinado tecido biologico e patologia apresentada pelo paciente.
Portanto, ha claramente na literatura a necessidade da realizacdo de novos estudos dentro
desta linha de pesquisa, afim de esclarecer questdes pendentes quanto aos mecanismos de
acdo de tal terapia, pardmetros dosimétricos adequados, assim como o tipo de laser e a

dose mais indicada para a aceleragao do reparo tendineo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TECIDO TENDINEO

2.1.1 Definicao

Os tenddes sdo estruturas anatdmicas interpostas entre os musculos € 0ssos.
Sua fungdo ¢ transmitir a forga criada no musculo para os ossos tornando possivel o
movimento articular.

Tenddes normais sdo brancos e brilhantes e possuem uma textura
fibroelastica, mostrando grande resisténcia a cargas mecénicas (KHAN et al., 1999; JOZSA
& KANNUS, 1997; MCNEILLY et al., 1996; STOLINSKI, 1995; BIRK & TRELSTAD,
1986).

As fibras de colageno sdo orientadas longitudinalmente, transversalmente e
horizontalmente com fibrilas de colageno longitudinais formando corddes espirais. Esta
complexa estrutura promove ao tendao uma capacidade de equilibrar forcas longitudinais,
transversais, horizontais e rotacionais durante os movimentos e atividades (JOZSA &
KANNUS, 1997).

Contudo, a maioria das fibras sdo alinhadas em paralelo ao eixo longitudinal
do tenddo, para capacitar esta estrutura a resistir a forcas unidirecionais e transmitir
eficientemente essas forcas geradas dos musculos para os ossos (CULAW et al., 1999).

Muitos tenddes sdo circundados por um tecido conjuntivo frouxo chamado
de paratenddo que tem a fun¢do de permitir o livre movimento do tenddo contra os tecidos
circunvizinhos. Logo abaixo do paratenddo uma fina bainha de tecido conjuntivo chamada
de epitendao circunda o tendao. O endotendao circunda os feixes de coldgeno mais internos
do tenddo (KHAN et al., 1999; JOZSA & KANNUS, 1997; REYNOLDS & WORRELL,
1991).



2.1.2 Arquitetura interna dos tendoes

De acordo com ENWEMEKA & SPIELHOLZ (1992), o tendao ¢
constituido por fibroblastos e matriz extracelular, na qual estdo imersas proteinas fibrosas
de colageno e elastina, proteoglicanas, glicoproteinas e mucopolissacarideos. O colageno ¢
0 maior componente da matriz extracelular, compreendendo cerca de 86% a 95% do peso
umido do tenddo. A disposicdo das fibras coldgenas no tendao ¢ resultado do seu processo
de maturacdo, sendo usualmente organizadas em fasciculos de fibras que contém unidades
menores denominadas fibrilas. As fibrilas de coldgeno sao longas e cristalinas, em tendoes
as fibrilas e fibras sdo altamente alinhadas. O desenvolvimento sistematico desta hierarquia
¢ requerida para a integridade estrutural e fungdo normal dos tenddes (BIRK et al., 1997;
BIRK & TRELSTAD, 1986).

Os fibroblastos também participam da organizagdo do compartimento
extracelular onde trés niveis de organizacdo da matriz sdo observados: fibrilas de colageno,
feixes de fibras e macroagregados que irdo depender do tecido bioldgico especifico (BIRK
et al., 1989; BIRK & TRELSTAD, 1986).

A hidratagdao da matriz extracelular pode variar dependendo das proporg¢des
de 4cido hialurénico e sulfato de condroitina. A capacidade das proteoglicanas e
glicosaminoglicanas de se ligar as moléculas de 4dgua da matriz é importante para as
propriedades biomecanicas do tenddo de resistir as forgas compressivas, além de
promoverem estabilizagdio do sistema colagenoso do tecido conjuntivo (JOZSA &

KANNUS, 1997).



2.1.3 Tecido conjuntivo denso

A matriz extracelular ¢ estruturada por células (fibroblastos, macrofagos e
mastocitos); fibras (colageno e elastina) e proteoglicanas (TILLMAN & CUMMINGS,
1992a, b).

As caracteristicas mecanicas do tecido conjuntivo como resisténcia a tensao,
compressdo, extensibilidade e tor¢do, sdo determinados primariamente pela quantidade,
tipo e arranjo da matriz extracelular, pela orientacdo das fibras e fibrilas, assim como pelo
diametro e comprimento dessas fibrilas (CULAW et al., 1999; BIRK et al., 1997).

Variacdes no tipo e na concentracdo das macromoléculas da matriz
extracelular podem determinar suas caracteristicas funcionais. Além disso, a orientacao das
fibras tem uma importante fun¢do nas propriedades mecanicas dos tecidos, como também
no estado de agregacao ordenada do colageno (VIDAL & CARVALHO, 1990).

Normalmente tecidos com alto conteido de fibras coldgenas e baixa
quantidade de proteoglicanas resiste a forgas tensivas, ja aqueles com grande quantidade de
proteoglicanas combinado com uma rede de fibras coldgenas resistem a compressao.

Traumas ou patologias podem alterar a morfologia normal do tecido

conjuntivo levando a alteragdes biomecanicas importantes (CULAW et al., 1999).

2.1.4 Colageno

As fibras coldgenas sdo as mais abundantes no tecido conjuntivo, estas sao
constituidas por uma glicoproteina estrutural denominada coldgeno, o qual tem sua
composi¢ao de aminoacidos especifica (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990).

O colageno ¢ uma proteina que corresponde a 30% do peso corporal do
homem. Ela participa da matriz extracelular dos animais multicelulares ¢ ¢ a mais
abundante nos tecidos conjuntivos, cerca de 19 tipos distintos de coldgeno foram
encontrados, todos com caracteristicas individuais que determinam as func¢des especificas

dos diferentes tecidos (CULAW et al., 1999; PARIZOTTO, 1998).



Todas as moléculas de colageno sdo longas e rigidas; constituidas de uma
triplice hélice de trés cadeias de polipeptideos chamadas de cadeias alfa. Os colagenos se
destinguem uns dos outros por suas cadeias de polipeptideos, propriedades fisicas,
morfologia, distribui¢do nos tecidos e fungdes. O colageno tipo I constitui 90% do total de
colageno do corpo dos mamiferos e € encontrado com maior frequéncia nos tendoes,
ligamentos, capsula dos 6rgaos, derme, dentina entre outros tecidos, este tipo de coldgeno
possui alta forca ténsil com elasticidade limitada, além de boa capacidade para a
transmissao de for¢as (CULAW et al., 1999; JOZSA & KANNUS, 1997; PARKINSON et
al., 1997; BIRK et al., 1989; MIMNI & HARKNESS, 1988).

O colageno promove ao tendao uma grande for¢a ténsil, enquanto que a
substancia fundamental fornece suporte para as fibras de colageno regulando a estruturagao
extracelular das moléculas de procolageno (KHAN et al., 1999).

O coléageno tipo I ¢ sintetizado principalmente pelos fibroblastos, porém
outras células como os macréfagos, os mastocitos e algumas células indiferenciadas
originadas do tenddo, epitenddo e paratenddao podem sintetiza-lo (CHAN et al., 1997,
JOZSA & KANNUS, 1997).

A biosintese do colageno ¢ determinada por um conjunto de eventos ambos
intracelular e extracelular. O fibroblasto sintetiza colageno e outros componentes da matriz
extracelular, portanto esta célula exerce um controle fino sobre a formagao das fibrilas de
colageno e componentes da matriz extracelular (BIRK & TRELSTAD, 1986).

A formagdo do colageno envolve a transcri¢do e a translagdo de genes
similares a produg¢dao de outras proteinas, as cadeias alfas sdo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico rugoso dos fibroblastos, pela tradu¢do de um RNAm, formando-se a
molécula de tropocolageno (estrutura composta por 3 cadeias de polipeptideos enroladas
em espiral formando uma triplice hélice).

Cada cadeia longa de polipeptideo ¢ sintetizada com dois peptideos de
registro em cada extremidade, os quais terminam o alinhamento das cadeias protéicas para
formar a molécula de colageno (CULAW et al., 1999; SANTANDER, 1999; MIMNI &
HARKNESS, 1988).



O que possibilita que o coldgeno tenha caracteristicas peculiares ¢ a sua
composicdo de aminodcidos; a cada trés aminoacidos o terceiro ¢ sempre glicina; a prolina
e a hidroxiprolina aparecem em 20% dos aminoacidos da cadeia de colageno (CULAW et
al., 1999).

No colageno tipo I, a triplice hélice esta constituida por duas cadeias a (alfa)
iguais, denominadas o; (alfa), e uma cadeia o, diferentes das demais em sua composicao.
As cadeias peptidicas se enrolam em hélice e sdo unidas entre si através de pontes de
hidrogénio (VIDAL, 1987a).

No espaco extracelular as moléculas de coldgeno sdo depositadas proximas a
superficie dos fibroblastos, assim o conjunto de cinco moléculas sdo compactadas para
formar a menor unidade de organiza¢do da fibra de coligeno; a microfibrila (JOZSA &
KANNUS, 1997).

Esta hierarquia reflete a alta organizacdo da estrutura molecular do
colageno.

VIDAL (1995b), refere que a importancia do auto-arranjo molecular
transcende este amplo espectro biologico do campo da sintese da nanoestrutura do tendao.
O auto-arranjo permanece e as fibras de coldgeno formam feixes orientados em grupos,
helicoidais ao eixo longitudinal do tendao, entretanto exibe varios graus de inclinacdo com
relagdo ao eixo principal do colageno, demonstrando uma distribuicdo helicoidal desta
estrutura. Estes estudos reafirmam os achados de uma estrutura fibrilar encontrada nos
estudos de VIDAL (1995a), onde o autor comprova a existéncia do crimp (organizacao
estrutural com variagcdo de orienta¢do periddica) como sendo parte da estrutura helicoidal

das fibras de colageno.

2.2 TENDAO CALCANEAR

O tendao calcanear inicia-se com a continua¢do do musculo gastrocnémio e
soleo. Ele é extenso e largo perto de sua origem, tornando-se mais estreito e irregular
distalmente; onde insere-se na por¢ao médio-posterior do calcaneo através de uma rigida

expansao fibrocartilaginosa.
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Segundo ENWEMEKA (1989), o tendao calcanear normal consiste de
fibras colagenas orientadas no eixo longitudinal do tenddo com poucos fibroblastos
intercalados entre os feixes, algumas fibras de elastina também podem ser vistas entre os
feixes de fibras colagenas.

O tendao calcanear absorve forcas no plano sagital (flexao plantar e dorsal) e
no plano frontal (inversdo e eversdo), essas for¢cas predominantemente de tensdo criam
estresses nas diferentes partes do tenddo (JOZSA & KANNUS, 1997).

No estado de repouso as fibras de colageno mostram uma configuragao
ondulada, porém quando o tenddo ¢ estirado cerca de 2% de seu comprimento a morfologia
das fibras ¢ perdida (PLAPLER et al., 2001; JOZSA & KANNUS, 1997; STOLINSKI,
1995; REYNOLDS & WORRELL, 1991).

Segundo ENWEMEKA et al. (1988), a for¢a do tendao calcanear de resistir
a estiramentos ¢ determinada pela densidade numérica, organizagao e arranjo das fibrilas
dentro do tenddo. O tenddo calcanear possui uma alta capacidade de resistir a grandes

forcas requeridas durante o suporte de peso e a locomogao.

2.2.1 Ruptura do tendao calcanear

Segundo Hipocrates citado por KURTZ (1996), em relagdo a ruptura do
tendado calcanear “se o tendao fosse lesado ou cortado, além de causar febre, induziria ao
choque, desestruturaria a mente ¢ em sua evolugdo acabaria trazendo a morte”.

Desde que foi descrito por Ambroise Paré em 1575 citado por CETTI
(1993), a ruptura do tenddo calcanear tem recebido bastante atengdo por varios
pesquisadores. Esta aten¢do ¢ baseada no fato de que a ruptura do tenddo calcanear além de
ser uma lesdo grave ¢ uma das mais comuns dentre as lesdes tendineas (STHENO-BITTEL,
1998).

Segundo PUDDU (1976), em alguns casos de ruptura do tenddo calcanear ha
sintomas prévios a lesdo como dor e rigidez, porém em outros os pacientes nao apresentam

nenhum sintoma que antecede a ruptura.
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REYNOLDS & WORRELL (1991), relatam que a grande incidéncia das
lesdes do tenddo calcanear ocorre em esportes de alto impacto como a corrida e o salto,
nessas atividades o tenddo ¢ bastante estressado durante a contracdo muscular excéntrica do
gastrocnémio e do séleo.

Segundo SOMA & MANDELBAUM (1995), 75% de todas as rupturas do
tenddo calcanear ocorrem em atletas com idades entre 30 e 40 anos. A maior frequéncia de
ruptura ocorre nos futebolistas e com menor incidéncia nos tenistas e bailarinas
(SALOMAO et al., 1993).

Microtraumas repetitivos no tendao induzem a ruptura tendinea. O excesso
de trabalho sobre o tecido tendineo produzem uma reagdo inflamatdria no tecido podendo
levar este tenddo a sofrer rupturas parciais ou totais (ALMEKINDERS & DEOL, 1999;
STHENO-BITTEL, 1998; SOMA & MANDELBAUM, 1995).

A ruptura do tendao calcanear normalmente ¢ precedida por alteragdes
degenerativas onde ha redu¢do do fluxo sanguineo para o tenddo com resultante hipoxia
local. A alteracdo da nutrigdo e da atividade metabodlica também predispdem a essas
alteracdes (ALMEKINDERS & DEOL, 1999; SALOMAO et al., 1993).

O envelhecimento promove mudangas biomecanicas importantes no tendao,
o contetdo de coldgeno aumenta enquanto que a elastina e as proteoglicanas da matriz
extracelular diminuem, terminando com perda da elasticidade do tecido, o conteudo de
agua também declina agravando o quadro. A renovagdo do coldgeno ¢ reduzida com o

avanco da idade retardando o processo de reparo (KANNUS & JOZSA, 1991).

2.3 REPARO TENDINEO

O processo de reparo tecidual é uma seqiiéncia de eventos que envolvem
diversas reacdes de um complexo processo bioldgico, cujo objetivo principal € o
fechamento da lesdo ou o reparo dos tecidos envolvidos (PARIZOTTO, 1998; JOZSA &
KANNUS, 1997).

Segundo CHAN et al. (1997), o reparo de tenddes ¢ similar a outros

processos de reparacdo que ocorrem com outros tecidos biologicos. Na seqiiéncia do reparo
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ha proliferagdo e migracdo de varios tipos de células, sintese de colageno e angiogénese
para a formacdo do tecido de granulagdo, e por fim, orientacdo das células do tenddo e
fibras de colageno de maneira altamente organizada na tentativa de restaurar a estrutura e
fung¢ao do tendao lesado.

O tecido tendineo possui baixa capacidade de regeneracdo devido a sua
baixa vascularidade, oxigenacdo e nutricdo, quando comparado, por exemplo, ao tecido
muscular. Porém vdarios experimentos demonstraram que quando o tenddo lesado ¢
estimulado por métodos terapéuticos adequados este aumenta a sua capacidade de
reparacdo (ENWEMEKA & REDDY, 2000; PARIZOTTO, 1998; REDDY et al., 1998a;
GUM et al., 1997; ENWEMEKA, 1991; ENWEMEKA et al., 1990; ENWEMEKA, 1989).

Baseado nos estudos de JOZSA & KANNUS, (1997), ROBBINS et al.
(1994), ENWEMEKA & SPIELHOLZ, (1992), KUSCHNER et al. (1991), ENWEMEKA
(1989), FLOREY (1958), o processo de reparacdo se da em 3 fases distintas, porém
sobrepostas:

1) Fase Inflamatéria ou Exudativa Vascular;

2) Fase Proliferativa e Neoangiogénica;

3) Fase de Remodelamento.

No tecido tendineo as duas ultimas fases sdo essenciais para um adequado
reparo tecidual onde havera uma intensa proliferagdo celular (fibroblastos); sintese de
fibrilas de colageno e alinhamento das fibras no eixo longitudinal do tenddo

(ENWEMEKA, 1989).
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2.3.1 Fase inflamatoria ou exudativa vascular (1 a 7 dias pos lesao)

A inflamacdo inicia-se imediatamente apds a lesdo, sendo uma resposta
natural do organismo de responder ao trauma lesivo, ela é um pré-requisito para que o
processo de reparo acontega.

Com a lesdo ha ruptura dos vasos sanguineos ocorrendo o extravasamento
do sangue, plasma e fluidos teciduais para a area lesada (JOZSA & KANNUS, 1997;
GIGANTE, 1996).

Em poucas horas apos a lesao ocorre alteragdes vasoativas que promovem a
exsudacao de fagocitos do sangue para as margens da lesdo. A infiltracdo celular ocorre nas
primeiras 24 horas e continua por poucos dias (JOZSA & KANNUS, 1997; PEREIRA,
1994; REED & ZARRO, 1990).

Segundo GOGIA (1995), imediatamente apds a lesdo, fatores vasoativos
como a norepinefrina e serotonina sdo secretados promovendo a vasoconstri¢do dentro dos
primeiros 5 a 10 minutos.

Conjuntamente, as plaquetas agregam-se ao redor do endotélio dos vasos
lesados e ao colageno exposto liberando fosfolipideos que estimulam o mecanismo de
coagulacdo. Fibrinas e fibronectinas formam ligagdes transversas com o coldgeno, o que
resulta em uma ténue estrutura que estanca a hemorragia local e funciona como resisténcia
a forgas de tensdo durante a fase inicial de reparo (JOZSA & KANNUS, 1997).

Por volta do 3° dia ap6s lesdo os fibroblastos iniciam a produg¢ado de fibrilas
que se agregam ao acaso no espaco extracelular, isso de certa forma colabora para proteger
o tecido tendineo contra as forgas aplicadas no inicio da cicatrizacio (ENWEMEKA et al.,
1988).

A vasodilatacdo que se segue a vasoconstri¢cdo reflexa provoca um aumento
no fluxo sanguineo e da pressdo hidrostatica, com isso hd aumento da permeabilidade
vascular em resposta as reacdes quimicas promovidas pela histamina que ¢ liberada pelos
mastocitos e plaquetas, e pela bradicinina que aumenta a permeabilidade vascular e

estimula a liberagdo de prostaglandinas nas fases mais tardias da inflamagdo. As
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prostaglandinas PGE-1 aumentam a permeabilidade vascular, j4 a PGE-2 atraem leucocitos
(JOZSA & KANNUS, 1997; REED & ZARRO, 1990).

Como conseqiiéncia desse estagio inicial, o plasma ¢ extravasado entrando
em contato com o tecido lesado. Clinicamente observa-se ao redor da regido lesada calor,
rubor, dor e edema (REED & ZARRO, 1990).

Os leucdcitos polimorfonucleares (neutrofilos), sdo as primeiras células que
migram para o sitio lesado, essas células se originam dos capilares ainda escoantes e
iniclam a fagocitose de contaminantes e fragmentos produzidos pelo ferimento. Esse
processo de migragdo e fagocitose permanece por 24 horas apds a lesio (ENWEMEKA &
SPIELHOLZ, 1992; ENWEMEKA, 1989).

Cerca de 1 a 2 dias apds a lesdo, os leucdcitos mononucleares (mondcitos)
quando penetram no sitio lesado se transformam em macrofagos teciduais e juntos com os
linfécitos dao continuidade a fagocitose (GOGIA, 1995; ENWEMEKA, 1989).

Segundo HIRANUMA (1996), hd uma extensa infiltragdo por leucdcitos
polimorfonucleares, macrofagos e fibroblastos que permanecem no tecido de granulagdo
por 1 a 2 semanas apos a lesdo.

Os macrofagos teciduais estdo presentes na maior parte da fase de reparo.
Além de fagocitarem as hemécias extravasadas e os produtos da destruig¢do tecidual que ndo
foram solubilizados pelos neutrodfilos, eles fagocitam os neutréfilos mortos restantes na area
lesada.

A participagdo dos macrofagos € essencial no processo de reparo, pois além
da fagocitose eles secretam fatores de crescimento e fibronectina, os quais promovem a
quimiotaxia dos fibroblastos, fixa¢do e migra¢do destas células no local da lesdo
estimulando a sua proliferacdo. Além disso, macrofagos e fibroblastos interagem um com o
outro regulando a fase inflamatdria e o processo de remodelamento da matriz extracelular
(KAKAR et al., 1998).

As células inflamatorias atuam principalmente para limpar a area lesada de
tecido necrotico e microorganismos, quando esse objetivo ¢ alcancado por volta do 5 ao 7

dia pos lesdo, inicia-se entdo a fase proliferativa (JOZSA & KANNUS, 1997).
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Outro aspecto da fase inflamatoria ¢ a resposta imune a lesdo, a qual ¢
formada por linfocitos T e B, produzidos por tecidos linféides, que irdo destruir
microorganismos e toxinas especificas. Os linfocitos B produzem as imunoglobulinas
especificas (anticorpos), as quais agem através do sistema complemento, neutralizando ou
destruindo os antigenos. Os linfocitos T, liberam linfocinas que atuam na rejei¢do dos

orgaos transplantados e secretam a interleucina-2 que potencializa a acdo dos linfécitos B

(PARIZOTTO, 1998).

2.3.2 Fase proliferativa e neoangiogénica (5 a 21 dias pds lesdo)

A fase proliferativa inicia-se com o acumulo de fibroblastos, miofibroblastos
e células endoteliais na area lesada. A migracdo e a proliferacao dessas células ¢ estimulada
por fatores de crescimento liberados pelas plaquetas e macrofagos teciduais (JOZSA &
KANNUS, 1997; PEREIRA, 1994).

A fibrilogénese tem inicio poucos dias apdés a lesdo, essa etapa da
cicatrizacdo pode através de um sistema de realimentagdo apressar a automontagem das
fibrilas dentro dos feixes de colageno (ENWEMEKA et al., 1988).

Durante a fase de proliferacdo alguns fibroblastos adquirem caracteristicas
ultraestruturais, funcionais, imunologicas e quimicas que os distinguem dos fibroblastos
teciduais ativos esses fibroblastos diferenciados chamam-se miofibroblastos. Embora os
miofibroblastos possuem a morfologia do fibroblasto, eles contém grande quantidade de
microfilamentos de actina e miosina em seu interior JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990).

Os miofibroblastos sdo capazes de se contrairem e moverem, contribuindo
para a contragdo da regido cicatricial, além de secretarem grande variedade de moléculas
como colageno, fibronectina, elastina, dacido hialurénico, glicosaminoglicanas e
mucopolissacarideos (PARIZOTTO, 1998).

Durante esta fase os fibroblastos e miofibroblastos mostram uma extensa
proliferacdo e sintese de matriz extracelular. A combina¢do de novos capilares sanguineos,
fibroblastos, miofibroblastos e matriz extracelular formada por colageno

(predominantemente coladgeno tipo III), acido hialurénico e moderada quantidade de
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proteoglicanas dao origem a um tecido conjuntivo ricamente vascularizado que preenche a
area lesada este tecido recebe o nome de tecido de granulacao (JOZSA & KANNUS, 1997;
PEREIRA, 1994; ENWEMEKA & SPIELHOLZ, 1992).

O deposito de colageno aumenta progressivamente com o tempo atingindo
seu pico por volta do 14° dia apds a lesdo. Paralelamente comeca a ocorrer reducao da
sintese de glicosaminoglicanas, especialmente de acido hialurdnico, neste periodo o
colageno tipo I comega a predominar sobre o tipo III. Ha simultaneas degradacdes de
colageno, resultando em intenso remodelamento, com lise de algumas fibras, agregacgio e
aumento de novas fibras (ENWEMEKA & SPIELHOLZ, 1992).

Com o processo de fibrilogénese, as fibras de colageno se tornam
progressivamente mais espessas € numerosas, as células fagocitarias vao desaparecendo e o
tecido de granulagdo passa a ser constituido por um tecido conjuntivo progressivamente
mais denso € menos vascularizado (ENWEMEKA, 1989).

O coldgeno existente vai sendo remodelado progressivamente, hd um
aumento das ligacdes cruzadas intermoleculares, tornando o tecido mais resistente e
organizado (ENWEMEKA & SPIELHOLZ, 1992).

De acordo com GIGANTE (1996), ENWEMEKA & SPIELHOLZ (1992),
ENWEMEKA (1989), h& um maior alinhamento das fibras de coldgeno no eixo
longitudinal do tenddo ap6s um periodo de 21 dias de reparo tecidual.

A carga mecanica imposta precocemente ao tecido acelera o alinhamento
paralelo e a polimerizag¢ao das fibrilas dentro das fibras de coldgeno. Com isso, o processo
de alinhamento fibrilar pode-se iniciar 4 a 5 dias apds ruptura ou incisdo tendinea
(ENWEMEKA et al., 1988).

A neoangiogénese que ocorre na fase proliferativa inicia-se por anastomoses
de capilares sanguineos proximos a area lesada, esses por sua vez se projetam para o
interior da lesao formando inumeras ramificagdes e desenvolvendo uma rica rede vascular.
A neovascularizag@o ¢ essencial para que o processo de reparagdo ocorra, pois ela garante
um abundante suporte de O, e nutrientes para a area lesada, removendo o CO; e outros

metabolicos (ENWEMEKA, 1989).
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GELBERMAN (1985), observou o aparecimento de novos vasos sanguineos
em tenddes lesados por volta do 7° dia ap6s a lesdo.

A angiogénese ¢ promovida por varios elementos presentes no foco da lesdo,
incluindo  prostaglandinas, fatores de crescimento  macrofagico, leucdcitos
polimorfonucleares, linfocitos T e fator de crescimento epidermal (EGF) (ENWEMEKA &
SPIELHOLZ, 1992).

O fator de crescimento basico dos fibroblastos (FGFf) ¢ uma citocina que
tem importante funcdo na angiogénese, ele ¢ secretato pelos fibroblastos, plaquetas e
células inflamatdrias do tenddo (CHANG et al., 1998).

O fator de crescimento fibroblastico (FGFB e FGF2) ¢ envolvido na
cicatrizacdo por facilitar a migragdo e proliferacdo de células endoteliais na angiogénese,
regular a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de colageno e induzir ativadores

plasminogénicos e colagenases no remodelamento do tendao (CHAN et al., 1997).

2.3.3 Fase de remodelamento (21 a 360 dias pos lesdao)

Recentes estudos relatam que o processo de remodelamento se inicia por
volta da 2°* semana de cicatrizagdo e se estende por um periodo de 1 ano ou mais (JOZSA &
KANNUS, 1997; TILLMAN & CUMMINGS, 1992b), sendo este cerca de 30 semanas
para uma tenotomia parcial (POSTACCHINI & DE MARTINO, 1980).

JOZSA & KANNUS, (1997), acreditam que o tenddo lesado leva cerca de 4
a 12 meses para alcancar uma boa forca tensiva, porém os mesmos autores relatam que o
tecido tendineo lesado nunca conseguira atingir a morfologia e fun¢do biomecanica de
tenddes normais.

Nesta fase a cicatriz contém fibras coldgenas bem organizadas. Os
fibroblastos possuem formas alongadas com algumas reentrancias citoplasmaticas correndo
entre os feixes de colageno que agora se encontram organizados no eixo longitudinal do
tendao (ENWEMEKA, 1989).

O tecido muda gradualmente de celular para fibroso, com grande quantidade

de fibras coldgenas. H4 um aumento na for¢a da cicatriz e um aumento da estabilidade das



18

ligagdes intermoleculares (JOZSA & KANNUS, 1997; ENWEMEKA & SPIELHOLZ,
1992).

O aumento da resisténcia do tecido lesado decorre do remodelamento do
colageno, principalmente pelo aumento do colageno tipo I e do aumento das ligagdes
cruzadas entre as moléculas (JOZSA & KANNUS, 1997; PEREIRA, 1994). A maturagao
do coldgeno e o realinhamento linear sdo normalmente vistos por volta do 5° ao 6° més
apos a lesdo (JOZSA & KANNUS, 1997).

Por volta de 60 dias, as fibras de colageno tipo I s3o compactas e espessas.
Quando a cicatriz encontra-se completamente matura cerca de 3% de seus elementos sdo
celulares (fibroblastos, miofibroblastos, macrofagos) e o restante é colageno (JOZSA &
KANNUS, 1997; ENWEMEKA & SPIELHOLZ, 1992).

Em um estudo feito por ENWEMEKA (1992a), tenddes tenotomizados que
foram submetidos a carga funcional no 5° dia pods-lesdo, tiveram uma maior area de sec¢ao
transversa em relagdo aos tenddes controles que ndo foram submetidos a carga, isso ocorreu
devido a maior quantidade de fibras colagenas organizadas no eixo longitudinal do tendao.

Portanto, é plausivel afirmar que a carga funcional acelera a proliferagdo
fibroblastica, a fibrilogénese e o remodelamento da matriz extracelular, j& que existe uma
forte correlacdo entre a forga dos tenddes e o niimero, tamanho e arranjo das fibras de
colageno (POSTACCHINI & DE MARTINO, 1980).

Segundo PARIZOTTO (1998), o processo de reparo tecidual ocorre como
consequéncia da destruicdo produzida pela lesdo. O organismo tenta realizar agdes
concatenadas no sentido de reconstituir a morfologia dos tecidos envolvidos e dar maior
funcionalidade para estes tecidos. Normalmente ha um equilibrio entre a formacdo de
coladgeno e a sua degradacdo. Uma das formas de fornecer maior funcionalidade aos tecidos
lesados € a recuperagdo ou a substituicdo por células do mesmo tipo que havia antes da

lesdo.
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2.3.4 Cicatrizacao intrinsica e extrinsica do tecido tendineo

Alguns autores acreditam que o tecido tendineo cicatriza por regeneragao
celular promovida por células dos proprios cotos tendineos (cicatrizagdo intrinsica) (JOZSA
& KANNUS, 1997; GELBERMAN et al., 1985; LUNDBORG 1985; MANSKE et al.,
1984; MANSKE & LESKER, 1984).

Outros pesquisadores afirmam que o tenddo cicatriza pela atividade celular
do tecido peritendinoso (cicatrizacdo extrinsica) (KAKAR et al., 1998; Takasugi et al.
citado por JOZSA & KANNUS, 1997; Potenza, citado por JOZSA & KANNUS, 1997).

Um terceiro grupo de estudiosos apdia a idéia de que o tenddo cicatriza
através de ambos os processos de reparo (cicatrizagdo intrinsica e extrinsica) (RUSSELL &

MANSKE 1990; LUNDBORG et al., 1985; MANSKE & LESKER, 1984).

2.3.5 Cicatrizac¢ao intrinsica

A capacidade de cicatrizagdo intrinseca de tenddes em processo de reparo
tem sido demonstrado em modelos in vitro, onde a fonte celular extrinsica, suprimento
sanguineo e fluido sinovial foram completamente excluidos (MANSKE & LESKER,
1984).

A fagocitose ocorre pela transformag¢do dos fibroblastos do epitendao,
enquanto que a sintese de colageno ¢ feita pelas células do epitenddo e endotenddo. Essas
células migram em dire¢ao a regido lesada para fazer a reparacio (GELBERMAN et al.,
1985).

GELBERMAN et al. (1985), relata a importincia da vascularidade
intratendinea no processo de reparo intrinsico.

LUNDBORG et al. (1985), demonstrou que o reparo intrinsico de tendoes
ocorre através da proliferagdo e sintese de colageno tanto das camadas superficiais e
profundas do tendao.

Um experimento feito com tenddes flexores dilacerados transversalmente

demonstrou a capacidade de cicatrizacao intrinsica desses tenddes, onde houve auséncia de
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fontes celulares extrinsicas e auséncia de nutricdo pela circulagdo sanguinea ou fluido
sinovial. A cicatrizacdo ocorreu pela diferenciagdo dos fibroblastos do epitenddo, de onde
eles migraram para o local da lesdo fazendo a remogao das células mortas e fragmentos de

colageno, a0 mesmo tempo que sintetizaram novos colagenos (MANSKE et al., 1984).

2.3.6 Cicatrizacao extrinsica

Segundo Potenza, citado por JOZSA & KANNUS, (1997), o tenddo
suturado e imobilizado foi reparado pelo crescimento do tecido de granulagao derivado de
estruturas vizinhas ao tendao.

Takasugi et al. citado por JOZSA & KANNUS, (1997), relatam que o reparo
tendineo ocorre pelo tecido tenosinovial onde células fibroblasticas cobrem e cicatrizam a
area lesada.

Segundo KAKAR et al. (1998), a ativagdo celular no processo de reparo tem
se monstrado maior na bainha sinovial ou no epitendao externo ao tecido tendineo, quando
comparados com o endotenddo. A producdo de fatores de crescimento no tecido sinovial
como o fator transformante de crescimento [ (TGFB-I), sugere que a sindvia possui um
papel dominante na iniciagdo e formagao cicatricial do tendao no inicio do reparo.

O processo de cicatrizacdo extrinsica consiste no espessamento e
diferencia¢do das células do epitendao, migragdo celular e fagocitose pelos macrofagos

com importante participacdo dos fibroblastos.

2.3.7 Cicatrizagao intrinsica e extrinsica

De acordo com Lundborg & Rank, Manske & Lesker, citados por JOZSA &
KANNUS, (1997), quando a microcirculagdo intratendinea e o fluido sinovial sdo
preservados pela combinagdo de técnicas de suturas adequadas e reconstru¢do da bainha
sinovial, os proprios tendcitos promovem a cicatrizagdo intrinsica. Porém, quando a
nutri¢do tendinea é prejudicada por técnicas de suturas inadequadas ou ressecciao da bainha

sinovial mecanismos extrinsicos promovem a cicatrizac¢do do tecido tendineo.
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Segundo RUSSELL & MANSKE (1990), a proliferagdo e migragdao das
células do epitenddo (externas), assim como a proliferacdo das células do endotendao

(internas) sdo capazes de repararem o tendao lesado.

24 LASER DE BAIXA POTENCIA: PRINCIPIOS E GENERALIDADES

2.4.1 Historico

A palavra LASER ¢ um acromio em inglés para “light amplification by the
stimulated emission of radiation”, que significa “amplificacdo da luz por emissdo
estimulada de radia¢do”, sendo este o principio em que se baseou sua criagdo. Esta
designacdo compreende uma vasta série de dispositivos com emissdo de radiacdo
eletromagnética, possuindo diversas faixas espectrais desde o raio x, passando pelo
ultravioleta, visivel, infravermelho e microondas (LOW & REED, 2001, TUNER &
HODE, 1999; BAXTER, 1997; KITCHEN & BAZIN, 1996; COLLS, 1985).

O fendmeno fisico da emissdo estimulada de radiacdo foi postulado por
Albert Einstein em 1916. Baseados neste principio, em 1951, Townes, Gordon e Zeiger
construiram um instrumento de amonia emitindo radiagdo na faixa do microondas, esse
aparelho ficou conhecido como MASER ou amplificador de microondas por emissao
estimulada de radiacdo, criando portanto, a possibilidade de se trabalhar na regido visivel
de radiacdo (TUNER & HODE, 1999; BAXTER, 1997; KLOTH, 1997).

Em 1960, Theodore H. Maiman criou o primeiro laser de material sélido
utilizando o cristal de rubi com comprimento de onda na faixa vermelha do espectro. Em
meados dos anos 60, Javan, Bennett ¢ Herriott construiram o laser de hélio-nednio (He-Ne),
este laser se tornou a primeira fonte de luz coerente disponivel comercialmente, recebendo
o nome de cold laser ou soft laser (TUNER & HODE, 1999; BAXTER, 1997; KITCHEN
& BAZIN, 1996).

Ap0s a descoberta do laser de Hélio-Nednio, surgiram varios interesses em
produzir um laser com emissdo na faixa infravermelha, porém esses aparelhos so

apareceram no final da década de setenta com o surgimento dos lasers de arseneto de galio



22

(Ga-As) e de arseneto de galio aluminio (Ga-Al-As) (TUNER & HODE, 1999; BAXTER,
1997; OSHIRO, 1991).

Desde sua concepgdo, os lasers encontraram uma aplicacdo imediata na
medicina, em especial na cirurgia oftalmica que utilizou o laser com sucesso no tratamento
do deslocamento de retina em seres humanos. At¢ o momento quase todas as aplicacdes
médicas tomavam por base os efeitos fototérmicos ou fotodestrutivos do laser, utilizando-o
para cortar, coagular e destruir os tecidos, sendo esta modalidade conhecida como high
reactive-level laser treatment ou HLLT (terapia laser de alta poténcia) (KARU, 2000;
KLOTH, 1997; KITCHEN & BAZIN, 1996; OSHIRO & FUJINO, 1993).

Os trabalhos iniciais da terapia laser de baixa poténcia comegaram no final
da década de 60 e inicio dos anos 70 na Europa Oriental, sendo fortemente baseados nos
estudos do Prof. Endre Mester, de Budapest, onde foram observados os efeitos da radiacao
laser de baixa poténcia na modulagao dos processos bioldgicos. Desde entdo o laser tornou-
se uma modalidade de tratamento popular, principalmente na Unido Soviética e na Europa

Oriental (KITCHEN & BAZIN, 1996; BAXTER et al., 1991; BASFORD, 1989).

No ocidente, um dos primeiros trabalhos foi o do Dr. Friedrich Plog em
1973, que estudou o efeito do laser em pontos de acunpuntura (BAXTER, 1997; KITCHEN
& PARTRIDGE, 1991).

Posteriormente, o tratamento com laser recebeu o nome terapia laser de
baixa poténcia do inglés low reactive-level laser ou LLLT, dado por Oshiro e Calderhead
em 1988 (BAXTER, 1997; BASFORD, 1989).

A partir desse momento inicia-se a aplicacdo do laser de baixa poténcia em
diversos tipos de lesdo e modelos experimentais, obtendo assim mais conhecimentos sobre

os efeitos fisiologicos, mecanismos de a¢do e aperfeigoamento dos aparelhos.

2.4.2 Principios fisicos do laser

Os elétrons de um atomo existem como uma nuvem de cargas negativas ao

redor do nucleo carregado positivamente. De acordo com a teoria quantica os elétrons



23

podem s6 ocupar niveis especificos de energia em torno do nucleo ou bandas de valéncia.
Quando um 4tomo recebe energia adicional tornando-se excitado, os elétrons mais externos
deslocam-se para Orbitas energéticas superiores. Com o aumento crescente de energia um
elétron pode receber energia suficiente para libertar-se da tragdo do nucleo. Porém, quando
os elétrons externos se encontram em estados de energia elevados eles apresentam uma
tendéncia natural para retornar a um estado mais baixo de energia, as vezes até o estado
mais estavel ou basal. Os elétrons que caem de volta para seus estados estdveis emitem a
energia absorvida em excesso em forma de fotons de luz com numerosos comprimentos de
onda que seguem uma trajetoria ondulatéria. Este principio caracteriza a emissao
espontanea de luz por fontes ndo-lasers (LOW & REED, 2001; BAXTER, 1997;
KITCHEN & BAZIN, 1996).

A produgdo da radiagdo laser ocorre quando um atomo se encontra no seu
estado excitado e seus elétrons podem retornar para niveis mais baixos de energia a partir
da colisdo com um foton incidente, caracterizando a emissao estimulada de radiacdao. Neste
caso, a energia quantica do foton incidente deve ser exatamente igual a diferenca nos niveis
de energia entre os estados excitados e em repouso do elétron. Quando um elétron sofre um
salto quantico e retorna para a sua Orbita original este emite um foton de luz exatamente
com as mesmas caracteristicas do foton incidente. Um efeito de amplificagdo ocorrera,
gerando uma grande quantidade de fotons idénticos através da rapida excitagdo do meio

(BAXTER, 1997; KLOTH, 1997; KITCHEN & BAZIN, 1996).

Cada etapa de um nivel de energia para o préoximo ¢ chamado de transigao,
sendo que o comprimento de onda e a frequéncia do foton emitido sdo determinados pela
diferenca de energia entre os niveis. A diferenca entre os niveis mais elevados de energia
ocupados pelos elétrons estimulados e os niveis basais determina a energia quantica emitida
pelo foton. A energia carregada por um foton de luz ¢ inversamente relacionada com o
comprimento de onda, assim a diferenca entre os niveis de energia ocupadas pelos elétrons
estimulados determinam o comprimento de onda caracteristico de cada fonte de luz,

portanto quanto maior a diferenga entre os niveis de energia, menor o comprimento de onda
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e maior a energia quantal carregada pelos fotons da fonte estimulada (LOW & REED,

2001; BAXTER, 1997).

Pode ser feita uma analogia de que as radiagdes visiveis comuns (ndo
coerentes) sdo como uma multiddo de pessoas usando roupas diferentes, caminhando em
diregoes diferentes e em velocidades diferentes. A radiacao laser ¢ como uma coluna de
soldados, todos marchando no mesmo ritmo (em fase), na mesma direcdo (coeréncia

espacial) e usando o mesmo uniforme (monocromaticidade) (LOW & REED, 2001).

2.4.3 Tipos de laser

Como foi revisado anteriormente, a produgdo da radiacdo laser ocorre
através de um elétron ou uma molécula que sofre um salto quantico quando previamente
estimulado, passando assim de um alto a um baixo estado de energia, emitindo ondas na
mesma freqiiéncia, comprimento de onda e direcdo, originando o feixe laser que em geral
possui mais poténcia que outras radiacdes Opticas ndo modificadas ou estimuladas
(KITCHEN & PARTRIDGE, 1991).

O tipo de laser ¢ determinado pelo comprimento de onda e pelo meio ativo
utilizado para produzi-lo. Varios meios como solidos, liquidos e gases tém sido utilizados
para produzir lasers com comprimentos de onda especificos, no entanto o principio basico
para a producdo de um feixe laser ¢ o mesmo para todos os meios (BAXTER, 1997;
KLOTH, 1997; LAAKSO et al., 1993a; KITCHEN & PARTRIDGE, 1991).

Por ser uma radiagao optica, o laser faz parte do espectro eletromagnético, o
intervalo espectral mais comumente utilizado na pratica clinica e laboratorial do laser de
baixa poténcia esta entre os comprimentos de onda de 630 nm a 1300 nm. Este por sua vez,
inclui a luz visivel e a parte préxima do espectro infravermelho, que é chamada de “janela

terap€utica” para tecidos biologicos (BAXTER, 1997; KITCHEN & PARTRIDGE, 1991).

O laser de hélio-nednio mais utilizado na pratica clinica emite luz visivel
vermelha, com um comprimento de onda de 632,8 nm e poténcia limitada entre 30 mW e

50 mW, sendo este ultimo valor raramente atingido. A penetracdo deste comprimento de
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onda no tecido biolégico para um tratamento de contato ¢ de 6-8 mm a 3,5 mW de
poténcia, e de 8-10 mm com 7 mW de poténcia. Este tipo de laser ¢ altamente colimado,
possuindo pouca divergéncia, porém produz um alto risco ocular (LOW & REED, 2001;
TUNER & HODE, 1999; BAXTER, 1997; KITCHEN & BAZIN, 1996; LAAKSO et al.,
1993Db).

Os lasers de emissdo infravermelho emitem comprimentos de onda a partir
de 770 nm até 1300 nm. Esses lasers estdo constituidos fundamentalmente pelo cristal de
arseneto de galio (Ga-As) e pelo arseneto de galio aluminio (Ga-Al-As) (KLOTH, 1997;
HERCH & TERESI, 1987; COLLS, 1985).

O primeiro geralmente emite comprimentos de onda de 904 nm, poténcia
(pico) entre 10-15 W, opera na forma pulsada e atinge a profundidade de penetracdo de
30mm a 50mm dependendo do tipo de tecido. O laser de GaAlAs emite comprimentos de
onda entre 780 nm e 870 nm na faixa infravermelha, sendo geralmente usados
comprimentos de onda de 820 nm e 830 nm, poténcias pico entre 20 e 100 mW, pode
fornecer uma saida continua ou pulsada, atingindo seu pico de penetragdo ao redor de 2-3
cm (LOW & REED, 2001; LAAKSO et al., 1993b; HEUSSLER et al., 1993; TUNER &
HODE, 1999).

2.4.4 Caracteristicas da luz laser

As caracteristicas que identificam e diferenciam a luz laser de outras fontes
luminosas sdo: a monocromaticidade, a coeréncia, a polarizacdo e a colimagao (LOW &
REED, 2001; TUNER & HODE, 1999; BAXTER, 1997; KITCHEN & BAZIN, 1996;
KITCHEN & PARTRIDGE, 1991).

. Monocromaticidade:
A luz produzida por um feixe laser € monocromatica, ou seja, t€m uma sé

cor, com a maior parte da radiacdo emitida agrupando-se em torno de um unico
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comprimento de onda (LOW & REED, 2001; BAXTER, 1997; KITCHEN & BAZIN,
1996; LAAKSO et al., 1993a).

Esta caracteristica ¢ considerada o atributo mais importante da luz laser, pois
determina quais biomoléculas absorverdo a radiagdo incidente e, portanto, a interacao
fotobiologica e os efeitos terapéuticos especificos (BAXTER, 1997; KITCHEN & BAZIN,
1996).

° Coeréncia,
A radiagdo laser além de possuir um Unico comprimento de onda, possui a
mesma fase, ou seja, os picos e as depressdes dos campos elétricos e magnéticos ocorrem
ao mesmo tempo (coeréncia temporal) e na mesma direcdo (coeréncia espacial) (LOW &

REED, 2001; BAXTER, 1997).

. Polarizacdo;
A polarizagdo ocorre quando as ondas de luz estdo orientadas num so6 plano,
linear ou circular, de tal modo que as vibra¢des em seus campos elétricos acontecem numa
unica dire¢do. Esta propriedade por sua vez caracteriza a emissdo de fétons unidirecionais e

paralelos entre si (TUNER & HODE, 1999; BAXTER, 1997).

RIBEIRO et al. (1998), reportam que a polarizagao do feixe laser aumenta a
producdo de colageno pelos fibroblastos contribuindo desta forma para o processo de

cicatrizacao.

Ha duvidas se todas as caracteristicas sdo necessarias para produzir uma
reacdo fotobioldgica em um organismo ou se a monocromaticidade somente ¢ suficiente
para produzir tais reagdes (LAAKSO, et al.,, 1993a). No entanto, existem autores que
consideram a coeréncia, a monocromaticidade e a polarizagdo importantes para os efeitos
positivos observados nos tecidos vivos, pois s3o justamente estas caracteristicas que
garantem a resposta fotobiologica dos tecidos a luz laser (VAN DER VEM et al., 1998;
OSHIRO, 1991).

Segundo KARU (1987), para se conseguir o efeito fisiologico desejado nao

importa se a luz é coerente ou ndo, pois ambas t€ém demonstrado ser igualmente efetivas.
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KARU (1987) e BAXTER (1997), relatam que os efeitos coerentes da luz
ocorrem acima das intensidades normalmente utilizadas na prética clinica (10 a 10> W/m?).
Portanto sob condi¢gdes normais a absor¢do da luz ¢ de cardter puramente ndo coerente,

sendo perdida nos primeiros micrometros da superficie da pele.

Porém, LABBE et al. (1990), ao verificarem eventos bioquimicos como
resposta da radiacdo laser em fibroblastos, sugerem que os citocromos da cadeia
respiratoria mitocondrial, absorvem luz dentro de um limite espectral descrito como
bioestimulante. Em alguns casos, as absorbancias s3o muito baixas, o que justifica a
necessidade da utilizagao de luz coerente e altos valores de poténcia para se obter um efeito

estimulante de producdo de ATP.

TUNER & HODE (1999), consideram que a coeréncia ¢ diminuida no caso
de reflexdo difusa, porém nunca chega a zero. A luz ndo coerente ¢ menos eficiente,

atuando provavelmente apenas em estruturas mais superficiais.

. Colimacdo;
Devido a coeréncia espacial, o feixe laser se mantém paralelo, inexistindo
praticamente qualquer divergéncia da radiagdo emitida ao longo da distancia percorrida. O
alto grau de paralelismo do feixe mantém uma 4rea pequena de saida. Esta caracteristica ¢
fortemente responsavel pelos perigos oculares gerados pelo laser (LOW & REED, 2001;
TUNER & HODE, 1999; BAXTER, 1997).

2.4.5 Parametros de irradiacio laser

Os parametros que descrevem a luz laser sdo o comprimento de onda, a
poténcia util, a densidade de poténcia ou irradidncia, a densidade de energia ou fluéncia,
modo e tipo do feixe e a freqiiéncia de tratamento (LOW & REED, 2001; TUNER &
HODE, 1999; BAXTER, 1997; KITCHEN & BAZIN, 1996; LAAKSO et al., 1993a.,
1993b., KITCHEN & PARTRIDGE, 1991).
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Comprimento de onda (1)

E definida como a distincia que separa duas cristas ou dois valores
consecutivos de ondas (MAILLET, 1987). A unidade usual deste parametro ¢ o nandmetro

(nm), uma fragdo do metro.

Alguns autores consideram que o comprimento de onda ¢ o fator
determinante para os efeitos fisiologicos produzidos pela terapia laser. Pois, a
especificidade de absor¢do para um determinado comprimento de onda determina quais os
tipos de tecido que irdo absorver preferencialmente a radiagdo incidente, e por sua vez a
profundidade de penetragdo da mesma (SROKA et al., 1999; BAXTER, 1997; KITCHEN
& BAZIN, 1996; LAAKSO et al., 1993a).

A maxima estimulacdo de macrofagos foi obtida com luz nao coerente de
660 nm, luz coerente e polarizada de 820 nm e luz ndo coerente de 870 nm, com esta ultima
gerando menor grau de estimulagdo. Em oposicao, a luz ndo coerente de 880 nm teve um
efeito inibitério sobre a proliferacdo de fibroblastos. Assim, este processo foi dependente

do comprimento de onda (YOUNG et al., 1989).

Segundo KARU (1998), os comprimentos de onda ideais estdo proximos a
760 nm e de 810 nm a 840 nm, pois nestas faixas do espectro eletromagnético os

cromoéforos superficiais t€ém uma fraca absor¢ao havendo portanto, uma penetragdo na pele.

Segundo LAAKSO et al. (1993b), ¢ consenso que comprimentos de onda
mais curtos dentro da faixa visivel sdo mais indicados para o tratamento de lesdes
superficiais, enquanto que comprimentos mais longos na faixa do infravermelho préximo

sdo eficazes para o tratamento de lesdes mais profundas.
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Poténcia util (P)

E a energia emitida em um segundo, medida em joules por segundo, ou seja,

em watts (1 W =1 J/s) ou miliWatts (1 mW = 0,001 W) (BAXTER, 1997; KLOTH, 1997).
PW)=E(J)
t(s)

Normalmente este parametro ¢ fixo e invariavel, embora alguns aparelhos
permitam que o operador selecione a percentagem, além de oferecer a opgao de pulsagdo da

poténcia util (KITCHEN & BAZIN, 1996).

Os lasers terapéuticos operam em poténcia de saida ou poténcia radiante
inferior a 1 W, porém este parametro nao ¢ considerado por alguns autores tdo importante
para avaliar o potencial biolégico e os efeitos clinicos do laser (BAXTER, 1997). No
entanto, TUNER & HODE (1999), afirmam que através de uma alta poténcia de saida ¢

possivel obter-se uma alta densidade de poténcia.

Segundo Trelles & Mayayo, citado por TUNER & HODE (1999), os efeitos
do laser de Hélio-Nednio sobre o recrutamento de mastocitos foram mais rapidos a 50 mW
do que a 4 mW, sendo os dois grupos irradiados a 2,4 J/em? concluindo portanto, que lasers
com poténcias mais elevadas, onde a dose pode ser aplicada em tempo mais curto podem

ser mais eficientes na promocao de respostas biologicas favoravéis.

Dois lasers com a mesma poténcia, porém com areas de feixes diferentes,
podem ter efeitos similares com tempos de aplicagdes diferentes e deposicdo de energia

diferentes (LONGO, 1993).

OSHIRO (1991), observou que poténcias inferiores a 60 mW em
comprimentos de onda entre 790 nm e 904 nm diminuiram a dor de maneira efetiva e a
reacdo microvascular. Porém a 100 mW, foram observados efeitos quase termais como

exacerbagao do quadro algico, espasmo muscular involuntario e sincope nervosa.
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VAN BREUGHEL (1992), em um estudo sobre os efeitos do laser He-Ne
sobre culturas de fibroblastos humanos, evidenciou que o tratamento com 40 mW por 10
segundos foi mais eficiente do que 10 mW usados por 40 segundos, ambos com dose no
mesmo valor. Porém, ndo existem dados conclusivos a respeito da poténcia ideal a ser

usada o que gera muitas especulagdes sobre este parametro.

Densidade poténcia

A densidade de poténcia ou irradiancia ¢ a poténcia de saida da luz por area
de irradiacio ¢ dada em mW/cm? ou W/cm”. Normalmente, na pratica clinica e laboratorial
a densidade de poténcia ndo ultrapassa 50 mW/cm? (BAXTER, 1997; KLOTH, 1997,
KITCHEN & PARTRIDGE, 1991).

Densidade de poténcia ( W/em’ ) = Poténcia radiante

Area de irradiacio ( cmz)

Em experimentos com culturas celulares este parametro ¢ considerado o

mais importante, inclusive mais do que a dose total (KARU, 1998).

No entanto, segundo SCHAFFER et al. (1997), as densidades de poténcia de
10 mW/em® e 150 mW/em?® ndo influenciaram a taxa de proliferagio de varias culturas

celulares apo6s a irradiag@o com laser de 805 nm.

Na técnica de tratamento de contato, onde as unidades de tratamento sao
firmemente pressionadas contra o tecido alvo, a area de irradiagdo corresponde a area de
secgao transversa do aplicador da fibra Optica. Em tratamentos onde a fibra ndo esta em
contato com o tecido, a area de irradiacdo serd portanto, maior o que determina um niimero
relativamente menor de fotons por unidade de area para a mesma poténcia, ou seja, a
densidade de poténcia ou irradiancia diminuirda com o aumento da distancia entre o

aplicador e o tecido alvo a ser irradiado (BAXTER, 1997; LONGO, 1993).
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Trelles et al., citado por LAAKSO et al. (1993b), afirmam que altas
densidades de poténcia com tempos curtos de irradiacio podem ser mais eficazes na
promogio dos efeitos da LLLT. TUNER & HODE (1999), relatam que a literatura suporta
a hipotese de que maiores densidades de poténcia, obtidas com o uso de elevadas poténcias

de saida produzem melhores efeitos clinicos.

Densidade de energia (Fluéncia ou Dose)

A fluéncia ou densidade de energia ou dose € a energia total transmitida por
um feixe laser por unidade de 4rea e ¢ dada em J/m” (sistema MKS) ou J/cm? no caso da
fisioterapia ou nas aplicagdes biomédicas. A energia fornecida em Joules (J) ¢ calculada
através da multiplicacdo da poténcia de saida em Watts (W), pelo tempo de irradiacdo ou
aplicagio em segundos (s) (TUNER & HODE, 1999; BAXTER, 1997; KITCHEN &
BAZIN, 1996; KITCHEN & PARTRIDGE, 1991).

Densidade de Energia (J/em?®) = Poténcia (W) x tempo (s)

Area de irradicio (cmz )

A dosimetria 6tima para a laserterapia de baixa poténcia ainda permanece
controversa. O calculo preciso e o registro das doses para todas as aplicagdes ¢
fundamental, de forma que os tratamentos possam ser aplicados com seguranga

(SANDOVAL-ORTIZ et al., 2001; BAXTER, 1997).

A dose ideal de radiagdo depende da distancia entre a pele e o aparelho laser,
do tamanho da 4rea irradiada, do sistema Optico do aparelho (sistemas de lentes ou
espelhos), do tipo de fonte laser utilizada, da saida de poténcia, do tempo de irradiagdo, da
divergéncia do feixe, assim como, da reflexdo, transmissdo, dispersdo, absor¢do e

profundidade do tecido tratado (BAXTER, 1997; BECKERMAN et al., 1992).

Hé autores que consideram que a resposta fisioldgica ¢ dose-dependente,

conceito este que foi conferido em alguns trabalhos (FREITAS et al., 2000; SAITO &
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SHIMIZU, 1997; MESTER et al., 1985). Seguindo esse preceito, LONGO & MESTER
(1998), afirmam que cada laser pode estimular ou inibir as varias fases da cicatriza¢dao

dependendo da dosagem empregada.

Considera-se que haja uma “janela terapéutica” para uma fotoestimulagdo
efetiva, acima de um limiar, porém abaixo de um nivel que cause inibi¢cdo. Este conceito,
descrito como Lei de Arndt-Schultz, tem sido invocado para tentar explicar os resultados
conflitantes dos estudos sobre a LLLT. A lei prediz a existéncia de um efeito dose-
dependente, representado por uma curva dose versus resposta (Figura 1) (LOW & REED,
2001; LONGO & MESTER, 1998; BAXTER, 1997; KLOTH, 1997; KITCHEN & BAZIN,
1996; TIPHLOVA & KARU, 1987).

(a) Pré-limiar: sem ativacgao bioldgica (em repouso);
(b) Bioestimulagao: ativagao dos processos biologicos;
(c) Bioinibig¢do: inibi¢do dos processos bioldgicos.

(a) (b) (c)

RESPOSTA BIOLOGICA

INTENSIDADE DA
APLICACAO (DOSE)

Figura 1: Representagdo esquematica da Lei de Arndt-Schultz
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KARU (1998, 1987), concluiu em seus estudos in vitro, pela avaliacdo do
crescimento celular, que na maioria das curvas dose-resposta normalmente aparecia um
limiar, um maximo e uma fase de declive, apresentando portanto uma dependéncia da dose.
Porém, este formato de resposta ndo aparecia em todos os casos estudados, ja que
apresentavam-se uma segunda fase, observada nas culturas, que dependia do tempo de

exposicao.

KARU (1987), reporta que baixas doses regulam ou aceleram o transporte
de elétrons da cadeia respiratoria mitocondrial, enquanto que doses elevadas causam danos

nesses transportadores da cadeia mitocondrial.

Desde os anos 60, o grupo do Prof. Mester, estabeleceu a dose de 1 J/cm®
como parametro Otimo para a cicatrizagdo de feridas. Dez anos mais tarde surgiram
pesquisas relatando que a dose de 4 J/cm® seria ideal para o processo de reparo, desde
entdo, varios pesquisadores utilizam estas doses como ideais para estimular o processo de

cicatrizagdo dos diversos tecidos (TUNER & HODE, 1999).

KUBASOVA et al. (1984) referem-se a saturacdo dos efeitos
bioestimulantes produzidos pela luz polarizada ocorrendo a 4 J/em® , onde as células
encontram-se incapacitadas para absorver mais energia acima deste nivel, o que

provavelmente produziria efeitos inibitdrios.

MESTER et al. (1985), relatam em um artigo de revisdo os varios
experimentos feitos pelo grupo sobre os efeitos da LLLT. Os autores evidenciaram que a
fagocitose bacteriana por leucdcitos foi aumentada pela radiacdo com laser rubi a 0,05
J/em® e inibida nos valores de 2-4 J/cm?, eles também afirmaram que pequenas doses
aplicadas em curto periodo de tempo resultavam em um efeito inibitorio acumulativo. Além
disso, a atividade da catalase em leucocitos submetidos a radiagdo laser em diversos valores
de densidade de energia também foi investigado. Os autores evidenciaram que houve um
aumento a partir da dose de 0,05 J/cmz, elevando-se com 5 J/cm® e diminuindo com 50
J/em®. Em outro experimento feito com tlceras e demais feridas abertas, houve bons
resultados ao tratd-las com laser He-Ne (632 nm, 50 mW) e laser argonio (488 nm, 100

mW), na dose de 4 J/em?, duas vezes por semana, num total de 12-16 semanas. Ao
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avaliarem o efeito do laser de rubi sobre a micromotilidade da mucosa intestinal, por
atividade ganglionar in situ, evidenciaram que doses menores que 1-3 J/cm” aumentaram o
movimento das vilosidades intestinais, enquanto que doses maiores inibiram e até
deprimiram a motilidade, este fato foi evidenciado na dose de 7 J/cm®, onde sinais de

destrui¢ao foram visiveis.

LABBE et al. (1990), observaram uma maior producao de hidroxiprolina em
cultura de fibroblastos na dose de 0,005 J/cm? e 0,007 J/em?® de laser de As-Ga (904 nm),

quando comparado com a cultura controle ndo irradiada.

A proliferacao de células normais foi observada apds a irradiagdo com laser
de 805 nm na dose de 4 J/em®, onde este efeito foi suprimido quando as células foram

irradiadas a 20 J/cm® (SCHAFFER et al., 1997).

PARIZOTTO & BARANAUSKAS (1998a), evidenciaram uma melhor
evolugdo no reparo tendineo em ratos nos grupos irradiados com laser He-Ne (632,8 nm),

sendo que a dose de 5 J/cm” intensificou esta resposta comparado a dose de 50 J/cm®,

Em experimentos realizados com monocamadas celulares, as doses otimas
nas regioes vermelha e infravermelha distante do espectro, foram encontradas em torno de
10% J/m’. Porém, a aplicacio sobre estruturas mais complexas como nos tecidos bioldgicos,
ha muita perda pela reflexdo e dispersdo. Devido a isso, KARU (1998), sugere o uso de

doses aproximadamente 400 vezes mais altas para o tratamento desses tecidos.

A experiéncia norte-americana sugere que a dose total em uma sessdo de

tratamento ndo deve ultrapassar 8 J/cm” a 9 J/cm? (LAAKSO, 1993b).

Deve-se lembrar também que os efeitos da exposicao a terapia laser sdao

cumulativos, como tem sugerido vérios autores (OSHIRO, 1991; GOLDMAN et al., 1980).

A efetividade clinica da terapia laser esta intimamente relacionada com as
doses energéticas adequadas, aplicadas corretamente e usadas gradual e regularmente. Pois,
doses baixas ou ainda sobredosificacdo podem nao produzir efeitos ou ainda gerar prejuizos

(KARU, 1989).
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Modo e tipo do feixe

Estes parametros vao depender da fonte e da configuragdo do sistema de
producdo da radiacdo laser. Nos aparelhos de onda continua (CW), normalmente a poténcia
util ndo varia com o tempo, enquanto que no aparelho pulsado ha uma variag¢@o. Nos lasers
pulsados, a poténcia média temporal, que depende do comprimento e freqiiéncia do pulso,
precisa ser diferenciada do pico de poténcia temporal, equivalente a cada pulso. Os pulsos
individuais muito curtos podem ter alguns poucos Watts, no entanto sua poténcia média
sera em miliWatts. Em alguns equipamentos a saida média da poténcia ¢ sempre a mesma,
isso se da quando se ajusta a duragdo do pulso de modo que freqiiéncias baixas tenham
comprimentos de pulso longos e altas freqliéncias tenham comprimentos de pulso mais

curtos (LOW & REED, 2001; BAXTER, 1997; KITCHEN & BAZIN, 1996).

A frequéncia de repeticao do pulso é expressa em Hertz (Hz — pulsos por
segundo). As taxas de repeti¢do dos pulsos variam de 2 Hz a 500 Hz. Apesar da baixa
poténcia média dos lasers terapéuticos, a poténcia de pico do laser pulsatil pode ser alta,
atingindo a ordem de Watts (W) ou superior a miliWatts (mW). Atualmente varios estudos
vem sendo realizados para controlar este parametro que ¢ considerado critico, no entanto
ndo ha evidéncias comprovando que a emissdo pulsada comparada a emissdo continua
produza resultados terapéuticos mais satisfatérios (BAXTER, 1997; KITCHEN & BAZIN,
1996; LAAKSO et al., 1993b; KITCHEN & PARTRIDGE, 1991).

Os resultados de alguns trabalhos mostram que a duracdo e freqiiéncia do

pulso sdo parametros importantes da irradiagao laser (KARU et al., 1990).

KARU (1998), realizou um experimento com laser continuo e pulsado na
mesma dose e comprimento de onda, foi encontrado que o laser continuo ndo apresentou
mudanca significativa no modelo utilizado, no entanto, o laser pulsado gerou efeitos
inibitorios que foram dependentes da durag@o e taxa de repeticdo do pulso e do intervalo

interpulsatil.
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Freqiiéncia de tratamento

Sobre a freqiiéncia ideal de tratamento ainda ndo existe um consenso, no
entanto, KARU (1989) e MESTER et al. (1985), consideram que um tratamento a cada dois
dias ou duas vezes por semana seria o protocolo ideal. Porém ha autores que usam uma

freqiiéncia diaria de tratamento (Hallman et al., citado por LAAKSO et al., 1993b).

Estudos sugerem que baixas doses de irradiacdo repetidas durante um
intervalo semanal produzem melhores efeitos comparados com altas doses de energia

aplicadas em curto periodo de tempo (SIMUNIVIC et al., 1998; SIMUNOVIC, 1996).

A irradiagdo simples em cultura de fibroblastos embriondarios feita com laser
de Hélio-Neonio a 1 J/em® ndo causou mudangas nas superficies celulares, porém quando
estas células foram irradiadas 4 vezes a cada 24 horas com a mesma dose, mudangas

funcionais em suas membranas foram observadas (KUBASOVA et al., 1984).

2.4.6 Interacio laser-tecido

Os efeitos da radiacdo laser com a matéria s3o os mesmos de qualquer outra
radiacdo eletromagnética equivalente ocorrendo os eventos de reflexdo, refracao, dispersao
e absor¢ao (LOW & REED, 2001; KLOTH, 1997; LAAKSO et al., 1993a; 1993b;
KITCHEN & PARTRIDGE, 1991).

A primeira interacdo da luz com a pele acontece na superficie do estrato
corneo, onde cerca de 5 a 7% de radiacdo incidente ¢ refletida (PARRISH & DEUTSCH,
1984). A aplicagdo em contato perpendicular do aparelho laser com a superficie da pele
durante a irradiagdo aumentard a profundidade de penetracdo devido a redugdo da reflexao

e dispersdo (BAXTER, 1997; LAAKSO et al., 1993b; GREATHOUSE et al., 1985).

Cerca de 93% a 97% da radiacdo que penetra nos substratos subseqiientes
passa a ser dispersada por reflexdo interna, refragdo, divergéncia e ainda atenuada por
absorcdo. A reflexdo interna multipla pode acontecer como resultado da ndo

homogeneidade da pele e dos tecidos profundos. Além disso, a grande variabilidade nos
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indices refrativos dos componentes teciduais promove mudangas na direcao de propagagao
do feixe, provocando um alargamento do mesmo durante sua passagem através do tecido
irradiado, isso resulta por fim em uma répida perda da coeréncia (LOW & REED, 2001;
KITCHEN & BAZIN, 1996; LAAKSO et al., 1993b; GONZALES & COLLS, 1988).
Assim, o grau relativo de absor¢do e dispersdo ¢ dependente do tipo de tecido através do

qual a luz estd passando, assim como do comprimento de onda da luz incidente (BAXTER,

1997; KLOTH, 1997).

Ao passo que a luz é absorvida e dispersada pelos tecidos do corpo, ha uma
reducdo no efeito da radiacdo em propor¢do direta a sua penetragcdo, atenuando a luz a
diferentes freqiiéncias e em diferentes graus. Portanto, a penetracdo da luz nos tecidos ¢
determinada principalmente pelo comprimento de onda e secundariamente pela poténcia,
assim como pelos fenomenos de dispersao e de absor¢ao (TUNER & HODE, 1999;
BAXTER, 1997; LAAKSO et al., 1993b; KITCHEN & PARTRIDGE, 1991; OSHIRO,
1991).

A penetracdo da luz nos tecidos também ¢ influenciada pela complexa
estrutura e geometria tecidual, assim como pela variabilidade de suas propriedades Opticas

(BAXTER, 1997).

Apesar disso, a extensdo da agdo fotoquimica permite atuar indiretamente
afetando estruturas profundas como a 5 cm. Os processos quimicos podem ser iniciados nos
niveis mais superficiais, ampliando esses efeitos para niveis mais profundos e até a niveis

sistémicos (LAAKSO et al., 1993b; KITCHEN & PARTRIDGE, 1991).

A especificidade das biomoléculas absorventes também afeta a penetragao e
absor¢do do feixe laser incidente, visto que estas, diferenciam-se umas das outras quanto ao
seu espectro de absor¢do, ou seja, os comprimentos de onda que podem absorver. Acredita-
se que o pico de penetracdo no tecido bioldgico ocorra no intervalo do infravermelho
proximo, entre os comprimentos de onda de 600 nm a 1200 nm, isso ocorre pela fraca
absor¢do pela 4gua. Pois, na interacdo laser-tecido a absor¢do da radiagdo pela agua
predomina na faixa do infravermelho, para comprimentos de onda maiores que 1200 nm, e

na faixa do ultravioleta, para comprimentos de onda menores que 200 nm. Por outro lado,
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na faixa visivel e ultravioleta préximo, a agua pode ser considerada transparente para todas
as aplicacdes praticas de interacdo laser-tecido. Nesta por¢ao do espectro, junto com a faixa
espectral do infravermelho préoximo, a absor¢do ¢ realizada pelas moléculas organicas
fotorreceptoras, onde se evidencia que a luz visivel com comprimentos de onda entre 400
nm ¢ 700 nm ¢ fortemente absorvida pela melanina, hemoglobina e mioglobina (BAXTER,

1997; LAAKSO et al., 1993a).

Considera-se que o pico de penetragdo no tecido ocorra dentro do limite
infravermelho, entre os comprimentos de onda de 700 nm a 1200 nm. Estudos sugerem que
possa haver uma janela de penetracao 6tima entre os comprimentos de onda de 820 nm e
840 nm devido a fraca absorcdo pela agua dentro desse intervalo espectral (LAAKSO et al.,
1993a). Segundo KARU (1998), os comprimentos de onda ideais estdo proximos de 760
nm e de 810 nm a 840 nm, visto que neste intervalo espectral os cromoforos superficiais da

pele possuem uma fraca absor¢ao, permitindo assim, uma maxima penetracao da luz.

Assim, se um laser tiver boa absor¢do nas camadas superficiais ele nao
penetrard profundamente. Comprimentos de onda curtos (na faixa visivel) dispersam mais
do que comprimentos longos e penetram menos profundamente. Portanto, se o laser tiver
boa absor¢do inicial ele ndo penetrara profundamente, enquanto que se apresentar
penetragdo profunda, como nos casos dos comprimentos longos na faixa do infravermelho,
sua energia sera distintamente absorvida pelas estruturas superficiais (STOLIK et al., 2000;

LAAKSO et al., 1993a; 1993b).

Portanto, comprimentos de onda no intervalo do vermelho podem ser, mais
indicados para o tratamento de lesdes superficiais € comprimentos de onda no intervalo

infravermelho préximo, podem ser mais utilizados para o tratamento de lesdes profundas

(LAAKSO et al., 1993b).

Segundo KARU (1998), mais importante que a alta monocromaticidade da
luz, ¢ o comprimento da onda que deve estar no espectro de absorcio da molécula
fotorreceptora, o qual tem mostrado possuir uma estreita faixa de absor¢do para um

determinado intervalo espectral.
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A penetracdo e a absor¢ao da radiagdo laser também podem ser afetados pela
poténcia de saida dos aparelhos laser, visto que, quanto maior o numero de fotons
introduzidos no tecido de uma s6 vez, maior o nimero dos mesmos que estardo presentes
em qualquer profundidade. Além disso, ao considerar cada foton como sendo pacotes de
energia que atuam em grande nimero estimulando as células, se a poténcia do laser for
relativamente alta (15 mW a 60 mW), entdo o mesmo numero de pacotes de energia podem
ser fornecidos em um periodo de tempo menor (TUNER & HODE ,1999; LAAKSO et al.,
1993b).

2.4.7 Efeitos do laser nos tecidos

Nos tecidos bioldgicos ¢ evidenciado uma funcdo fotorreguladora
relacionado com a existéncia de estruturas fotoreceptoras. Segundo BAXTER (1997), estas
moléculas organicas responsdveis pela absorcdo da luz podem ser classificadas em dois
grupos. O Grupo (1) é constituido pelos aminoacidos e acidos nucleicos constituintes do
DNA e das proteinas celulares. Os aminoacidos apresentam absor¢ao na faixa intermediaria
e inferior do espectro ultravioleta, enquanto que os acidos nucleicos possuem um espectro
de absorcdo na mesma faixa dos aminoécidos, além da regido do infravermelho. Porém,
ambos ndo apresentam absor¢do significante na faixa espectral do ultravioleta proximo ou
do visivel. Por outro lado, o Grupo (2) ¢ formado pelas proteinas que apresentam um
cromoforo como grupo funcional aderido. Estas biomoléculas absorvem luz na regido

visivel do espectro.

Os cromoforos sdo definidos como componentes dos pigmentos da cadeia
respiratoria mitocondrial, de diferentes tamanhos e formas, os quais vao atuar ou ressonar
com uma estimulacdo especifica ou energia de radiacdo. Eles podem transferir a
estimulagdo funcionalmente para os diferentes processos e componentes celulares
envolvidos na cadeia respiratoria mitocondrial (WILDEN & KARTHEIN, 1998; BAXTER,
1997).
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Os cromoforos sao classificados como especializados ou nao especializados,

podendo constituir enzimas, membranas celulares ou substancias extracelulares, tais como:

o Hemoglobina: sua curva de absorcdo caracteristica ¢
determinada pelo seu estado reduzido ou oxigenado, onde a hemoglobina
oxigenada apresenta picos de absor¢do a 420 nm e 577 nm, enquanto que a
hemoglobina reduzida apresenta um pico de absor¢do a 560 nm (BAXTER, 1997);

. Melanina: apresenta grande absor¢do para comprimentos de
onda superiores a 300 nm, diminuindo sua absor¢ao para comprimento maiores que
1200 nm (KARU, 2000; BAXTER, 1997);

. Componentes da cadeia respiratoria mitocondrial: (1)
citocromos do sistema de fosforilacao, tais como o citocromo a-as e o citocromo c
oxidase. Estas estruturas constituiem os componentes funcionais terminais do
sistema transporte de elétrons na membrana mitocondrial. Essas moléculas
absorvem luz no intervalo espectral do infravermelho préximo (700 nm e 900 nm)
e na regido do visivel quando encontram-se no seu estado redox intermediério, ou
seja, nem totalmente reduzido ou oxidado; (2) componentes derivados da porfirina;
ferro de baixa rotacdo ¢ demais moléculas que absorvem radiagdo entre os
comprimentos de onda de 950 nm e 1300 nm; (3) flavoproteinas e oxidases
terminais que absorvem radiacdo no intervalo espectral do violeta ao azul, com o
maximo de absor¢do a 405 nm e 436 nm. Estes sdo responsaveis pela geracao de
oxigénio molecular (KARU, 2000, 1998, 1995, 1989; LUBART et al., 2000;
BAXTER, 1997; SCHAFFER et al., 1997; LABBE et al., 1990).

KARU (1987), afirma que os componentes da cadeia respiratoria

mitocondrial podem ser considerados como fotoreceptores primarios da irradiagao laser.

Segundo BAXTER (1997), KARU (1987) e PARRISH et al. (1985), a
absor¢do da luz ocorre preferencialmente no nivel de interacio molecular. No aspecto

molecular podem acontecer trés situacgoes:

. Excitacdo das cadeias de elétrons nas

mitocondrias, gerada pelo espectro visivel e infravermelho proximo. As
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moléculas excitadas apresentam um maior potencial para gerar reacoes
quimicas, induzindo a um observavel efeito biologico;

o Vibragdes moleculares, que consistem na
ocorréncia de estiramento e batimento das ligagdes que causam
deslocamentos dos nticleos atomicos, porém sem afetar suas posigdes de
equilibrio. Estas vibragdes sdo geradas pela absor¢ao da irradiacdo
infravermelha;

. Rotagao total da biomolécula, ou parte dela ao
redor de um eixo gerado pelo campo eletromagnético da luz incidente,
podendo ocorrer um discreto aumento da temperatura.

A terapia laser de baixa energia acontece em intensidades tdo baixas, que
ndo se sabem ao certo se alguns efeitos bioldgicos que ocorrem sdo devidos a efeitos

diretos da radiacdo ou como resultado do aquecimento.

As radiagdes Opticas podem ser ou ndo ionizantes, sua agdo pode ser
fotoquimica para as radiagdes ultravioletas ou termal para a faixa do infravermelho do
espectro. A regido visivel permanece entre estes dois extremos, sendo considerada uma
regido de transicdo caracterizada pelos dois efeitos: termais e fotoquimicos (KITCHEN &

PARTRIDGE, 1991).

Alguns autores afirmam que os efeitos do LLLT sdo baseados em
mecanismos ndo termais, que ndo geram um aumento significante da temperatura dos
tecidos (WILDEN & KARTHEIN, 1998; BAXTER, 1997; KLOTH, 1997; KITCHEN &
BAZIN, 1996; HONMURA et al., 1993). Pois, as densidades de poténcia normalmente
empregadas na LLLT sdo inferiores a 200 mW/cm®, ndo causando aumento consideravel da

temperatura nos tecidos (SCHAFFER et al., 1997).

Isso ¢ demonstrado no trabalho de ROCHKIND et al. (1988) onde a
temperatura ndo alterou mais que 0,1° C, ndo produzindo desta forma, influéncia na

atividade celular.
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BASFORD (1989), relata um aumento discreto na temperatura apos a
terapia laser de 0,1 a 0,5° C, considerando a utilizacdo de baixas doses e poténcias de 50

mW ou menos.

BRAVERMAN et al. (1989), ndo encontrou mudanga significativa na
temperatura da pele de coelhos durante ou apds a irradiagdo laser durante o periodo de 50
minutos, onde os animais receberam doses de 1.65 Jem® de laser Hélio-Neonio, ou 8,25
J/em? de radiacdo infravermelho e ambas combinadas doses e aparelhos. O comprimento de
onda e a saida de energia do laser podem ter um efeito significativo sobre a quantidade de
radiacdo a ser convertida em vibragao termal. Porém, o efeito bioestimulante pode nao ser
dependente de um efeito termal mensuravel, mas possivelmente de uma reagdo fotoquimica

com um componente receptivo em nivel celular.

Durante os estados de excitagdo eletronica, uma importante fracdo de
energia excitada ¢ convertida em calor, a qual por sua vez gera aumento na temperatura dos
cromoéforos absorventes, o que vem a ser um possivel mecanismo de ag¢do do laser. Porém,
deve-se notar que o aquecimento local e transitorio das moléculas absorventes difere do
aquecimento celular total, o qual ndo é observado nas doses e intensidades usadas em

estudos com culturas celulares (KARU, 1995).

2.4.8 Processo de biomodulaciao

A biomodulagdo laser ou reacdes laser catalisadas referem-se a aplicacao de
energia eletromagnética pelo laser de baixa poténcia aos tecidos biologicos, a qual por sua
vez pode influenciar as fungdes celulares, como estimulagdo ou inibicdo de atividades
bioquimicas, fisiologicas e proliferativas. Porém, devido a estimulacdo e a inibi¢cdo serem
possiveis de acontecerem, o termo biomodulacdo ¢ ultimamente usada para nomear os dois

efeitos (DE BIE et al., 1998; SCHAFFER et al., 1997, BECKERMAN et al., 1992).

A magnitude do efeito biomodulatério ou fotobioregulador atribuido a

LLLT ao interagir com os tecidos biologicos, ¢ referido como sendo dependente do
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comprimento de onda, dose e densidade de poténcia, assim como da freqiiéncia de
tratamento, do tipo de lesdo e do espectro especifico de absor¢do dos cromoéforos
moleculares (DE BIE et al.,, 1998; BASFORD, 1995; BECKERMAN et al., 1992;
HARRIS, 1991; KITCHEN & PARTRIDGE, 1991; KARU, 1989, 1987).

Ao analisar a taxa de proliferagcdo e inibicao do crescimento celular KARU
(1987), relata que a mesma molécula funciona como fotorreceptor da luz laser, contudo
parametros como dose e comprimento de onda determinam a intensidade da resposta
fotobiologica. A autora conclui, que baixas doses estdo relacionadas com o processo de
estimulagdo enquanto que doses elevadas relacionam-se com a inibigdo de processos

bioldgicos.

Segundo KARU (1987), existem razdes para achar que o fendmeno de
biomodulacdo é de natureza fotobioldgica, isto porque através de seus trabalhos, a inibi¢ao
que ocorre com alguns processos bioldgicos ocorre pela fotodestruigdo de um ou mais

citocromos da cadeia respiratoria.

Doses baixas usadas em aplicagdes repetidas produzem efeitos que sdo
cumulativos resultando também em um efeito inibitorio (MESTER et al., 1985). Com isso,
pode-se dizer, que a irradiagdo com laser de baixa poténcia resulta numa modulagdo das

atividades celulares (SCHAFFER et al., 1997).

KARU et al. (1996), realizaram um experimento para verificar o grau de
adesdo celular utilizando vérios comprimentos de onda na faixa do vermelho e
infravermelho proximo. A dependéncia da adesdo celular ao comprimento de onda usado
estava relacionado com a intensidade do fluxo de ions através da membrana celular que por
sua vez ¢ dependente da intensidade do sinal captado pela molécula fotorreceptora, esse
processo ird produzir reagdes biologicas que serdo especificas para um comprimento de

onda utilizado.

O efeito bioestimulante do laser sofreu varias tentativas de explicagdo
através de varias teorias. A primeira delas foi o principio de Arndt-Schultz, o qual propdem

que os tecidos reagem a quantidade de energia absorvida por unidade de tempo de tal
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maneira que estimulos fracos excitam a atividade fisioldgica, enquanto aqueles muito fortes

vao inibi-la (BAXTER, 1997; KLOTH, 1997).

Kleinkort & Foley, citado por KLOTH, 1997, postularam uma outra teoria
para explicar este efeito, afirmando que o laser pode estimular a formagdo de ATP como
deposito de energia. O ATP estimulard a atividade enzimdtica para que se restaure os

processos fisiologicos normais em nivel celular e do organismo em geral.

BECKERMAN et al., (1992), propds que quando hd uma alteracdo no
estado de energia celular, ha alteracdo da comunicagao celular a qual, pode ser influenciada

pela terapia laser.

No entanto, segundo SANDOVAL-ORTIZ et al. (2001), a teoria
fotoquimica ¢ atualmente a mais estuda e fundamentada, oferecendo uma explicagdo para a
sensibilidade das células a luz laser, propondo que a energia eletromagnética estimula
moléculas fotoreceptoras ou croméforos, os quais respondem a uma faixa especifica de luz,
realizando assim, a conversdo de energia fotoquimica. Para participar da fotobioregulagdo,
esta molécula fotoreceptora precisa fazer parte da estrutura chave que atua regulando a via
metabolica, ou seja, os componentes da cadeia respiratoria mitocondrial que por sua vez
controlam a homeostase celular (SANDOVAL-ORTIZ et al., 2001; KARU, 2000, 1998;
WILDEN & KARTHEIN, 1998).

Os cromoforos sdao conjuntos de elétrons bem direcionados capazes de
interagir com os fotons de luz e assim gerar respostas bioldgicas especificas. Os croméforos
podem constituir moléculas inter-relacionadas como enzimas, membranas moleculares ou
qualquer outra substancia extra-celular, estes estdo capacitados para absorver luz, além de
apresentarem algumas etapas comuns na realiza¢do de efeitos causados pelas diferentes

faixas espectrais (KARU, 1998; BECKERMAN et al., 1992).

Como os efeitos da biomodulagdo possuem um amplo intervalo espectral,
assume-se que devem ser diferentes croméforos os alvos fotorreceptores, € isto pode

depender de cada o6rgdo, ou da localizagdo e concentragdo dos fotorreceptores, o que por
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sua vez, vai diferir entre células normais e patologicas (SROKA et al., 1999; SCHAFFER
etal., 1997).

Quando a radiagdo ¢ absorvida, acredita-se que os eventos primarios
fotoquimicos e fotofisicos ocorram na mitocondria, no caso das células eucariotas e na
membrana citoplasmatica no caso da E. coli. No entanto, a questdo sobre qual (is) molécula

(s) é/sdo fotoreceptora (s) na cadeia respiratdria permanece em aberto (KARU, 2000).

E proposto como mecanismo primario de agdo a ocorréncia de quatro
respostas a partir da incidéncia da radiacao laser sob as moléculas fotorreceptoras, havendo
a possibilidade de que a energia dos fotons produza: (/) mudancas no estado de oxidagao-
reducdo dos componentes da cadeia respiratoria, juntamente com uma aceleragdo na
transferéncia de elétrons; (2) alteragdes na atividade bioquimica e estrutural pelo
aquecimento transitério dos cromoforos; (3) aumento na producdo do anion superdxido (O
2), como o subseqiiente aumento da concentracao do produto de sua dismutacao (H,O5); (4)
geragio de oxigénio molecular ou singleto ('05). Na seqiiéncia, os mecanismos secundarios
de acdo conseqiientes as reagdes bioquimicas e/ou biofisicas iniciadas correspondem a
transducdo do fotosinal e amplificagdo ao nucleo por uma cascata de reacdes ocorridas no
citoplasma e na membrana celular, essas reagdes sdao conectadas a alteracdes dos
parametros de homeostase celular (pH, concentragdo de Caﬁ, AMP ciclico, ATP e outros),
as quais acontecem minutos ou horas apo6s a irradiagdo. Isto leva a ocorréncia de possiveis
mudangas na taxa de sintese de DNA ¢ RNA, alteragdes na taxa do consumo de O,
alteracdo do potencial de membrana, entre outras. Estas respostas sdo convencionalmente
divididas em efeitos a curto prazo ou diretos e efeitos a longo prazo ou indiretos
(SANDOVAL-ORTIZ et al., 2001; ALEXANDRATOU et al., 2000; KARU, 2000, 1998,
1995, 1989; 1987; LUBART et al., 2000; BAXTER, 1997; KITCHEN & PARTRIDGE,
1991).

As respostas a curto prazo sao aquelas onde o efeito da radiagdo laser pode
ser observado uns poucos segundos ou minutos ap6s a radiacdo. Entre as respostas a curto

prazo esté a fotoestimulagdo da taxa respiratéria e a sintese de ATP (KARU, 1998, 1987).
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A ativacdo da cadeia respiratéria pela radiacdo gera um gradiente de proton
na membrana mitocondrial que atua como um sinal iniciador para a proliferagdo celular

(KARU, 1995).

MANTEIFEL et al. (1997), observaram através de andlises tridimensionais
de linfocitos humanos irradiados com laser He-Ne (632,8 nm), a presenga de mitocondrias
gigantes uma hora apds a irradiacdo. De acordo com os autores, estas evidéncias embasam
a proposta de que as mudangas nas propriedades quimicas e fisicas das membranas
mitocondriais externas geradas pela radiagdo laser promovem uma fusdo de mitocondrias
adjacentes, levando assim ao aparecimento de mitocondrias gigantes. Estas estruturas por

sua vez sdo capazes de proporcionar altos niveis de energia de reposicao.

A irradiacdo de mitocondrias de hepatocitos in vitro por laser de hélio-
nednio a 5 J/em?, causou aumento no potencial de membrana mitocondrial ¢ gradiente de
proton gerando aumento do ATP mitocondrial. Este evento parece estar intimamente
correlacionado com a transferéncia de elétrons na cadeia mitocondrial. Portanto, um
potencial extra-eletroquimico, gerado através de um mecanismo atualmente desconhecido,

¢ finalizado como sintese de ATP (PASSARELLA et al., 1984).

KARU et al. (1995), observou aumento na sintese de ATP apos irradiar

culturas celulares com laser He-Ne.

Porém, GAMALEYA (1977), afirmou que nos niveis subcelulares as
unidades estruturais mais sensiveis 4 irradiag¢ao laser devem ser as estruturas membranosas
da célula, como o reticulo endoplasmatico e as membranas que constituem parte
consideravel do citoplasma e das organelas que formam os limites de interface

intracelulares.

A fotossensitividade das células ndo ¢ um fendmeno do tipo “tudo ou nada”,
e as células podem responder aos estimulos da luz em varios graus. A magnitude da
fotorresposta esta relacionado ao estado fisiologico prévio a irradiacdo o qual, no caso de
cultura celular é condicionado por exemplo, pela quantidade de nutrientes disponiveis e a

idade da cultura, no caso de uma baixa concentracdo de oxigénio e queda do pH, havera
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alteragdao do estado redox celular, o que influenciara a resposta bioldgica a irradiagao.
Portanto, a resposta celular serd fraca ou ausente quando o potencial redox ¢ 6timo, e forte
quando este se encontra alterado (estado intermediario) (KARU, 1998; 1987; KARU et al.,
1995).

Com isso conclui-se, que o laser tem melhores efeitos sobre 6rgaos e tecidos
afetados por uma condicdo deteriorada, como quando o paciente sofre algum tipo de

desordem funcional ou lesao tecidual (TUNER & HODE, 1999).

Assim, evidéncias experimentais comprovam que a alteracdo do estado
redox no sentido da oxidagao esta relacionado com o efeito estimulatorio do laser, enquanto
que a alteracdo no sentido da reducdo, correlaciona-se com o efeito inibitdrio. Isto explica
porque o efeito bioestimulante nem sempre ¢ conseguido, havendo uma grande diversidade

de resultados reportados na literatura (SANDOVAL-ORTIZ et al., 2001; KARU, 2000).

Alguns estudos sugerem que os efeitos da LLLT possam ser manifestados
ndo apenas no local da irradiagdo como também a nivel sistémico. Esses efeitos podem
ocorrer através de mediadores metabdlicos liberados na circulacdo, atingindo areas
distantes do local de aplicagdo (LAAKSO et al., 1993b; OSHIRO, 1991; TUNER &
HODE, 1999; KITCHEN & PARTRIDGE, 1991). Porém, esta ¢ uma evidéncia
controversa, visto que outros trabalhos citados por SANDOVAL-ORTIZ et al. (2001) nao

comprovam a sua ocorréncia.

Os efeitos a longo prazo ou respostas indiretas a irradiacdo sdo observados
horas ou ainda dias apo6s o término da irradiacdo (KARU, 1998, 1987). Os trés principais

efeitos fisioldgicos reportados na literatura sobre a LLLT a longo prazo sao:

(1) Efeito anti-inflamatorio

Tem sido proposto que o laser de baixa poténcia possui um efeito anti-

inflamatorio e a evidéncia clinica e de laboratério pode ser extensivamente revisada em
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varios trabalhos, embora nao se conhec¢a claramente o mecanismo de agdao ¢ muitos dos

resultados sdo controversos.

A acdo inibitéria da LLLT sobre o processo inflamatério ¢ embasada na
promogao de diversos efeitos tais como (a) inibi¢do da emergéncia de fatores quimiotaticos
nas primeiras etapas da lesdo; (b) interferéncia com diversos efeitos dos mediadores
quimicos ou superdxidos induzidos pela inflamacao; (¢) diminuicdo do volume do exudato
alterando assim a permeabilidade vascular; (d) normalizagdo da permeabilidade de

membrana (SANDOVAL-ORTIZ et al., 2001; KARU, 1998; HONMURA et al., 1992).

Segundo KITCHEN & BAZIN (1996), os beneficios da LLLT no tratamento
de doengas como a artrite reumatdide, osteoartrite e dor artrogénica foram avaliados por
diversos pesquisadores que encontraram divergéncia dos resultados. Alguns grupos de
pesquisadores encontraram uma redug¢do da dor e da inflamacdo, associado com uma
melhora do estado funcional articulares apds o tratamento com laser, outros artigos nao

conseguiram detectar qualquer beneficio da laserterapia nesses processos inflamatorios.

Em seu estudo HONMURA et al. (1992), observaram um efeito inibitério do
laser GaAlAs (780 nm), 31.8 J/em? , continuo, 10 mW, sobre o modelo inflamatorio
induzido em ratos, através da redugdo do exsudato quando os animais foram irradiados

antes e ap6s a inducdo da inflamagao.

AMANO et al. (1994), evidenciaram uma reducdo da sintomatologia
dolorosa e inflamatoria de 32 pacientes portadores de artrite reumatdide submetidos a
tratamento com laser Ga-Al-As (790 nm), 10 mW, pontual, durante 8 minutos de

irradia¢do, num periodo de 6 sessoes.

BECKERMAN et al. (1992), avaliaram a eficicia da LLLT em disfuncdes
musculo-esqueléticas ao analisar os resultados de 36 estudos aleatorios. Os autores
concluiram através de suas andlises que o emprego da terapia laser mostrou melhor
resultado quando comparado com os grupos controles principalmente nos casos de artrite

reumatoide, dor miofascial e traumatismo articular.
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SANDOVAL-ORTIZ (2001), concluiu que a terapia laser apresenta uma
acdo modulatoria sobre o processo inflamatorio, induzido no modelo experimental de
inflamagdo em joelhos de coelhos submetidos ao tratamento com laser de Ga-Al-As (830
nm, CW, 77 mW), densidade de energia de 27,5 W/cm?, obtendo melhores resultados na
dose de 3,4 J/em?®.

No trabalho de BASFORD et al. (1987), o tratamento com laser ndo mostrou
resultados satisfatorios quando aplicado em pacientes portadores de osteoartrite no polegar,
tratados 3 vezes por semana com laser de He-Ne (632,8 nm), 0,9 mW, continuo, pontual, e

tempo de irradiagdo de 15 segundos.

Estudos sobre o efeito do laser de baixa poténcia nos processos
inflamatorios se encontram ainda em uma fase inicial, havendo a necessidade de mais
trabalhos experimentais e clinicos bem controlados para confirmar se as acdes do laser sdo

pro ou anti-inflamatorias (HONMURA et al., 1992).

(2) Efeito analgésico

Segundo BORGES et al. (1996), os mecanismos envolvidos no efeito
analgésico do laser de baixa poténcia estdo provavelmente relacionados ao relaxamento

muscular e os mecanismos opidides endogenos.

O laser atuaria na diminuicdo da inflamagdo e da dor através da promocgao
da reabsor¢do de exsudatos inflamatdrios, favorecendo desta forma, a eliminagdo de
substancias algogénicas, como bradicinina, histamina e acetilcolina. Além disso, haveria
uma elevagdo do limiar de dor nos nervos periféricos, havendo um bloqueio na
despolarizacdo das fibras aferentes tipo C (TUNER & HODE, 1998; TAGUCHI, 1991;
SNYDER-MACKLER & BORK, 1988; COLLS, 1985).

COLLS (1985), também propdem outra teoria para justificar o efeito
analgésico do laser, onde existiria uma manuten¢do do gradiente idnico na membrana

celular, evitando a sua despolarizacdo devido ao aumento de ATP que por sua vez,
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favoreceria a expulsdo de sddio através da bomba de sddio/potassio. O autor também
descreve que o laser pode induzir a diminui¢do da capacidade de alterar os gradientes
ionicos dos dois lados da membrana celular, ndo permitindo a abertura dos canais de sédio,
provavelmente as custas de uma mobiliza¢do de lipidios que atuam bloqueando os canais
de penetracao de ions. Assim, pode-se inferir que o laser atua como um fator estabilizador
do potencial de membrana em repouso (hiperpolarizagdo), dificultando a transmissdo do
impulso doloroso local. VILLAROYA-APARICIO et al. (1994) e COLLS (1985), relatam
que o contato ¢ a absorcdo da carga fotonica da radiacdo laser em alguns locais do
organismo pode levar a uma estimulagdo das fibras grossas tateis, o que de acordo com a
teoria do controle do portdo descrita por Melzack & Wall em 1965, provocaria um bloqueio

na transmissao dos impulsos dolorosos das fibras finas.

No entanto, GREATHOUSE et al. (1985), com o objetivo de demonstrar os
efeitos do laser infravermelho na condugdo nervosa sensorial periférica e na mudanga da
temperatura tecidual circundante ao nervo tratado, aplicaram uma radiagdo de intensidade
normalmente utilizada na pratica clinica em cinco segmentos de 1 cm® no nervo radial
superficial do antebrago direito de humanos. Medidas de laténcia, amplitude e temperatura
foram tomadas e analisadas, levando a conclusdo de que o laser infravermelho ndo altera a

conducdo dos nervos sensoriais € nem eleva a temperatura subcutanea.

(3) Efeito cicatrizante

Diversos trabalhos evidenciam o beneficio da irradiacdo laser de baixa
poténcia sobre a proliferacao celular, justificando os resultados positivos da sua utilizacao

nos processos de reparagao tecidual.

A LLLT tem sido usada para estimular o processo de reparo tecidual,

principalmente de feridas agudas e cronicas desde 1970.

Segundo KITCHEN & PARTRIDGE (1991), o efeito bioestimulante do

laser de baixa poténcia no processo de cicatrizagdo ocorra através do recrutamento
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aumentado de macrofagos, degranulagdo de mastocitos, angiogénese, aumento da atividade

fagocitaria e fotodissociacao de oxihemoglobina.

Alguns autores sugerem que fotoestimula¢do laser potencialize o reparo
tecidual por favorecer a liberacdo de fatores de crescimento, além de promover os aumentos
da sintese de ATP, produgao de acidos nucléicos e divisao celular (MESTER et al., 1985;
PASSARELA et al., 1984).

VAN DER VEM et al. (1998), evidenciaram um efeito proliferativo sobre
culturas de fibroblastos relacionado ao aumento da sintese de DNA através da radiagdo

laser de baixa poténcia (904 nm), pulsado e densidade de poténcia de 0,003 W/cm®.

KARU (1987), verificou um aumento significativo no numero de
fibroblastos humanos apds a irradiacdo com laser de He-Ne, também foram observados
mudangas no nivel de AMPciclico comparado com o grupo placebo. A alta taxa de

AMPciclico estimula a sintese de DNA promovendo assim, um aumento da mitose celular.

ALMEIDA-LOPES (2001), relata um efeito proliferativo ou ativador da
sintese protéica, em estudos com fibroblastos in vitro, onde a magnitude do efeito foi
dependente das caracteristicas e parametros de irradiacdo utilizados como comprimento de

onda, forma de emissao do feixe, densidade de poténcia e energia.

AMARAL et al. (2001), evidenciou uma melhora qualitativa no reparo
tecidual do musculo tibial anterior de camundongos, tratados com laser He-Ne (632,8 nm),

2,6 mW, feixe de 0,07 cm?, continuo, com grande significancia na dose de 2,6 Jem?.

KITCHEN & BAZIN (1996), reportam que a LLLT foi avaliada no
tratamento de diversos tipos de feridas e lesdes ulceradas, com melhores resultados,

especialmente quando a terapia laser foi aplicada nos casos mais cronicos e intrataveis.

Porém, outros trabalhos ndo evidenciam resultados positivos da laserterapia
como estimulo para o processo de reparo tecidual. OLIVEIRA et al. (1999), utilizando um
modelo de lesdo do musculo tibial anterior de camundongos, ndo evidenciou alteragdes
morfoldgicas significantes no tecido de reparo neoformado, ao comparar os grupos tratados

com o placebo, o autor utilizou um laser de Ga-As (904 nm), 1,5 mW, emissdo pulsada com
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duracdo de pulso de 200 ns e freqiiéncia de 1000 Hz, densidade de poténcia de 7,5 mW/cm®

e dose de 3 J/cm?.

2.4.9 Laser no reparo tendineo

O modelo de cicatrizagdo tendinea ¢ bastante discutido por ENWEMEKA
(1991) como sendo adequado para estudos de métodos fisicos sobre a estrutura do colageno
que pode ser avaliado quanto a intensidade de sintese e orientacdo ou organizagdo das
fibras.

Estudos utilizando o tecido tendineo mostraram significativa confiabilidade
da terapia laser de baixa poténcia no processo de reparo. Segundo ENWEMEKA &
REDDY (2000), o laser estimula a proliferagdo fibroblastica levando a um aumento na
sintese de colageno.

REDDY et al. (1998a) em seu estudo detectou aumento na producido de
colageno em tenddes de 24 coelhos tratados com feixe laser He-Ne (632,8 nm) a 1 J/em?,
diariamente por 14 dias, comparados com o grupo controle ndo tratado.

ENWEMEKA (1992b), reportou um aumento das fibras de coldgeno no
citoplasma de fibroblastos de tenddes tenotomizados de coelhos expostos ao feixe laser He-
Ne (632,8 nm), poténcia de 11 mW, feixe pulsado (50%), area de 5 cm’ e densidade de
energia de 1 mJ/cm® e 5 mJ/cm”. Esse mesmo efeito foi observado quando utilizou-se um
laser de As-Ga (904 nm), nas doses de 1 mJ/cm® ¢ 5 mJ/cm® (ENWEMEKA & REDDY,
2000).

ENWEMEKA & REDDY (2000), utilizando doses de 1 mJ/cm? ¢ 5 mJ/cm’
e 0,5 J/em® e 1 J/em® de laser He-Ne (632,8 nm) observaram um aumento de 30 — 40% na
forca ténsil de tenddes apods 14 dias da inducdo da tenotomia. Esse efeito foi mais
pronunciado na dose de 1 J/cm’.

Um estudo similar feito com laser de As-Ga (904 nm) em tenddes
tenotomizados nas doses de 0,5 J/cmz; 1,0 Jem® e 1,5 J/cmz, demonstrou um aumento de

40% na capacidade biomecanica de tenddes lesados comparados com seus respectivos
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controles, apos 14 dias de reparo, esse efeito foi intensificado na dose de 1,0 Jem?
(ENWEMEKA et al., 1994).

Os mesmos autores acima citados, quando compararam o nivel de resposta
tecidual entre os dois lasers utilizados He-Ne (632,8 nm), continuo e As-Ga (904 nm),
pulsado, ambos na dose de 1 J/cm’, observaram que o processo de reparo tendineo e a
performance biomecanica dos tenddes lesados foram melhorados quando utilizou-se o laser
de He-Ne (632,8 nm) (ENWEMEKA & REDDY, 2000).

Um estudo feito em 18 tenddes tenotomizados de coelhos, utilizando o laser
He-Ne (632,8nm), poténcia de 11mw, feixe pulsado (50%), spot de 1,82 mm’ e area de
lem® nas doses de 1,2,3,4¢5 mJ/cmz, demonstrou nos tenddes tratados uma maior
producao de coldgeno e maior alinhamento do mesmo no eixo longitudinal do tendao, esses
efeitos foram mais significantes nas doses de 4 ¢ 5 mJ/cm’, esses achados indicam que a
fotoestimulacao laser He-Ne pode modular a biossintese do colageno em tenddes lesados
(ENWEMEKA et al., 1990).

REDDY et al. (1997), estudaram o efeito do laser de He-Ne (632,8 nm) e da
estimulacdo elétrica (corrente galvanica) no processo de reparo tecidual de tenddes
tenotomizados de coelhos. O tratamento consistiu de 5 aplicagdes consecutivas de
estimulacdo elétrica transcutinea iniciando no primeiro dia do pds operatorio juntamente
com a aplicagdo de laser de He-Ne, 1 J/cm?, o tratamento com laser seguiu até o 14 dia do
pOs operatdrio. Os resultados demonstraram uma maior produgdo de colageno acelerando o
processo cicatricial dos tenddes lesados.

Ao estudar o processo de reparacao tendinea durante 14 dias GUM et al.
(1997), utilizou um protocolo de terapia combinada com estimulagdo elétrica transcutanea
(corrente galvanica), laser de Ga-As (904 nm), 1 Jlem® e Ultra-Som. Os resultados
demonstraram aumento na producdo de coldgeno, porém sem significancias estatisticas na
performance funcional dos tenddes tratados em relagdo ao grupo controle, sugerindo que
terapias combinadas podem ndo influenciar de forma positiva no processo de cicatrizagdo
tendinea.

PARIZOTTO & BARANAUSKAS (1998a), utilizando um feixe laser HeNe

(632,8 nm) com 6 mW de poténcia , spot de 1 mm e emissao continua, nas doses de 0,5; 5;
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e 50 J/em® em 32 tenddes de ratos, observaram através da andlise por Spectroscopia por
Infravermelho um aumento das ligacdes de hidrogénio intra e intermolecular em moléculas
de colageno de tenddes lesados, com maior significancia na dose de 5 J/em® comparados
com o grupo controle.

Em outro estudo os mesmos autores reportaram melhora da organizagao
molecular dos feixes de coldgeno em tenddes lesados utilizando os mesmos pardmetros do
estudo anterior. Através da analise por Microscopia de Forga Atomica observou-se melhor
arranjo ¢ ordem molecular nas moléculas e fibrilas de tenddes tratados com laser,
principalmente na dose de 5 J/cm® (PARIZOTTO & BARANAUSKAS, 1998b).

Um estudo de LONGO et al. (1987), demonstrou que ¢ possivel obter
aceleracdo da cicatrizagdo na faixa do infravermelho, através da utilizacdo de um laser de
baixa poténcia com intervalo espectral na faixa do infravermelho proximo (830nm) no
processo de reparo tecidual em tenddes calcaneares de ratos.

ROBERTO (1998), realizou um estudo comparativo entre o laser diodo (780
nm) e o laser de CO, (10,600 nm) no tratamento da tendinite do tenddo calcanear de 40
atletas que foram divididos em 4 grupos experimentais. Os parametros utilizados para a
irradiacdo do primeiro grupo foram 780 nm, 20 J/cm?, continuo e aplicacio por varredura,
os pardmetros do segundo grupo foram 780 nm, 180 J/cm?, pulsado e aplicagdo pontual. O
terceiro grupo recebeu irradiagdo com laser de CO, (10,600 nm), 15 J/cm®, pulsado e
aplicagdo por varredura, o quarto grupo recebeu laser de CO, (10,600 nm), 15 J/em?,
aplicacao pontual. Foi observado melhores resultados em relagdo ao alivio do quadro algico
no tratamento laser de 780 nm nas duas modalidades terapéuticas empregadas.

O tratamento com laser de 830 nm, continuo, 3 J por ponto, feito duas vezes
por semana durante o periodo de oito semanas, ndo demonstrou resultados satisfatorios na
reducdo do quadro algico, rigidez e limitagdo do movimento, quando utilizado no
tratamento da tendinite dos tenddes rotadores do ombro de 35 pacientes que foram
submetidos ao protocolo de tratamento (VECCHIO et al., 1993).

PAOLINI & PAOLINI-PISANI (2000), observaram um efeito positivo do

laser de He-Ne (632,8 nm) no tratamento da tendinite dos tenddes do manguito rotador,
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quando comparado com o tratamento com diodo laser nao-coerente (660 nm) e o uso de
anti-inflamatodrios nao esteroidais.

A efetividade do tratamento com laser de baixa poténcia nas lesdes
tendineas foi evidenciada por ENGLAND et al. (1989), ao estudarem o efeito desta
modalidade terapéutica no tratamento da tendinite do musculo supraespinhoso e biceps
braquial de humanos. O tratamento com laser consistiu de irradiagdo com laser de As-Ga
(904 nm), 3mW, 4000 Hz, pulsos de 180 nanosegundos, pontual, durante 5 minutos, 3
vezes por semana por um periodo de duas semanas. Os pacientes tratados apresentaram
uma reducdo do quadro algico e melhora funcional quando comparado com o grupo
controle ndo tratado.

No entanto, um estudo feito por SIEBERT et al. (1987), ndo constatou
melhora do quadro algico e do desempenho funcional de 32 pacientes portadores de
tendinopatias. O tratamento foi realizado com a combinacao do laser de He-Ne (632,8 nm),
10 mW, distdncia de 10 cm da pele do paciente, area de aplicagio de 4 cm? e laser de
GaAlAs (904 nm), pulsado, 30 mW e densidade de poténcia de 7,5 W/cmz, o tratamento foi
realizado em aplicagdes de 15 minutos diarios, os autores ndo fizeram citagdes do valor das
doses empregadas.

BJORDAL (2000), realizou uma revisao bibliografica sobre o efeito do laser
de baixa poténcia na cicatrizagdo tendinea. O autor encontrou um intervalo de doses 6timas
para a estimulagdo de fibroblastos com LLLT a 3,2 J/cm® — 6,3 J/cm” ¢ para a estimulago
de fibras de coldgeno com doses de 0,2 Jem® — 2,0 J/em?.

SCHMITT et al. (1993), realizou um experimento em trinta caes que foram
submetidos a tenotomia e tenorrafia do tenddo calcanear de ambas as patas, foi utilizado
um laser de As-Ga (904 nm), 4 J/em?” pontual e 1 J/cm® na forma de varredura ao longo do
tendao esquerdo durante 10 dias consecutivos, o tenddo direito serviu como controle.
Embora os resultados ndo demonstraram aumento da proliferagao fibroblastica e aumento
da sintese de colageno dos tenddes quando comparados com o seu controle contralateral, os
autores relataram que macroscopicamente os tenddes tratados apresentaram-se melhor

vascularizados, com reducdo de aderéncias e 6timo aspecto estético de cicatrizacio.
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Xu et al., citado por TUNER & HODE (1999), fez um estudo com 50
galinhas brancas, onde 10 serviram como controle e 40 sofreram lesdo do seu tendao
profundo do 2° e 3° dedo do pé. Os tenddes tratados receberam laser de He-Ne e 10,74
mW/cm® de densidade de poténcia, a irradiagio iniciou-se 24 horas apds a lesio e
continuou por 3 semanas. Os resultados demonstraram que o laser de He-Ne atuou
beneficamente no processo inflamatorio, absor¢do do edema, estimulante da sintese de
colageno e remodelamento do tenddo sendo decisivo para a recuperagdo funcional desta
estrutura lesada.

Um estudo comparativo foi realizado para avaliar a proliferagdo de
fibroblastos quando irradiada com varios comprimentos de onda (670 nm, 780 nm, 692 nm
e 786 nm) e dose de 2 J/cm®. Na primeira parte do estudo foi comparado o efeito dos
comprimentos de onda 670 nm e 780 nm, 2 Jem® e duas poténcias de irradiacao (10 mW
para 670 nm, 50 mW para 780 nm), na segunda parte do estudo foi comparado os
comprimentos de onda de 692 nm e 786 nm, 2 J/cm® , utilizando uma poténcia tmica de 30
mW. Os resultados concluiram que quando comparou-se dois comprimentos de onda
diferentes (670 nm e 780 nm), 2 J/em?’, e poténcias de 10 mW e 50 mW a proliferacio
fibroblastica foi intensificada quando utilizou-se o laser infra vermelho de 780 nm. No
entanto, a taxa de proliferagdo fibroblastica ndo diferiu quando os lasers de 692 nm e 786
nm, 2 J/cmz, poténcia Unica de 30 mW foram comparados (ALMEIDA-LOPES et al.,
2001).

PEREIRA et al. (2002), avaliou a proliferagdo fibroblastica apos a
irradiacdo com laser de As-Ga (904 nm), 120 mW de poténcia e doses de 3 J/em® ; 4 J/em®
e 5 Jlem®. A dose de 3 J/em® e 4 J/em® aumentou em 3 a 6 vezes a taxa de proliferacio
celular, enquanto que a dose de 5 J/em® proporcionou crescimento celular semelhante a
cultura de células controles.

RIGGAU et al. (1994), constatou um aumento na proliferacio de
fibroblastos in vitro sob irradiacdo com laser de 633 nm, 2 J/cmz, 38 mW, 4 mW/cmz,

verificando um efeito positivo da radiacdo laser de baixa poténcia neste tipo de células.
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VAN DER VEM et al. (1998), observaram aumento na sintese de DNA com
consequente aumento na proliferacdo de fibroblastos apds a irradiagdo com laser de As-Ga
(904 nm), 0,003 W/cm® e 0,3 J/em?.

A irradiacio com laser de As-Ga (904 nm), 0,2 J/cm®, aumentou a
proliferacdo de fibroblastos, porém altas doses dessa irradiacdo inibiu o indice de
crescimento celular (GAYDESS et al., 1998).

LUBART et al. (1992), observou um aumento no nimero de mitoses quando
irradiou cultura de fibroblastos com laser de He-Ne (633 nm), na dose de 15 J/ecm?®, no

entanto, a dose de 60 J/cm? inibiu esse processo.

A transformacdo in vitro de fibroblastos em miofibroblastos foi observada
24 horas apo0s a irradiagdo com laser de He-Ne (632,8 nm), 1,2 J/em? confirmando o efeito
positivo do laser de baixa poténcia no processo de reparagdo tecidual (POURREAU-

SCHNEIDER et al., 1990).

VAN DER VEEM (2000), verificou um aumento na proliferacdo
fibroblastica em feridas em processo de cicatrizagdo utilizando a combinacdo de laser He-

Ne (632,8 nm), 5 mW e laser As-Ga (904 nm), 68,8 mW.

Tocco et al., citado por BAXTER (1997), encontrou um aumento na
proliferacdo fibroblastica usando laser de He-Ne (632,8 nm) e laser infravermelho. Um
aumento no tamanho do reticulo endoplasmatico rugoso relacionado com uma estimulacao
na sintese protéica foi observada, assim como, um aumento do nimero e tamanho das

mitocondrias das células irradiadas.

A irradiagdo com diodo laser 660 nm, pulsado a 5000 Hz, dose de 2,4 J/em?
e 4,0 J/cmz, 17 mW de poténcia e 0,078 W/cmz, aumentou o numero de fibroblastos

derivados de cicatrizes hipertréficas (WEBB et al., 1998).

Por outro lado, HALLMAN et al. 1988, ndo encontrou aumento na
proliferacao fibroblastica, apds a irradiagdo com laser de He-Ne (633 nm), 0,9 mW, 24,7

mW/cm? durante 60 segundos.
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BOSATRA et al. (1984), observou um aumento na proliferagao de cultura
de fibroblastos humanos apos a irradiacdo com laser de He-Ne (632,8 nm), 2 J/cmz, 25
mW.

A sintese de DNA e proliferacdo celular foi aumentada em culturas de
fibroblastos quando esta foi irradiada com laser Ga-Al-As (812 nm), 0,45 J/cm?, 84 mW.
Segundo LOEVSCHALL & ARENHOLT-BINDSLEV (1994), o comprimento de onda de
812 nm usado neste experimento foi absorvido especificamente pelo citocromo oxidase dos
fibroblastos aumentando a sintese de DNA e proliferagdo celular das células irradiada.

Bolton et al., citado por TUNER & HODE (1999), irradiou fibroblastos com
50 mW do laser de GaAlAs. A proliferacdo de fibroblastos e a atividade da enzima
sucinase dexidrogenase foi aumentada quando utilizou-se doses de 2 J/cm?, porém ambas
foram inibidas na dose de 16 J/cm®.

Segundo KARU (1998), a atividade de fibroblastos foi aumentada quando se
irradiou a cultura com laser de He-Ne (632,8 nm), continuo ou As-Ga (904 nm), pulsado
durante um periodo de 4 dias. A irradiagio com He-Ne causou uma maior sintese de
colageno quando comparado com o laser de As-Ga, a autora conclui que os efeitos
bioestimulantes na produgdo de coldgeno foram dependentes do comprimento de onda

utilizado.

2.5 MICROSCOPIA DE POLARIZACAO

A microscopia de luz polarizada possibilita a quantificagio em niveis
elevados de precisdo, a determinagdo estatistica exata da ordem molecular, da dire¢do da
vibragdo, do momento de transicdo e de variagdes nos estados de agregacdo molecular
(VIDAL, 1987a e b).

Segundo VIDAL (1987b), o microscopio de luz polarizada ¢ basicamente
constituido de dois filtros polarizadores: o Polarizador (Pol) e o Analisador (An).

O Pol esté localizado abaixo do condensador e permite movimentagdo para

ser removido ou colocado no trajeto da luz, além de uma rotagao de 360°.
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O An ¢ um polarizador situado acima das objetivas e abaixo das oculares,
assim, a luz polarizada (com o vetor elétrico vibrante em um sé plano) emitida, encontrara
o plano de polarizacdo do analisador perpendicular 4 sua dire¢do de vibragao, absorvendo-
a; esse fenomeno ocorre pela propria natureza dos polarizadores.

A placa polarizadora absorve todos os vetores elétricos da radiagdo de forma
seletiva deixando passar apenas a energia radiante em uma dire¢do, aquela que corresponde
ao seu plano de polarizag¢do. Devido a isso, toda a radiacdo polarizada perpendicularmente
ao plano de polarizagdo do analisador sera absorvida e a intensidade de passagem de luz
serd maxima quando o Pol e o An estiverem paralelos entre si (VIDAL, 1987b).

Virios autores tem utilizado o microscopio de luz polarizada para avaliar a
organizagdo e agregacao das fibras de coldgeno de tenddes e ligamentos (VIDAL, 1995a;
VIDAL, 1994; WHITTAKER & CANHAM, 1991; VIDAL & CARVALHO, 1990;
VIDAL, 1986; PIMENTEL, 1981; VIDAL et al. 1975; MELLO et al. 1975; VIDAL,
1966).

2.5.1 Propriedades anisotropicas opticas

Chamam-se propriedades anisotropicas Opticas a birrefringéncia e o
dicroismo.

Muitas substancias cristalinas (sélidos cujos atomos se distribuem de uma
maneira regular) sdo opticamente anisotropicas, ou seja, as suas propriedades Opticas nao
sdo as mesmas em todas as dire¢des numa mesma amostra (HECHT, 1991).

Segundo VIDAL (1987b), em um corpo isotropo, com respeito ao indice de
refracdo, em qualquer dire¢do que a luz se propague nele esta o fard coma mesma
velocidade. Isto ndo ¢ observado em um corpo birrefringente, pois este possui dois indices

de refracao diferentes e conseqiientemente duas dire¢des diferentes de propagacgao da luz.
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2.5.2 Birrefringéncia de materiais

O termo birrefringéncia ¢ definido como anisotropia devida 4 diferenca de
indices de refracdo do objeto, o que significa uma propagagdo da luz com velocidades
diferentes, em direcdes diferentes, as quais sdo perpendiculares uma a outra no corpo
birrefringente (VIDAL, 1987b).

Quando a luz polarizada entra no corpo birrefringente esta propaga-se em
dois caminhos oOptico diferentes, sendo uma na direcdo do raio ordinario (no), e outro na
direcdo do raio extraordinario (ne). Devido essa diferenca de caminho Optico ou retardo
optico (OR), o material apresenta um brilho caracteristico quando analisado pela
microscopia de polariza¢do, cuja intensidade ¢ maxima quando um dos seus eixos de
propagagdo, correspondentes aos indices de refragdo, sdo colocados a 45° dos dois filtros
polarizadores do microscopio (VIDAL & CARVALHO, 1990; VIDAL, 1987b).

Quando os eixos de propaga¢do do objeto estiverem paralelos ao An e ao
Pol desaparecem as imagens birrefringentes, enegrecendo-se o objeto (posicdo de
extingdo). Se esse fato ndo ocorre, permanecendo brilho em alguns setores do objeto, é
porque existe material anisotropico distribuido em outra diregdo que nao aquela que foi
extinta (VIDAL, 1987b).

A birrefringéncia expressa-se pela equagdo B = (no-ne) e o retardo optico
expressa-se pela equacdo OR = (no-ne) x t, onde t representa a espessura do objeto.
Portanto, temos que OR =B x t.

A birrefringéncia do coldgeno ¢ denominada birrefringéncia de forma (BF)
ou textural, pois da-se devido a presenga de microcorpos com morfologia assimétrica
dispostas ordenadamente, de tal maneira que seus didmetros e distdncias sejam menores
que o comprimento de onda (1), sendo dependente dos indices de refracdo, da contribuicao
dos volumes parciais das particulas e do meio homogéneo dispersante.

Existem materiais que além da BF apresentam uma birrefringéncia
intrinseca; € o caso do colageno. Os feixes apresentam BF ou textural e também intrinseca

positivas (VIDAL, 1987b).
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A BF ¢ dependente do volume parcial (concentracao), estado de agregacao e
orientacdo das fibras de colageno. A birrefringéncia intrinseca ¢ determinada pela forga
orientacional de todas as transigdes eletronicas na molécula (VILARTA & VIDAL , 1989).

A modificagdo dos meios de imersdao dos feixes de colageno, em diferentes
indices de refracdo (n), permite avaliar as suas propriedades Opticas como a birrefringéncia.
A imersdo do coldgeno nestes meios fard com que possa ser vista a variagdao do brilho
deste, isto porque o valor da BF varia com o n do meio de imersdo (VIDAL, 1987b;
MELLO et al. 1975).

A curva de birrefringéncia ¢ determinada pela plotagem dos valores de
retardo optico (OR em nm) das fibras de colageno em fun¢do do indice de refragdo médio
dos fluidos de imersdo, como a 4gua destilada (n = 1,333); 20%, 30%, 40%, 60%, 80%,
100% de solugdes de glicerina, cujos n = 1,3600; 1,3724; 1,3864; 1,4131; 1,4353 ¢ 1,4610,
respectivamente; e finalmente o nujol (n = 1,4786).

Em 4gua destilada os feixes de colageno apresentam os maiores valores de
birrefringéncia, correspondendo aos valores de birrefringéncia total, ou seja, representam
os valores da BF somada a birrefringéncia intrinseca, e podem representar com
objetividade a morfologia das moléculas de colageno, o didmetro e grau de empacotamento
das fibras (VIDAL, 1987b).

Segundo VIDAL et al. (1975), modificacdes foram observadas nas curvas
de birrefringéncia, as quais foram relacionadas ao grau de agregacao ordenada lateralmente
das fibras de colageno. Diferenca nos estados organizacionais de um mesmo tipo de
colageno podem ser encontradas em fun¢ao da idade e da localizacao topografica. Portanto,
o aumento da birrefringéncia total esta relacionado ao aumento de ligagdes cruzadas entre
as fibrilas de coldgeno, aumentando a cristalinidade e a agregacdo ordenada do colageno
tipo I.

Apesar do conhecimento ja existente sobre os aspectos de birrefringéncia da
molécula de colageno, ainda pode-se conseguir maiores informagdes sobre estes aspectos
de ordem molecular quando nos encontramos frente a diferentes processos fisiologicos

(PIMENTEL, 1981).
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O tenddo ¢ uma estrutura ja estudada pelo método de andlise da
birrefringéncia e, portanto ¢ conhecido o padrdo desenvolvido para a sua reparagdo
(MELLO et al., 1975). Comprovacao deste método de estudo para diferentes situagdes
funcionais e tecidos, sob intervengdo de métodos fisicos também se configura no trabalho
de WHITTAKER & CANHAM (1991), demonstrando que além da andlise qualitativa,

pode-se quantificar o fenomeno ligado a organizacdo molecular do colageno.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

63

Comparar os efeitos de dois comprimentos de onda (685nm e

830nm) em diferentes doses do laser de baixa poténcia no processo de reparo

tecidual do tenddo calcanear de ratos.

3.2 Especificos

colageno;

tendineo;
[

Determinar o estado de concentragdo e agregacdo do tecido

Analisar a organizagdo linear das fibras colagenas no tecido

Verificar a deposicao das fibras no local da tenotomia;

Comparar os resultados obtidos com diferentes doses do laser

sobre as varidveis de avalia¢do definidas;

Fazer uma andlise qualitativa, por meio da birrefringéncia do

colageno, do processo de reparo tendineo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 48 animais machos (Rattus norvegicus albinus), da raga
Wistar, com 12 semanas de idade e peso corporal entre 225+ 25g provenientes do biotério
central da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). Estes permaneceram no biotério
do Laboratorio de Eletrotermofoterapia da mesma Universidade, em gaiolas de
polipropileno padrdo, agrupados em numero de 4 animais, mantidos em ambiente
higienizado com iluminagdo em ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo agua e racao

balanceada ad libitum.

4.2 MODELO EXPERIMENTAL

O modelo utilizado neste estudo foi baseado nos experimentos de
ENWEMEKA et al. (2000); REDDY et al. (1998a); REDDY et al. (1997); GUM et al.
(1997); STEHNO-BITTEL, (1997); ENWEMEKA, (1991); ENWEMEKA et al. (1990);
ENWEMEKA, (1989); ENWEMEKA, (1988), ao promoverem uma tenotomia total na
porcao média do tenddo calcanear de coelhos através de uma incisdo transversal do tendao

dissecado.

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos experimentais
contendo 16 elementos cada um (n=16). Cada grupo foi dividido aleatoriamente em dois
subgrupos, sendo os grupos 1 e 2 experimentais € o grupo 3 controle. O grupo 1 foi
dividido em subgrupos A e B; o grupo 2 foi dividido em subgrupos C ¢ D e o grupo 3 em

subgrupos E e F.
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Grupo 1 (n=16):

e Subgrupo A (n=8): Neste subgrupo o tendao calcanear lesado
pela tenotomia recebeu irradiagdo com laser vermelho (685 nm) continuo,
poténcia de 15 mW e dose de 3 J/em®.

e Subgrupo B (n=8): Neste subgrupo o tenddo lesado pela
tenotomia recebeu irradiagdo com laser vermelho (685 nm) continuo, poténcia
de 15 mW e dose de 10 J/cm®.

Para efeito didatico, os subgrupos experimentais do grupo 1 serdo
denominados pelo tipo de laser utilizado e pelo valor da dose administrada. Sendo

respectivamente subgrupos A (685 nm e 3 J/em?) e B (685 nm, 10 J/cm?).

Grupo 2 (n=16):

. Subgrupo C (n=8): Neste subgrupo o tendao
calcanear lesado pela tenotomia recebeu irradiacdo com laser infravermelho
(830 nm) continuo, poténcia de 15 mW e dose de 3 J/cm’.

o Subgrupo D (n=8): Neste subgrupo o tendao
calcanear lesado pela tenotomia recebeu irradiacdo com laser infravermelho
(830 nm) continuo, poténcia de 15 mW e dose de 10 J/cm®.

Também para efeito didatico os subgrupos do grupo 2 serdo
denominados pelo tipo de laser utilizado e pelo valor da dose administrada.

Sendo denominados subgrupos C (830 nm e 3 J/em?) e D (830 nm e 10 J/cm?).

Grupo 3 (n=16):
. Subgrupo E (n=8): Neste subgrupo os animais
foram lesados pela tenotomia e receberam tratamento placebo com o
aparelho desligado. Portanto esses animais tiveram um reparo tecidual de
curso normal, sem interferéncias externas, porém houve o estresse da
simulagdo do tratamento. Este subgrupo sera representado pela sigla

CL/PL (com lesao e tratamento placebo).
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o Subgrupo F (n=8): Neste subgrupo os animais
ndo foram lesados pela tenotomia e ndo receberam nenhum tipo de
tratamento com laser, portanto seus tenddes desenvolveram-se
normalmente durante todo o periodo experimental. Este subgrupo serd

representado pela sigla CP (controle padrao).

Os animais dos subgrupos lesados ndo receberam nenhum tipo de
imobilizacdo, ou seja, foi permitido suporte de peso poOs-cirdrgico. Pois, em um
experimento realizado por ENWEMEKA (1992), tenddes tenotomizados que foram
submetidos a carga funcional no 5° do pods-operatério, mostraram maior area de sec¢ao
transversa devida ao maior nimero de fibras colagenas depositadas no eixo longitudinal do

tenddo.

TABELA 1- Grupos e Subgrupos experimentais

Grupos Experimentais

Grupo 685 nm (n=16) Grupo 830 nm (n=16) Grupo Controle (n=16)
A: 3] (n=8) C:3J (n=8) E: CL/PL (n=8)
B: 10 J (n=8) D: 10 J (n=8) F: CP (n=8)

4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.4.1 Procedimento cirurgico

Antes do procedimento cirirgico todos os animais foram pesados. Os
animais do grupo 1 (subgrupo A e B), grupo 2 (subgrupo C e D) e grupo 3 (subgrupo E)
foram anestesiados, utilizando-se uma combinacdo a base de cloridrato de ketamina

(95mg/Kg) e cloridrato de xilazina 2% (12mg/kg), aplicado intraperitonialmente.
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A pele ao redor do tendao calcanear da pata direita foi tricotomizada e
posteriormente limpa com alcool etilico. Uma pequena incisdo longitudinal sobre a pele foi
feita onde o tenddo calcanear direito foi dissecado sofrendo tenotomia total por
cisalhamento transversal na regido medial, entre a inser¢do calcanear e a juncdo
miotendinea. Os tenddes ndo foram suturados apds a incisao cirurgica.

Finalizando, a pele foi suturada com fio categute 4.0 ndo reabsorvivel e
entdo limpa com solugdo de alcool iodado, afim de propiciar a higeinizagdao local. Como
profilaxia antimicrobiana, de acordo com o trabalho de DAVID et al. (1996), foi
administrado intraperitonialmente em dose unica CEFAZOLINA (20mg/100g de peso

corporal).

Figura 2: A imagem A mostra o tendao calcanear do rato liberado e exposto (seta) para a
realizacdo da tenotomia. Na imagem B temos a pele suturada, apdés o procedimento
cirirgico. A seta aponta a posterior sutura da pele e o local da lesdo.
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4.4.2 Aparelho laser de baixa poténcia

O equipamento utilizado foi um modelo portatil de Laser DMC, classe 3B.
Sendo este modelo composto de 2 comprimentos de onda distintos.

O feixe vermelho possui um comprimento de onda de 685 nm, poténcia de
saida de 15 mW, continuo e densidade de poténcia de 5,4 W/cm2, area da fibra de 0.0028
cm’, area do feixe de 2 mm?, divergéncia de 1.5°, com tempo de aplicagdo correspondente a
6 segundos ¢ a 19 segundos, respectivamente nas doses de 3 J/em? ¢ 10 J/em®.

O diodo GaAlAs possui um comprimento de onda 830 nm, poténcia de saida
de 15 mW, continuo e densidade de poténcia de 5.4 W/cm2, area da fibra de 0.0028 cmz,
area do feixe de 2 mm?, divergéncia de 1.5°, com tempo de aplicacio correspondente a 6

segundos ¢ a 19 segundos, respectivamente nas doses de 3 J/em” e 10 J/cm?.

Fibra optica= 0,0028cm’

Disparador de
de luz laser

Figura 3: Equipamento laser utilizado no estudo
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4.4.3 Procedimento Experimental

No primeiro e no ultimo dia do procedimento experimental o equipamento
laser foi aferido e calibrado no Grupo de Optica da Universidade de Sdo Paulo (USP) —
Campus de Sao Carlos, afim de se obter uma alta confiabilidade da intensidade efetiva da
emissao laser.

A terapia laser teve inicio 24 horas apos a tenotomia. O tratamento constou
de 12 sessdes, durante 12 dias consecutivos e ininterruptos. Todo o procedimento
experimental foi realizado num periodo do dia determinado.

Para a realiza¢do do tratamento os animais dos grupos 1 (subgrupo A e B),
grupo 2 (subgrupo C e D) e grupo 3 (subgrupo E), foram sedados com éter etilico e
mantidos no contensor de animais.

As aplicagOes foram feitas através da técnica de contato, onde a fibra dOptica

foi mantida perpendicular a pele, irradiando-se por fotoestimulagdo transcutanea um unico

ponto correspondente a area da lesdo.

Figura 4: Irradiacio pontual dos tenddes lesados tratados com laser 685 nm e 830 nm.
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Os animais do grupo 3 (subgrupo F ) permaneceram em suas
gaiolas durante todos os dias do procedimento experimental.

Os animais foram sacrificados no 13° dia apds a tenotomia
através da inalagdo excessiva de éter etilico e seus tenddes direitos foram retirados
cirurgicamente por disseccdo desde a inser¢do calcanear até a jungdo miotendinea.
Imediatamente os tenddes foram lavados em solugao salina a 0.9%, onde foram preparados

para os demais procedimentos empregados na coleta de dados.

Dia0 Dial Dia 12 Dia 13
Cirurgia {}
1? sessdo 12? sessdo Sacrificio
LLLT dos animais

Figura 5: Esquema do protocolo de tratamento aplicado aos subgrupos experimentais

4.5 PREPARACAO DAS AMOSTRAS E ANALISES DE DADOS

Para uma avaliacao qualitativa e quantitativa da concentragao,
estado de agregagdo e orientagdo das fibras de coldgeno, os tenddes dissecados e lavados
foram submetidos a uma fixagdo em formol a 10% por 24 horas, afim de iniciar o preparo
das laminas histolégicas.

Logo apos os tenddes foram lavados em agua corrente por 24
horas para em seguida, serem desidratados em solugdes crescentes de 4lcool etilico, a 70%,
90% por uma hora em cada solucdo e em seguida passaram por 6 banhos de 1 hora cada na

solucdo de alcool a 100%.



71

Apbés os banhos em dlcool a 100% os tenddes foram
diafanizados em solugdo de alcool/xilol 1:1 por 1 hora, em seguida passaram por 2 banhos
de xilol puro; onde a durag¢do de cada banho foi de 1 hora cada um.

Os tenddes foram retirados do xilol e colocados
imediatamente em parafina liquida (60°C). Ap6s algumas horas essa parafina foi substituida
por uma segunda parafina (Paraplast). Durante o segundo banho de parafina as pecas foram
levadas a uma estufa a vacuo onde permaneceram por um periodo de 2 horas,
posteriormente os blocos foram confeccionados para obtengao dos cortes histologicos.

Os tenddes inclusos nos blocos de parafina foram cortados
longitudinalmente em cortes semi-seriados por meio de um micrétomo rotativo da marca
Ancap, com espessura padronizada de 7 micras no Laboratério de Anatomia da
Universidade Federal de Sdao Carlos. Os cortes foram montados em laminas histologicas
sem cobertura por laminulas e/ou coloragao.

Cada lamina histologica foi montada com uma série de no
minimo 3 cortes consecutivos de cada tenddo e cada grupo de animais foi representado por
16 laminas histologicas montadas com seus respectivos tenddes.

Apos serem montadas, todas as laminas foram

desparafinizadas e hidratadas novamente (ANEXO A).

4.6 MEDIDAS DE BIRREFRINGENCIA

A analise das fibras de colageno foi realizada utilizando para
isso uma de suas propriedades anisotropicas Opticas: a birrefringéncia total, através da
microscopia de polarizagao.

Para a efetivacdo da andlise de birrefringéncia total as laminas
histoldgicas de cada subgrupo, foram imersas por 30 minutos em agua destilada, cujo
indice de refragdo ¢ de (n = 1,333), antes da analise no microscopio de polarizagdo, em
referéncia aos estudos de VIDAL, (1987b). As medidas de OR em H,O representam a soma

das birrefringéncias intrinsica e textural dos feixes de colageno.
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Apo6s o periodo de imersdo, as laminas foram cobertas por
laminulas, contendo dgua destilada nas interfaces.

As medidas dos retardos opticos (OR em nm), foram obtidas
pela microscopia de luz polarizada no micréscopio Zeiss, com uma objetiva Pol 10x/0,22,
condensador 0,9 compensador de Sénarmont 1 / 4 A, luz monocromatica A = 546 nm,
obtida por meio de um filtro de interferéncia Zeiss; no Laboratorio de Biologia Celular da
Universidade Estadual de Campinas UNICAMP, sob a orientagdo do Prof. Dr. Benedicto
de Campos Vidal.

Levando-se em consideracdo a possibilidade que podem
ocorrer modificagdes no curso das fibras de colageno em relagdo ao eixo longitudinal do
tendao foram feitas medidas em duas posi¢des; com o eixo do tendao a 45° em relagdo ao
polarizador e analisador; e medidas com o alinhamento do eixo longo dos tenddes com o
polarizador em zero graus em relagdo ao analisador do microscépio. E conhecido que a 45°
as fibras de colageno exibem o maior brilho de birrefringéncia e conseqiientemente um alto
valor de OR, isso ocorre pois a maioria das fibras de colageno se orientam no eixo longo do
tenddo. Porém, algumas fibras podem orientar-se com variagdes de dire¢do ao eixo longo
do tenddo, esse fato ocorre também em tenddes em processo de reparagdo. Este achado
pode ser analisado com o eixo longo do tenddo paralelo ao polarizador ou ao analisador do
microscopio.

Primeiramente foram realizadas cinco medidas de OR para cada tenddo dos
subgrupos estudados com o eixo orientado a 45° do polarizador. As medidas foram feitas
em diferentes pontos das regides centrais dos tenddes, que correspondem a regido da lesdao
por tenotomia total, totalizando um total de 40 medidas (N = 40) para cada subgrupo
estudado (A, B,C, D, E ¢ F).

Posteriormente, o eixo longo dos tenddes dos subgrupos estudados foram
alinhados a zero graus ou paralelos ao polarizador. Nesta posi¢do foram tomadas cinco
medidas de cada tenddo dos subgrupos estudados, totalizando 40 medidas (N = 40) para
cada subgrupo em estudo (A, B, C, D, Ee F).

Para a andlise qualitativa os tenddes foram fotografados no microscépio de

polariza¢do da marca Leica DMRx, aumento de 10x com um analisador de imagens KS 200
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versdao 3.0 do Departamento de Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Sao

Carlos.

477  ANALISE ESTATISTICA

Para verificar se houve diferenca estatisticamente significativa entre os
subgrupos estudados (A, B, C, D, E e F), estes foram comparados dois a dois utilizando o
teste ndo paramétrico de comparagdes multiplas através do programa MINITAB. Foi

considerado um nivel de significAncia com valor de p< 0,001 e p< 0,05.

Distribuicdo das medidas feitas a 45° e a zero graus

Para visualizar o formato das distribui¢cdes das medi¢des nos 6 subgrupos

(simetrias e assimetrias), compara-las graficamente e identificar possiveis valores atipicos

da OR (em nm), foram construidos os desenhos esquemadticos (boxplot), considerando

somente as 5 repeticdes em 45° e depois as 5 repeticdes em zero graus para cada tendao
estudado. Os resultados sdo apresentados nas figuras 7 e 8.

Nota-se  diferencas  evidentes nas  correspondentes

distribui¢cdes das medidas feitas em 45° e em zero graus, e a ocorréncia de assimetrias em

ambas as situacdes. O desenho esquematico mostra que a variabilidade no subgrupo D

diminui significativamente quando se passa para a situagdo de medigdes em zero graus.
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Figura 6: Distribuicoes das medicoes de OR (em nm) de fibras de colageno,

considerando somente as repeticoes em 45°.
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Figura 7: Distribuicoes das medicoes de OR (em nm) de fibras de coligeno,

considerando somente as repeticoes em zero graus.
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Apesar da manutencdo do mesmo padrao comparativo entre os subgrupos
nas figuras 6 e 7, observa-se diferencas significativas no formato e variabilidades das
correspondentes distribui¢des. Assim, torna-se recomendavel andlises separadas para cada
tipo de medicao.

Para uma comparagdo estatistica mais rigorosa dos seis subgrupos
estudados, € verificagdo da indicag¢do de diferenga entre os tipos de medida (em 45° € a zero
graus) torna-se necessario a aplicacio de métodos estatisticos ndo paramétricos
equivalentes (como os baseados em postos das observagdes), os quais sdo mais robustos

que os seus correspondentes paramétricos sob violagao dessas condigoes.

Comparacio estatistica entre os seis grupos estudados

Como deveriam ser comparados mais de dois subgrupos independentes,
isto €, seis subgrupos cujos tenddes pertenciam a diferentes ratos, foi utilizado o teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis.

O teste de Kruskal-Wallis compara a igualdade das medianas de dois ou
mais grupos.

Este teste foi primeiro aplicado as médias ME1, das medi¢des na posicao
45° em seguida foi aplicado as médias ME2, das medigdes a zero graus. Os resultados

sdo resumidos na tabela a seguir.

Tabela 2: Resultados do teste de Kruskal-Wallis para a verificacdo da

diferenca entre os subgrupos estudados.

Tipo de medigao Tipo de dado p valor
45° ME1 0,000
Zero Graus ME2 0,000
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Observa-se que o teste rejeitou a igualdade entre os subgrupos A, B, C, D, E
e F a um nivel de significancia menor que 0,1% (p<0,001) nas duas situacdes analisadas
(45° e a zero graus). Portanto usou-se, um teste de comparagdes multiplas, para identificar

quais subgrupos diferem entre si.

5 RESULTADOS

5.1 Analise Quantitativa

A tabela 3 e a figura 8 mostram os valores médios e desvios padrao
referentes aos valores de retardos Opticos (OR em nm) dos tenddes dos subgrupos
experimentais analisados a 45° em relag¢do ao polarizador e analisador. Cabe ressaltar que
foram feitas cinco medidas na posi¢do de 45° em relagdo ao polarizador e analisador de
cada um dos 8 tenddes que constituiram cada subgrupo estudado totalizando 40
observacdes em cada um dos subgrupos (N =40) .

Tabela 3: Médias e Desvios Padrao dos valores de retardo optico (OR em nm) de fibras

de colageno de tenddes calcaneares de ratos analisadas em 45° em relacdo ao polarizador
e analisador para os subgrupos em estudo: A, B,C, D, Ee F

Subgrupos N Média Desvio Padrio

A (685 nm, 3J) 40 37,67 6,13
B (685 nm, 10J) 40 28,32 5,36
C (830 nm, 3J) 40 32,32 7,83
D (830 nm,10J) 40 24,43 6,66
E (CL/PL) 40 12,11 1,75
F (CP) 40 72,19 5,54
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Figura 8: Médias e Desvios Padrdo dos retardo Opticos, em nandmetros (nm)
(N=40) observados através da microscopia de luz polarizada dos tenddes calcaneares
de ratos em relagdo aos diferentes subgrupos estudados

A tabela 4 e a figura 9 representam as médias e desvios padrio referentes
aos valores de retardos Opticos (OR em nm) dos tenddes dos subgrupos experimentais
observados com o alinhamento do eixo longo dos tenddes orientados em zero graus em
relacdo ao polarizador do microscopio. Foram realizadas cinco medidas de cada um dos 8
tenddes que constituiram cada subgrupo estudado totalizando 40 observacdes em cada
um dos subgrupos (N = 40). As medidas foram realizadas com o alinhamento do eixo

longo dos tenddes orientados em zero graus ou paralelos ao polarizador do microscopio.
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Tabela 4: Médias e Desvios Padrao dos valores de retardo 6ptico (OR em nm) de fibras
de colageno de tenddes calcaneares de ratos observadas com o alinhamento do eixo
longo dos tenddes a zero graus ao polarizador para os subgrupos em estudo: A, B, C, D,
EeF

SUBGRUPOS N MEDIA DESVIO PADRAO
A (685 nm, 3J) 40 37,53 4,84
B (685 nm, 10J) 40 26,80 3,83
C (830 nm, 3J) 40 30,76 12,37
D (830 nm, 10J) 40 20,84 3,48
E (CL/PL) 40 12,12 2,22
F (CP) 40 63,86 12,65
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Figura 9: M¢édias e Desvios Padrio dos retardo Opticos, em nandmetros (nm)
(N=40) observados através da microscopia de luz polarizada dos tenddes calcaneares
de ratos em relagdo aos diferentes subgrupos estudados
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Com relacao ao grau de birrefrigéncia apresentado pelas fibras de colageno
tipo I na area de reparo tendineo, foi possivel através da analise do valor de retardo optico
(OR em nm) obter e comparar a efetividade dos diferentes tratamentos propostos.

Para verificar se houve diferenga estatisticamente significativa entre os
subgrupos estudados, os subgrupos foram comparados dois a dois usando o teste estatistico
ndo paramétrico de comparacdes multiplas feito através do programa estatisitco MINITAB

(TABELA 5 ¢ 7).

Tabela 5: Valores de p obtidos através do teste de comparagdes multiplas para as medidas
feitas em 45° em relagdo ao polarizador e analisador. Comparagao valores de retardo optico
(OR em nm) de todos os subgrupos em estudo: A (685 nm, 3J), B (685 nm, 10J), C (830
nm, 3J), D (830 nm, 10J), E (CL/PL), F (CP)

Subgrupos Comparados P ComparagoesMultiplas
AxB 0,0017 *
AxC 0,0291 *
AxD 0,0000 *x
AxE 0,0000 *x
AxF 0,0008 x
BxC 0,2816 NS
BxD 0,1093 NS
BxE 0,0000 *x
BxF 0,0000 *x
CxD 0,0093 *x
CxE 0,0000 *x
CxF 0,0000 *x
DxE 0,0008 *x
DxF 0,0003 *x
ExF 0,0000 *x

NS: ndo significativo; * significativo (P< 0,05); ** altamente significativo
(P<0,001)
Note-se que: quanto menor o valor de p, maior é a evidéncia de diferenca

entre os subgrupos estudados.

Na tabela 5 as medidas dos subgrupos em estudo foram tomadas a 45° do

polarizador e analisador.
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Em relacdo ao retardo optico (OR em nm) podemos observar que os valores
encontrados nos animais do subgrupo F (CP) apresentaram diferengas estatisticamente
significativas (p< 0,001) em relacdo aos valores encontrados nos animais dos demais
subgrupos: A (685 nm, 3J), B (685 nm, 10J), C (830 nm, 3J), D (830nm, 10J) e E (CL/PL)
respectivamente (tabela 5).

Quando comparados o subgrupo E (CL/PL) com os demais subgrupos (A, B,
C, D e F) foi verificado que os valores de OR (nm) foi estatisticamente diferentes (p<
0,001) que os demais subgrupos: A (685 nm, 3J), B (685 nm, 10J), C (830 nm, 3J), D
(830nm, 10J) e F (CP) (tabela 5).

Essa diferenca considerada altamente significativa (p< 0,001) mantém-se
quando comparado os valores de OR (nm) entre os subgrupos tratados A (685 nm, 3J) e D
(830 nm, 10 J). Quando comparados os subgrupos tratados A (685 nm, 3J) ¢ B (685 nm,
10J); A (685 nm, 3J) e C (830 nm, 3J); também pode-se observar uma diferenca estatistica
significativa (p< 0,05) (tabela 5).

No entanto, quando comparados os subgrupos tratados B (685 nm, 10J) e C
(830 nm, 3J); B (685 nm, 10J) e D (830 nm, 10J) ndo observou-se diferenca
estatisticamente significativa, considerando p< 0,05 (tabela 5).

Os subgrupos C (830 nm, 3J) e D (830 nm, 10J) quando comparados
apresentaram uma diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05).

Quando comparado através das médias os subgrupos tratados A (685 nm,
3J) e B (685 nm, 10J) os resultados obtidos no subgrupo A foram 33% maiores que o
subgrupo B. O subgrupo A (685 nm, 3J) também mostrou-se 16% maior em relacdo ao
subgrupo C (830 nm, 3 J). Quando comparou-se a média do subgrupo A (685 nm, 3J) com
o subgrupo D (830 nm, 10J), o primeiro foi 54% maior que o subgrupo D.

Embora ndo havendo uma diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05),
o subgrupo C (830 nm, 3J) mostrou-se 14% maior quando comparado com o subgrupo B
(685 nm, 10J).

O subgrupo C (830 nm, 3 J) foi 32% maior quando comparado com o

subgrupo D (830 nm, 10 J).
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O subgrupo B (685 nm, 10J) mostrou-se 15% maior em relagdo ao subgrupo
D (830 nm, 10 J), mesmo ndo havendo uma diferenga considerada estatisticamente

significativa (p< 0,05).

Tabela 6: Comparacdo dos resultados obtidos nos subgrupos tratados refentes a
porcentagem (%) de aumento do OR (em nm) dos subgrupos estudados

Subgrupos Porcentagem (%)
AxB 33%
AxC 16%
AxD 54%
CxB 14%
CxD 32%
BxD 15%

Tabela 7: Valores de p obtidos através do teste de comparagdes multiplas para as medidas
feitas com o alinhamento do eixo longo dos tenddes em zero graus em relagdo ao
polarizador. Comparacao valores de retardo 6ptico (OR em nm) de todos os subgrupos em
estudo: A (685 nm, 3J), B (685 nm, 10J), C (830 nm, 3J), D (830 nm, 10J), E (CL/PL), F
(CP)

Subgrupos Comparados P Comparag¢desMultiplas
AxB 0,0000 *x
AxC 0,0007 *x
AxD 0,0000 ok
AxE 0,0000 *x
AxF 0,0023 ok
BxC 0,1465 NS
BxD 0,0041 ¢
BxE 0,0000 *x
BxF 0,0000 ok
CxD 0,0002 *x
CxE 0,0000 ok
CxF 0,0000 *x
DxE 0,0008 ok
DxF 0,0000 *x
ExF 0,0000 ok

NS: nao significativo; * significativo (P< 0,05); ** altamente significativo
(P<0,001)
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Note-se que: quanto menor o valor de p maior ¢ a evidéncia de diferenga

entre os subgrupos estudados.

Na tabela 7 as medidas dos subgrupos em estudo foram tomadas com o eixo
longo dos tenddes orientados a zero graus em relagdo ao polarizador do microscépio.

Em relacdo ao retardo optico (OR em nm) podemos observar que os valores
encontrados nos animais do subgrupo F (CP) apresentaram diferengas estatisticamente
significativas (p< 0,001) em relacdo aos valores encontrados nos animais dos demais
subgrupos: B (685 nm, 10J), C (830 nm, 3J), D (830nm, 10J) e E (CL/PL) respectivamente.
Quando comparado com o subgrupo A o subgrupo F mostrou diferenga estatistica
significativa (p< 0,05) (tabela 7).

Quando comparados o subgrupo E (CL/PL) com os demais subgrupos (A, B,
C, D e F) foi verificado que os valores de OR (nm) foram estatisticamente diferentes (p<
0,001) que os demais subgrupos: A (685 nm, 3J), B (685 nm, 10J), C (830 nm, 3J), D
(830nm, 10J) e F (CP) (tabela 7).

Essa diferenca considerada altamente significativa (p< 0,001) mantém-se
quando comparado os valores de OR (nm) entre os subgrupos tratados A (685 nm, 3J) e B
(685 nm, 10J); A (685 nm, 3J) e C (830 nm, 3 J) e A (685 nm, 3J) e D (830 nm, 10J)
(tabela 7).

No entanto, quando comparados os subgrupos tratados B (685 nm, 10J) e C
(830 nm, 3J); ndo observou-se diferenca estatisticamente significativa, considerando p<
0,05. Os subgrupos B (685 nm, 10J) e D (830 nm, 10J) quando comparados mostraram uma
diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) (tabela 7).

Os subgrupos C (830 nm, 3J) e D (830 nm, 10J) quando comparados
apresentaram uma diferenga estatisticamente significativa (p< 0,001).

Quando comparado através das médias os subgrupos tratados A (685 nm,
3J) e B (685 nm, 10J) foi observado que o subgrupo A mostrou-se 40% maior em relagdo
ao subgrupo B. O subgrupo A (685 nm, 3J) também foi 22% maior em rela¢do ao subgrupo
C (830 nm, 3 J). Quando comparou-se a média do subgrupo A (685 nm, 3J) com o

subgrupo D (830 nm, 10J), o primeiro mostrou-se 80% maior que o subgrupo D.
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O subgrupo C (830 nm, 3J) foi 14% maior em relacdo ao subgrupo B (685
nm, 10J), mesmo ndo havendo uma diferenca considerada estatisticamente significativa (p<
0,05).

O subgrupo B (685 nm, 10J) mostrou-se 28% maior em relagdo ao subgrupo
D (830 nm, 10J).

O subgrupo C (830 nm, 3J) mostrou-se 47% maior em relagdo ao subgrupo

D (830 nm, 10 J).

Tabela 8: Comparagcdo dos resultados obtidos nos subgrupos tratados referentes a

porcentagem (%) de aumento do OR (em nm) dos subgrupos estudados

Subgrupos Porcentagem (%)

AxB 40%
AxC 22%
AxD 80%
CxB 14%
CxD 47%
BxD 28%

5.2 Analise Qualitativa
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Figura 10 - As fotomicrografias referem-se as observagdes qualitativas da andlise de
birrefringéncia total dos tenddes por meio da microscopia de luz polarizada dos seguintes
subgrupos: A e B. As imagens 1 e 3 estdo alinhadas em 45° entre o polarizador e
analisador. As imagens 2 e 4 correspondem ao alinhamento do eixo longo dos tenddes em
zero graus em relacdo ao polarizador. As setas mostram o alinhamento das fibras colagenas
e as estrelas mostram o local da tenotomia. A barra clara corrresponde a 100 pm.
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Figura 11 - As fotomicrografias referem-se as observagdes qualitativas da andlise de
birrefringéncia total dos tenddes por meio da microscopia de luz polarizada dos seguintes
subgrupos: C e D. As imagens 5 e 7 estdo alinhadas em 45° entre o polarizador e
analisador. As imagens 6 e 8 correspondem ao alinhamento do eixo longo dos tenddes em
zero graus em relacdo ao polarizador. As setas mostram o alinhamento das fibras colagenas
e as estrelas mostram o local da tenotomia. A barra clara corrresponde a 100 pm.
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Figura 12 - As fotomicrografias referem-se &s observacdes qualitativas da analise de
birrefringé€ncia total dos tenddes por meio da microscopia de luz polarizada dos seguintes
subgrupos: E e F. As imagens 9 e 11 estdo alinhadas em 45° entre o polarizador e
analisador. As imagens 10 e 12 correspondem ao alinhamento do eixo longo dos tendodes
em zero graus em relacdo ao polarizador. As setas mostram o alinhamento das fibras
colagenas e as estrelas mostram o local da tenotomia. A barra clara corrresponde a 100 pum.
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Figura 13 - As fotomicrografias referem-se 4s observagdes qualitativas da andlise de
birrefringéncia total dos tenddes por meio da microscopia de luz polarizada dos seguintes
subgrupos: A e B. As imagens 1 e 3 estdo alinhadas em 45° entre o polarizador e
analisador. As imagens 2 e 4 correspondem ao alinhamento do eixo longo dos tenddes em
zero graus em relacdo ao polarizador. As setas mostram o brilho de birrefringéncia
apresentado pelas fibras colagenas nos tenddes estudados. A barra clara corrresponde a 250
pm.
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Figura 14 - As fotomicrografias referem-se as observagdes qualitativas da andlise de
birrefringéncia total dos tenddes por meio da microscopia de luz polarizada dos seguintes
subgrupos: C e D. As imagens 5 e¢ 7 estdo alinhadas em 45° entre o polarizador e
analisador. As imagens 6 e 8 correspondem ao alinhamento do eixo longo dos tenddes em
zero graus em relacdo ao polarizador. As setas mostram o brilho de birrefringéncia
apresentado pelas fibras colagenas nos tenddes estudados. A barra clara corrresponde a 250
pm.
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Figura 15 - As fotomicrografias referer 1-se 4s observagdes qualitativas da andlise de
birrefringéncia total dos tenddes por meic da microscopia de luz polarizada dos seguintes
subgrupos: E e F. As imagens 9 e 11 =stdo alinhadas em 45° entre o polarizador e
analisador. As imagens 10 e 12 correspor dem ao alinhamento do eixo longo dos tendodes
em zero graus em relacdo ao polarizador As setas mostram o brilho de birrefringéncia
apresentado pelas fibras colagenas nos ten Oes estudados. A barra clara corrresponde a 250
pm.
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Nas figuras 10, 11 e 12, podemos observar a concentragdao, estado de
agregacdo, orientagdo e deposicdo das fibras coladgenas no local da tenotomia por meio da
microscopia de luz polarizada. As imagens da esquerda (1, 3, 5, 7, 9 e 11) estdo alinhadas
em 45° entre o polarizador ¢ o analisador. As imagens da direita (2, 4, 6, 8, 10 ¢ 12)
correspondem as observagdes do alinhamento do eixo longo dos tenddes a zero graus ou
paralelo ao polarizador.

Nas figuras 13, 14 e 15 podemos observar o brilho de birrefringéncia
apresentado pelas fibras coldgenas nos tenddes estudados. As imagens da esquerda (1, 3, 5,
7,9 e 11) estdo alinhadas em 45° entre o polarizador e o analisador. As imagens da direita
(2, 4, 6, 8, 10 e 12) correspondem as observagdes do alinhamento do eixo longo dos
tendoes a zero graus ou paralelo ao polarizador.

A figura 10 refere-se aos tenddes dos animais dos subgrupos tratados com
laser: A (685 nm, 3J —imagens: 1 e 2) e B (685 nm, 10 J — imagens: 3 e¢ 4). A figura 11
mostra os tenddes dos subgrupos tratados C (830 nm, 3J —imagens: 5 e 6) e D (830 nm, 10J
—imagens: 7 e 8).

As imagens 1 e 2 da figura 10 mostram uma melhor organiza¢do e
paralelismo das fibras de colageno dos tenddes do subgrupo A (685 nm e 3 J) (ponta da
seta), quando comparadas com as imagens dos tenddes dos demais subgrupos que
receberam tratamento laser. O local da tenotomia nas imagens 1 e 2 do subgrupo A (685
nm, 3 J), esta quase que totalmente preenchido por fibras coldgenas (estrela).

Nos subgrupos B (685 nm, 10 J) e D (830 nm, 10 J) a concentracao, estado
de agregacdo e orientacdo das fibras coldgenas (seta), assim como a deposi¢ao das mesmas
no local da tenotomia (estrela) se mostram um pouco diminuidas.

O subgrupo C (830 nm, 3J), mostra um certo grau de organizacao e estado
de agregacgdo das fibras coldgenas (seta), como uma quantidade consideravel das mesmas
no local da tenotomia (estrela), mostrando-se melhor que os subgrupos B e D. Porém,
comparado ao subgrupo A (685 nm, 3J) o subgrupo C (830 nm, 3J) apresenta nivel de
organizacdo e agregacdo das fibras assim como deposicdo das mesmas no local da

tenotomia inferior ao subgrupo A (685 nm, 3J).
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A figura 12 mostra os tenddes dos animais do subgrupo controle lesado e
tratamento placebo (imagens: 9 e 10) e os tenddes dos animais do subgrupo controle padrao
(imagens: 11 e 12).

As imagens 11 e 12 (figura 12) mostram o alto grau de agregacdo e
organizagdo das fibras coldgenas (seta), fato que nao pode ser observado nos tenddes das
imagens 9 e 10 do subgrupo controle lesado e tratamento placebo .

Na figura 12, a estrela mostra nas imagens 9 e¢ 10 dos tenddes do subgrupo
controle lesado e tratamento placebo a falta de deposicdo das fibras coldgenas no local da
tenotomia quando comparada com os demais subgrupos tratados com laser.

A figura 13 refere-se aos tenddes dos animais dos subgrupos tratados com
laser: A (685 nm, 3J — imagens: 1 e 2) e B (685 nm, 10 J — imagens: 3 e 4). A figura 14
mostra os tenddes dos subgrupos tratados C (830 nm, 3J — imagens: 5 ¢ 6) ¢ D (830 nm, 10J
—imagens: 7 e 8).

As imagens 1 e 2 da figura 13 mostram um maior brilho de birrefringéncia
das fibras de colageno dos tenddes do subgrupo A (685 nm e 3 J) (ponta da seta), quando
comparadas com as imagens dos tenddes dos demais subgrupos que receberam tratamento
laser.

Nos subgrupos B (685 nm, 10 J — imagens 3 e 4: figura 13) e D (830 nm, 10
J —imagens 7 e 8: figura 14) o brilho de birrefringéncia apresentado pelas fibras colagenas
(seta) se mostra um pouco diminuido.

O subgrupo C (830 nm, 3J — imagens 5 e 6: figura 14), mostra um certo
brilho de birrefringéncia (seta), mostrando-se melhor que os subgrupos B e D. Porém,
comparado ao subgrupo A (685 nm, 3J) o subgrupo C (830 nm, 3J) mostra um menor
brilho de birrefringéncia.

A figura 15 mostra os tenddes dos animais do subgrupo controle lesado e
tratamento placebo (imagens: 9 e 10) e os tenddes dos animais do subgrupo controle padrao
(imagens: 11 e 12).

Podemos observar nas regides demarcadas por pontas de setas a morfologia
do crimp com diferencas evidentes nas dimensdes das fibras e periodicidade das ondulagdes

entre os dois subgrupos (controle lesado e controle padrao). As imagens 11 e 12 (figura 15)
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mostram o alto grau de paralelismo das fibras colagenas, assim como um alto brilho de
birrefringéncia (seta), fato que ndo pode ser observado nos tenddes das imagens 9 e 10
(figura 15) do subgrupo controle lesado e tratamento placebo .

Todos os subgrupos tratados com laser e o subgrupo controle padrio
mostraram melhor concentragao, estado de agregacao e orientagao das fibras coldgenas que
o subgrupo controle lesado/tratamento placebo. No entanto, mesmo com o tratamento laser
nenhum dos subgrupos tratados atingiu o grau de organizacdo, agregacdo e orientagdo das

fibras colagenas como o subgrupo controle padrao.
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6 DISCUSSAO

O processo de reparacdo tendinea vem sendo estudado experimentalmente
através da tenotomia induzida (ENWEMEKA et al., 2000; REDDY et al., 1998a; REDDY
et al., 1997; GUM et al., 1997; STEHNO-BITTEL, 1997, ENWEMEKA, 1991;
ENWEMEKA et al., 1990; ENWEMEKA, 1989; ENWEMEKA, 1988). Muitos autores tém
utilizado o modelo de tenotomia para investigar a influéncia de agentes terapéuticos sobre o
reparo tendineo, dentre eles a LLLT. O tenddo de rato por sua vez, oferece a vantagem de
ser um tecido superficial, minimizando ao maximo o trauma cirtrgico e facilitando assim a
execucdo da técnica experimental. A escolha do modelo experimental ¢ fundamental para a
obtencdo de resultados reprodutiveis. Portanto, com base na literatura foi utilizado no
presente estudo o modelo experimental de tenotomia induzida em tenddes calcaneares de
ratos, para investigar o efeito do laser terapéutico de baixa poténcia no processo de
reparagdo tendinea. Especial aten¢do foi dada a padronizacdo das varidveis citadas acima,
de acordo com os resultados obtidos nas publicagdes de CUNHA, 2001; ENWEMEKA et
al. 2000; REDDY et al. 1998a; REDDY et al. 1997; GUM et al. 1997; STEHNO-BITTEL,
1997, ENWEMEKA, 1991; ENWEMEKA et al. 1990; ENWEMEKA, 1989;
ENWEMEKA, 1988, que evidenciaram a a¢do de agentes terapéuticos sobre o processo de
reparacdo tecidual em tenddes calcaneares tenotomizados.

Como metodologia de avaliagdo proposta, consideramos que o processo de
reparagdo tendinea possa ser melhor estudado e compreendido através de avaliagdes
quantitativas, assim como qualitativas das alteragdes que ocorrem na concentracao, estado
de agregacdo, orientacdo e deposi¢do das fibras de coldgeno no local da tenotomia. Os
métodos ou critérios de avaliacdo empregados neste trabalho foram utilizados por varios
autores, no estudo de agentes terapéuticos e fatores como aquecimento, exercicio e outros
processos fisiologicos que influenciam no processo de reparacao tendinea (CUNHA, 2001;
WHITTAKER & CANHAM 1991; VILARTA & VIDAL, 1989; VIDAL, 1987b;
PIMENTEL, 1981; VIDAL et al., 1975; MELLO et al., 1975).
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Aspectos Quantitativos das Medidas a 45°

Os resultados presentes neste trabalho demonstraram que as células
fibroblasticas ¢ as moléculas de coldgeno, durante os 13 dias do processo de reparo
tecidual, responderam ao tratamento com LLLT, colaborando com os resultados de
ENWEMEKA & REDDY, 2000; PAOLINI & PAOLINI-PISANI, 2000; BJORDAL,
2000; PARIZOTTO & BARANAUSKAS, 1998a; PARIZOTTO & BARANAUSKAS,
1998b; ROBERTO, 1998; REDDY et al., 1998a; GUM et al. 1997; ENWEMEKA et al.
1994; SCHMITT et al. 1993; ENWEMEKA, 1992b; ENWEMEKA, 1991;
ENWEMEKA et al., 1990; ENGLAND et al. 1989; LONGO et al., 1987.

O tratamento com LLLT (685 nm, 3J), promoveu um efeito estimulante no
processo de reparo tecidual com aumento do estado de agregacdo ordenado das fibras de
colageno evidenciado pelo maior brilho de birrefringéncia representado quantitativamente
pelo valor de OR (em nm), estatisticamente maior (p< 0,05), que os valores de OR obtidos
nos tenddes dos subgrupos B (685 nm, 10J) e C (830 nm, 3J). O tratamento A (685 nm, 3J),
mostrou-se 33% maior em relagdo ao tratamento B (685 nm, 10J), quanto ao valor de OR.
Em relagdo ao tratamento C (830 nm, 3J) o tratamento A (685 nm, 3J) foi 16% maior.
Considerando uma diferenca estatistica de p< 0,001 o subgrupo A (685 nm, 3J) diferiu-se
do subgrupo D (830 nm, 10J), mostrando-se 54% superior a este quanto ao valor de OR.

Segundo os dados deste trabalho quando comparou-se os subgrupos B (685
nm, 10J) ¢ C (830 nm, 3J); B (685 nm, 10J) e D (830 nm, 10J) ndo constatou-se diferenga
estatisticamente significativa (p< 0,05). Porém, em relacdo a porcentagem (%) de aumento
no valor de OR, o tratamento C (830 nm, 3J) foi 14% maior que o tratamento B (685 nm,
10J) e este 15% maior que o tratamento D (830 nm, 10J) quanto ao valor de OR.

Os resultados obtidos entre a comparagdo dos subgrupos C (830 nm, 3J) e D
(830 nm, 10J) mostraram uma diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05), sendo que
neste caso o tratamento C (830 nm, 3J) foi 32% superior quanto ao valor de OR do
tratamento D (830 nm, 107J).

As observagdes de valor de OR significativamente maior para o subgrupo F

(controle padrdo), quando comparado com os valores de OR dos demais subgrupos
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tenotomizados: A, B, C, D e E (ps 0,001), podem ser explicados pelo alto grau de
organizacdo e empacotamento das fibras de colageno nos tenddes deste subgrupo, uma vez
que ndo sofreram nenhum tipo de lesdo. Esses dados estdo condizentes com o trabalho de
VIDAL & CARVALHO (1990), tanto em rela¢do a idade do animal como a espessura do
corte do tenddo na lamina, demonstrando uma acuracidade das medidas.

Os animais do subgrupo E (controle lesado), apresentaram valores de OR
estatisticamente menores (p< 0,001) que os valores de OR encontrados no subgrupo F
(controle padrdo), o que ja era esperado, pois o subgrupo E (controle lesado) representa
uma cicatrizagdo sem intervencdo de um mecanismo externo. Este subgrupo quando
comparado com os demais subgrupos tratados com a LLLT (A, B, C e D) também
apresentou valor de OR estatisticamente inferior (p< 0,001) este fato confirma os resultados
obtidos por varios autores que demonstraram que a LLLT produz um efeito benéfico sobre
tenddes em processo de reparagcio (ENWEMEKA & REDDY, 2000; PAOLINI &
PAOLINI-PISANI, 2000; BIORDAL, 2000; PARIZOTTO & BARANAUSKAS, 1998a;
PARIZOTTO & BARANAUSKAS, 1998b; ROBERTO, 1998; REDDY et al., 1998a;
GUM et al., 1997, ENWEMEKA et al., 1994, SCHMITT et al., 1993; ENWEMEKA,
1992b; ENWEMEKA, 1991; ENWEMEKA et al., 1990; ENGLAND et al., 1989; LONGO
et al., 1987).

Aspectos Quantitativos das Medidas a Zero Graus

Quando as medidas de OR (em nm) foram feitas a zero graus ou paralelas ao
polarizador do microscopio algumas mudancas nos resultados estatisticos foram detectadas.
Isso ocorreu, devido as modificagdes no curso das fibras de colageno em relagdo ao eixo
longo do tenddo o que nos levou a realizar medidas nesta posi¢do afim de detectar tais
alteragoes.

Os resultados obtidos nesta andlise colaboram com aqueles obtidos na
analise feita a 45° onde o subgrupo A (685 nm, 3J) promoveu um efeito benéfico no
processo de reparo tendineo com aumento da sintese de colageno no local da lesdo. Neste

subgrupo (685 nm, 3J) foi verificado um maior brilho de birrefringéncia representado
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quantitativamente pelo valor de OR, estatisticamente maior (p< 0,001), que os valores de
OR obtidos nos tenddes dos subgrupos B (685 nm, 10J), C (830 nm, 3J) e D (830 nm, 101J).
O tratamento A (685 nm, 3J) foi 40% maior que o tratamento B (685 nm, 10J); 22% maior
que o tratamento C (830 nm, 3J) e 80% maior que o tratamento D (830 nm, 10J).

Quando comparou-se o tratamento B (685 nm, 10J) e C (830 nm, 3J) o
mesmo resultado se manteve como nas analises feitas a 45°, ndao havendo diferenca
estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os dois subgrupos tratados. Porém,
considerando o nivel de porcentagem (%) de aumento de OR, o tratamento C (830 nm, 3J)

foi 14% maior que o tratamento B (685 nm, 10J).

No entanto quando comparados os subgrupos B (685 nm, 10J) e D (830 nm,
10J) houve uma diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os subgrupos, onde
o tratamento B (685 nm, 10J) mostrou-se 28% maior que o tratamento D (830 nm, 10J).
Podemos inferir através destes resultados que provavelmente o laser vermelho de 685 nm,
10 J, produziu um efeito benéfico na proliferacao e concentracao das fibras de colageno que
se arranjaram em varias direcdes no eixo longo do tenddo quando as medidas foram

tomadas a zero graus em relagdo ao polarizador do microscépio.

Em relagdo aos resultados obtidos entre o subgrupo C (830 nm, 3J) e D (830
nm, 10J) houve diferenca estatisticamente significativa (p< 0,001), mostrando que o

tratamento C (830 nm, 3J) foi 47% maior que o tratamento D (830 nm, 10J).

As observagdes de valor de OR significativamente maior para o subgrupo F
(controle padrao), quando comparado com os valores de OR dos subgrupos tenotomizados
B, C, D e E (p< 0,001), como mencionado anteriormente, podem ser explicados pelo alto
grau de organizacdo e empacotamento das fibras de coldgeno nos tenddes deste subgrupo,
uma vez que nao sofreram nenhum tipo de lesdo. O mesmo foi observado quando analisou-
se os valores de OR do subgrupo F (controle padrao) em relagdo ao subgrupo A (685 nm,

3J) onde estes diferiram-se estatisticamente considerando p< 0,05.

Colaborando com o que foi dito previamente os animais do subgrupo E

(controle lesado), apresentaram valores de OR estatisticamente menores (p< 0,001) que os
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valores de OR encontrados no subgrupo F (controle padrao), ja que o subgrupo E (controle
lesado) representa uma cicatrizagdo sem intervencdo de um mecanismo externo. Este
subgrupo quando comparado com os demais subgrupos tratados com a LLLT (A, B, C e D)
também apresentou valor de OR estatisticamente inferior (p< 0,001).

A partir dos resultados expostos podemos inferir que a efetividade do
tratamento laser mostrou primeiramente uma relacdo dose-dependente no processo de
reparo tendineo e secundariamente uma dependéncia no comprimento de onda laser
utilizado, visto que ao final do 13 dias de P.O. o tratamento A (685 nm, 3J) mostrou ser
mais efetivo no processo de cicatrizagdo (p< 0,05) que o tratamento B (685 nm, 10J),
demonstrando a influéncia da dose de 3J no processo de reparagdo tendinea. Quando
comparou-se o tratamento A (685 nm, 3J) com o C (830 nm, 3J) o primeiro foi mais eficaz
(p= 0,05) mostrando que o comprimento de onda 685 nm colaborou na resposta benéfica
do reparo. Considerando (p< 0,001) o tratamento A (685 nm, 3J) mostrou-se melhor que o
tratamento D (830 nm, 10J), neste caso a dose de 3] e o comprimento de onda 685 nm
parecem influenciar benéficamente na melhora. O tratamento B (685 nm, 10J) foi melhor
que o tratamento D (830 nm, 10J) quando (ps 0,05), mostrando a influéncia do
comprimento de onda 685 nm no processo de cicatrizagao. O tratamento C (830 nm, 3J)
mostrou-se mais efetivo que o tratamento D (830 nm, 10J), considerando (ps< 0,05), neste
caso a dose de 3J influenciou na aceleracdo do processo de reparo. Através desses dados
podemos concluir que o laser de 685 nm, 3J mostrou-se mais efetivo no processo de reparo
tendineo seguido pelo laser 830 nm, 3J, em ambos os tratamentos a dose de 3J parece ter
uma influéncia benéfica no processo de reparo tendineo predominando sobre o
comprimento de onda laser.

Segundo VIDAL (1987b), durante o processo de reparo tendineo as fibras de
colageno tornam-se progressivamente mais espessas e seu brilho de birrefringéncia
aumenta, indicando uma melhor organizacao e estado de agregagao macromolecular. Os
resultados obtidos neste trabalho demonstram claramente isso quando reportamos os
resultados dos animais do subgrupo E (controle lesado), que demonstraram um baixo valor
de OR principalmente quando comparados como subgrupo F (controle padrdo),

evidenciando que existe alteracdo da morfologia do colageno apos a lesdao. Os animais
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tratados com laser modificaram as suas propriedades anisotrépicas (figura 10). Portanto,
concordando com as afirmagdes de VIDAL (1987a), no presente trabalho, a microscopia de
polarizagdo mostrou ser um meio de andlise valioso para o estudo da matriz extracelular,
permitindo obter informagdes a respeito da organiza¢do molecular da mesma, podendo
assim ser considerada um meio de pesquisa da infraestrutura da matriz. Este método
permitiu ainda, a deteccdo e a quantificacdo do fendmeno anisotrépico do colageno
denominado birrefringéncia.

A influéncia benéfica da LLLT sobre a organizacdo e agregagdo das fibras
colagenas em tenddes em processo de reparacdo ocorre provavelmente devido a
fotoestimulacdo laser de baixa poténcia com certos comprimentos de onda estimular o
reparo tecidual por favorecer a liberacdo de fatores de crescimento dos fibroblastos e
estimular o processo cicatricial. Além disso, estudos prévios sugerem que a fotoestimulacao
laser aumenta a sintese de ATP pela aceleracdo na transferéncia de elétrons na cadeia
mitocondrial, (YAAKOBI et al.,, 1996; ENWEMEKA, 1988; SAPARIA et al., 1986;
MESTER et al., 1985; PASSARELLA et al, 1984) promove a produgdo de acidos
nucleicos, aumenta a divisao celular (YAAKOBI et al., 1996; PASSARELLA et al., 1984)
e facilita os eventos pos-translacionais induzindo a sintese de moléculas de procolageno
(SAPARIA et al., 1986; MESTER et al., 1985; PASSARELLA et al., 1984). Também ¢
reportado que a LLLT aumenta a microvascularizacdo ao mesmo tempo que acelera a
proliferacao fibroblastica, melhorando assim a qualidade do reparo (LONGO & MESTER,
1998).

VAN DER VEM et al. (1998), sugerem que o laser de baixa poténcia atua
na reparagdo, contribuindo para a regeneracdo dos vasos linfaticos lesados, que quando
restabelecidos na area lesada promovem a drenagem do fluido inflamatério.

Segundo MESTER et al. (1985), o laser de baixa poténcia aumenta a
proliferacdao celular e acelera a formagdo precoce de tecido de granulacdo. Os mesmos
autores sugerem que as vias metabolicas sdo as responsaveis por este efeito cicatrizante, em
decorréncia principalmente do aumento da disponibilidade de energia quimica (ATP) nas

células.
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Os mecanismos reais pelos quais a fotoestimulagdo laser facilita a produgao
de colageno em tenddes em processo de reparo ainda ndo ¢ clara. E possivel que a
estimulacdo da producdo de coldgeno em tenddes lesados fotoestimulados pelo laser seja
atribuido a alteragdes na regulacdo dos genes ou em modulagdes que ocorrem nas enzimas
que estao envolvidas no metabolismo do colageno (REDDY et al., 1998a).

O laser atuaria estimulando a atividade mitocondrial, no aumento de ATP,
no aumento da sintese de DNA e RNA, no aumento da sintese de proteinas, na modulagdo
da atividade enzimatica e na aceleragdo do metabolismo celular (SIMUNOVIC et al.,
2000).

LOPES-ALMEIDA et al. (2001), relatam que a LLLT aumenta o
metabolismo celular e o potencial regenerativo dos tecidos bioldgicos, aumentando a
neovascularizagdo e a formacgao de tecidos regenerados.

Segundo KIPSHIDZE et al. (2001); WEBB et al. (1998), a LLLT pode
induzir a libera¢do de fatores de crescimentos pelos fibroblastos, o que provavelmente
atuariam como agentes autdcrinos estimulando a mitose e/ou reduzindo a morte celular. O
laser também atuaria nas citocinas colaborando ainda mais com o processo de reparo. Os
fatores de crescimento, principalmente FGF-1 e FGF-2, sdo substancias essenciais na
modulacdo do processo de reparo, aumentando a quimiotaxia e a atividade mitogénica das
células endoteliais.

Tem sido reportado na literatura que a estimulacdo laser de baixa
poténcia parece promover um sinal na matriz extracelular promovendo mudangas nas
estruturas fibrilares, isso ocorre apds a coeréncia eletromagnética interagir com as
moléculas de coldgeno. A organizagdo azimutal do coldgeno no eixo longitudinal do
tendao apresenta uma boa evidéncia das mudangas estruturais que ocorrem com as fibras
apos serem irradiadas com laser, tendo desta forma uma significativa influéncia na
performance funcional desta estrutura corporal (PARIZOTTO, 1998a, ENWEMEKA et
al., 1990; MOORE & BEAUX, 1987; HUNTER & FINLAY, 1973).

Nossos resultados vém concordar com a influéncia benéfica do laser de
baixa poténcia na proliferagdo de fibroblastos e no aumento da sintese de colageno para a

matriz extracelular, quando reportamos os efeitos encontrados no tratamento de tenddes
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tenotomizados principalmente com laser de 685 nm e 3J. Estudos de ENWEMEKA &
REED (2000); PAOLINI & PAOLINI-PISANI (2000); BJORDAL (2000); Xu et al., citado
por TUNER & HODE (1999); REDDY et al., (1998a); PARIZOTTO & BARANAUSKAS
(1998a); PARIZOTTO & BARANAUSKAS, (1998b); REDDY et al., (1997);
ENWEMEKA (1992b); ENWEMEKA et al., (1990); dao suporte e sustentagdo aos
resultados encontrados neste trabalho.

ENWEMEKA & REDDY (2000), utilizando doses de 1 mJ/cm” e 5 mJ/cm®
e 0,5 J/em® ¢ 1 J/em® de laser He-Ne (632,8 nm) observaram um aumento de 30 — 40% na
forga ténsil de tenddes apds 14 dias da inducdo da tenotomia. Esse efeito foi mais
pronunciado na dose de 1 J/cm®.

Os mesmos autores acima citados, quando compararam o nivel de resposta
tecidual entre os dois lasers utilizados He-Ne (632,8 nm) e As-Ga (904 nm) ambos na dose
de 1 J/em?, observaram que o processo de reparo tendineo e a performance biomecanica
dos tenddes lesados foram melhorados quando utilizou-se o laser de He-Ne (632,8 nm)
(ENWEMEKA & REDDY, 2000).

PAOLINI & PAOLINI-PISANI (2000), observaram um efeito positivo
do laser de He-Ne (632,8 nm) no tratamento da tendinite dos tenddes do manguito
rotador, quando comparado com o tratamento com diodo laser ndo-coerente (660 nm) e

0 uso de anti-inflamatoérios ndo esteroidais.

BJORDAL (2000), realizou uma revisao bibliografica sobre o efeito do laser
de baixa poténcia na cicatrizagdo tendinea. O autor encontrou um intervalo de doses 6timas
para a estimulagdo de fibroblastos com LLLT a 3,2 J/em® — 6,3 J/cm” e para a estimulagéo
de fibras de coldgeno com doses de 0,2 J/em? — 2,0 J/em?,

Xu et al., citado por TUNER & HODE (1999), fez um estudo com 50
galinhas brancas, onde 10 serviram como controle e 40 sofreram lesdo do tenddo profundo
do 2° e 3° dedo do pé. Os tenddes tratados receberam laser de He-Ne, a irradiagdo iniciou-
se 24 horas apds a lesdo e continuou por 3 semanas. Os resultados demonstraram que o
laser de He-Ne atuou beneficamente no processo inflamatoério, absor¢do do edema,
estimulante da sintese de coldgeno e remodelamento do tenddo sendo decisivo para a

recuperacao funcional desta estrutura lesada.
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REDDY et al. (1998a), constatou aumento na producao de coldgeno em
tenddes de coelhos tenotomizados tratados com feixe laser He-Ne (632,8 nm) a 1 J/em?,
diariamente por 14 dias, comparados com o grupo controle ndo tratado.

PARIZOTTO e BARANAUSKAS (1998a), utilizando um feixe laser He-Ne
(632,8 nm), nas doses de 0,5; 5; e 50 J/em? em 32 tenddes lesados de ratos, observaram
através da analise por Spectroscopia por Infravermelho um aumento das ligagdes de
hidrogénio intra e intermolecular nas moléculas de coldgeno desses tenddes, com maior
significancia na dose de 5 J/cm® comparados com o grupo controle.

Em outro estudo os mesmos autores reportaram melhora da organizagao
molecular dos feixes de coldgeno em tenddes lesados utilizando os mesmos pardmetros do
estudo anterior. Através da analise por Microscopia de Forga Atomica observou-se melhor
arranjo e ordem molecular nas moléculas e fibrilas dos tenddes tratados com laser,
principalmente na dose de 5 J/cm” (PARIZOTTO & BARANAUSKAS, 1998b).

REDDY et al. (1997), estudaram o efeito do laser de He-Ne (632,8 nm) e da
estimulacdo elétrica (corrente galvinica) no processo de reparo tecidual de tenddes
tenotomizados de coelhos. O tratamento consistiu de 5 aplicagdes consecutivas de
estimulagdo elétrica transcutanea iniciando no primeiro dia do P.O juntamente com a
aplicagdo de laser de He-Ne, 1 J/em?, o tratamento com laser seguiu até o 14° dia do P.O.
Os resultados constataram uma maior producdo de coldgeno acelerando o processo
cicatricial dos tenddes lesados.

ENWEMEKA (1992b), reportou um aumento das fibras de coldgeno no
citoplasma de fibroblastos de tenddes tenotomizados de coelhos expostos ao feixe laser He-
Ne (632,8 nm) e densidade de energia de 1 mJ/em® e 5 mJ/em?.

Um estudo feito em tenddes tenotomizados de coelhos, utilizando o laser
He-Ne (632,8 nm), nas doses de 1,2 ,3 4¢ 5 mJ/cm?, demonstrou nos tenddes tratados
uma maior producdo de colageno e maior alinhamento do mesmo no eixo longitudinal do
tenddo, esses efeitos foram mais significantes nas doses de 4 e 5 mJ/crnz, esses achados
indicam que a fotoestimulagdo laser He-Ne pode modular a biossintese do colageno em

tenddes lesados (ENWEMEKA et al., 1990).
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Embora os melhores resultados obtidos neste trabalho foram com laser
vermelho 685 nm, 3J, alguns estudos reportam o beneficio terapéutico do laser
infravermelho nas desordens tendineas. Este fato nos chama atencao, ja que o laser 830 nm,
3J também produziu resultados terapéuticos satisfatorios no processo de reparo tendineo
dos animais estudados.

ROBERTO (1998), realizou um estudo comparativo entre o laser diodo (780
nm) e o laser de CO, (10,600 nm) no tratamento da tendinite do tenddo calcanear de 40
atletas que foram divididos em 4 grupos experimentais. Os parametros utilizados para a
irradiacdo do primeiro grupo foram 780 nm, 20 J/cm?, continuo e aplicacio por varredura,
os pardmetros do segundo grupo foram 780 nm, 180 J/cm?, pulsado e aplicagdo pontual. O
terceiro grupo recebeu irradiagdo com laser de CO; (10,600 nm), 15 Jem?, pulsado e
aplicacdo por varredura, o quarto grupo recebeu laser de CO, (10,600 nm), 15 J/em?,
aplicagdo pontual. Foi observado melhores resultados em relagdo ao alivio do quadro algico
no tratamento laser de 780 nm nas duas modalidades terapéuticas empregadas.

ENWEMEKA et al. (1994), estudou o feito do laser de As-Ga (904 nm) em
tenddes tenotomizados nas doses de 0,5 J/em?; 1,0 J/em?® e 1,5 J/cm?, 0 autor constatou um
aumento de 40% na capacidade biomecanica de tenddes lesados apds 14 dias de reparo,
esse efeito foi intensificado principalmente na dose de 1,0 J/em®.

SCHMITT et al. (1993), realizou um experimento em trinta cdes que foram
submetidos a tenotomia e tenorrafia do tenddo calcanear de ambas as patas, foi utilizado
um laser de As-Ga (904 nm), 4 J/em” pontual e 1 J/cm® na forma de varredura ao longo do
tendao esquerdo durante 10 dias consecutivos, o tenddo direito serviu como controle.
Embora os resultados ndo demonstraram aumento da proliferacdo fibrobléstica e aumento
na sintese de colageno dos tenddes quando comparados com o seu controle contralateral, os
autores relataram que macroscopicamente os tenddes tratados apresentaram-se melhor
vascularizados, com redu¢do de aderéncias e 6timo aspecto estético de cicatrizagao.

ENGLAND et al. (1989), estudaram o efeito do laser de baixa poténcia nas
tendinites do musculo supraespinhoso e biceps braquial de humanos. O tratamento foi feito

com laser de As-Ga (904 nm), 3 vezes por semana por um periodo de duas semanas. Os
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pacientes tratados apresentaram uma reducao do quadro algico e melhora funcional quando
comparado com o grupo controle ndo tratado.

LONGO et al. (1987), demonstrou que ¢ possivel obter aceleracdo da
cicatrizacdo na faixa do infravermelho, através da utilizagdo de um laser de baixa poténcia
com intervalo espectral na faixa do infravermelho proximo (830nm) no processo de reparo
tecidual em tenddes calcaneares de ratos.

Embora exista uma grande quantidade de trabalhos na literatura que
reportam o efeito positivo da radiagdo laser de baixa poténcia nas lesdes do tecido
conjuntivo, alguns autores relatam efeitos negativos deste tipo de radiagdo comprovados
em seus trabalhos.

No trabalho de REDDY et al. (1998b), os autores ndo observaram melhora
na performance biomecanica de feridas induzidas em ratos diabéticos tratadas com laser de
As-Ga (904 nm), 1 J/em?.

O tratamento com laser de 830 nm, continuo, 3 J por ponto, feito duas
vezes por semana durante o periodo de oito semanas, ndo demonstrou resultados
satisfatorios na reducdo do quadro algico, rigidez e limitacdo do movimento, quando
utilizado no tratamento da tendinite dos tenddes rotadores do ombro de 35 pacientes que

foram submetidos ao protocolo de tratamento (VECCHIO et al., 1993).

Ao estudar o processo de reparagdo tendinea durante 14 dias GUM et al.
(1997), utilizou um protocolo de terapia combinada com estimulagdo elétrica transcutanea
(corrente galvénica), laser de As-Ga (904 nm), 1 Jem® e Ultra-Som. Os resultados
demonstraram aumento na producao de coldgeno, porém sem significancias estatisticas na
performance funcional dos tenddes tratados em relagdo ao grupo controle, sugerindo que
terapias combinadas podem ndo influenciar de forma positiva no processo de cicatrizagao
tendinea.

Um estudo feito por SIEBERT et al. (1987), ndo constatou melhora do
quadro algico e do desempenho funcional de 32 pacientes portadores de tendinopatias. O
tratamento foi realizado com a combinacao do laser de He-Ne (632,8 nm) e laser de As-Ga
(904 nm), em aplicagdes de 15 minutos diarios, vale ressaltar que os autores ndo fizeram

citagdes do valor das doses empregadas.
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Aspectos Qualitativos da Analise em Microscopia de Polarizaciao

No presente estudo, a execugdo do referido modelo experimental envolveu a
seccdo completa do tenddo, sendo evidenciado através da andlise qualitativa feita por
fotomicrografias dos tenddes dos subgrupos estudados. Através desta anélise, foi permitido
a visualizacgdo do reparo tendineo em diversos graus nos tenddes tenotomizados
experimentalmente. Estes achados coincidem com os estudos de CUNHA, (2001);

SANKARAN & WALSH (1998); THOMSEN et al., (1989).

A érea padronizada como regido de investigacdo corresponde a area total da
tenotomia produzida ao nivel da regido média do tenddo. Esta pode ser identificada pela
presenca de fibras colagenas imaturas tentando se organizar para preencher o local lesado
(setas e estrelas das figuras 10, 11 e 12). Através da anélise qualitativa podemos observar o
maior brilho de birrefringéncia nos tenddes do subgrupo A (685 nm, 3J) e subgrupo F
(controle padrdo) e o auto-arranjo e organizacdo das fibras colagenas formando feixes
orientados em grupos helicoidais ao eixo longo dos tenddes representados pelas setas.
Portanto, a terapia laser de baixa poténcia influenciou benéficamente na remodelacdo e na
organizagao do tecido tendineo submetido a tenotomia total. Estes achados corroboram com
os trabalhos de CUNHA et al., (2001); SANKARAN & WALSH (1998); WHITTAKER &
CANHAM (1991); THOMSEN et al., (1989); VIDAL, (1986); que estudaram o grau de
birrefringéncia e a orientagdo das fibras de colageno em tecidos conjuntivos sob condigdes

normais e sob a influéncia de agentes externos.

WHITTAKER & CANHAM (1991), relatam que o conhecimento da
organizagdo estrutural de um tecido ¢ freqiientemente requerido para compreendermos a

sua func¢ao.

A birrefringéncia textural (forma) ¢ dependente do volume parcial
(concentracdo), estado de agregacdo e orientagdo dos feixes de coldgeno, sua mensuragao
possibilita 0 melhor meio para se estudar a ordem molecular ¢ o grau de agregacgdo

ordenada dos feixes de colageno (VIDAL, 1986).
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Um estudo sobre a influéncia do ultra-som terapéutico no processo de reparo
tendineo feito por CUNHA et al. (2001), evidenciou através da andlise qualitativa feita pela
microscopia de luz polarizada a concentracdo, estado de agregacdo e a orientacdo das fibras
de colageno nos tenddes estudados. Neste trabalho, as imagens também foram tomadas com
o alinhamento do eixo longo dos tenddes a zero graus ou paralelo ao polarizador € com o
eixo orientado a 45° entre o polarizador e analisador do microscépio. Foi verificado maior
brilho de birrefringéncia nos tenddes tratados com ultra-som na modalidade pulsada e uma

intensificagdo do mesmo nos tenddes que ndo sofreram nenhum tipo de intervengao.

VIDAL (1986), estudou o grau de birrefringéncia de tenddes calcaneares
normais de bovinos. Na andlise qualitativa os tenddes mostraram uma orientacdo paralela
das fibras coldagenas em relagdo ao eixo longitudinal do tenddo e um alto valor de

birrefringéncia.

SANKARAN & WALSH (1998), analisaram o efeito do aquecimento sobre
a composicao estrutural de tenddes de ratos através da andlise de birrefringéncia e imagens
feitas por fotomicrografias dos tenddes estudados. O aquecimento promoveu a
desnaturacdo dos tenddes provocando uma queda de 68% no brilho de birrefringéncia,

comprovando a influéncia de agentes externos na mudancga da estrutura do tecido tendineo.

O efeito do aquecimento com laser de Nd:Yag (1,600 nm) e poténcia de 60
W também foi estudado por THOMSEN et al., (1989), em tecidos contendo coldgeno, onde
mudangas no valor de birrefringéncia e na cor das amostras de colageno foram detectadas

quando analisadas e microfotografadas pelo microscopio de luz polarizada.

WHITTAKER & CANHAM (1991), analisaram através de fotomicrografias
feitas pelo microscopio de polarizagdo a acdo do estiramento sobre fibras coldgenas de
tenddes calcaneares de caes. A andlise qualitativa revelou um aumento no alinhamento das
fibras colagenas submetidas ao estiramento quando comparadas com as fibras dos tenddes

ndo estirados.
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Aspectos Gerais

Com relagdo ao protocolo de tratamento, a escolha dos valores dos
comprimentos de onda utilizados no presente estudo foram baseados nos trabalhos de
PARIZOTTO & BARANAUSKAS (1998a); PARIZOTTO & BARANAUSKAS (1998b);
REDDY et al. (1998a); GUM et al. (1997); REDDY et al. (1997); KARU et al. (1995);
LUBART et al. (1992); ENWEMEKA (1992b); ENWEMEKA et al. (1990); LABBE et al.
(1990); YOUNG et al. (1989); KARU (1987).

Estes autores sugerem que os lasers de comprimento de onda na faixa do
visivel e infravermelho podem ser mais eficazes na promogao de respostas com melhores
resultados clinicos. E sabido que a resposta celular a radiacdo depende do comprimento de
onda laser ja que cada célula possui moléculas fotorreceptoras capazes de absorver a
radiagdo e assim gerar uma resposta bioldgica desejada. Segundo reportado por LABBE et
al. (1990), a fotobiomodulagdo possui um intervalo terapéutico de 633 nm a 1060 nm. Os
mesmos autores mencionam a importancia de identificar qual comprimento de onda ¢ mais
efetivo para um determinado tecido, ja que cada tipo celular possui diferentes cromoforos e
quantidades distintas dos mesmos capazes de absorver a radiacdo. O presente trabalho veio
na tentativa de esclarecer uma duvida presente na literatura, ou seja, qual o comprimento de
onda e dose da LLLT sdo mais efetivos no processo de reparagdo tendinea apods a

tenotomia.

E consenso que os comprimentos de onda mais curtos (na faixa do visivel)
dispersam mais e sdo prontamente absorvidos, penetrando menos do que os comprimentos
longos, sendo portanto, mais apropriados para o tratamento de lesdes superficiais. Por outro
lado, os comprimentos de onda mais longos, dentro da faixa do infravermelho préximo
(700 nm até 1200 nm) sdo mais adequados para o tratamento de lesdes profundas
(LAAKSO et al., 1993b). Nosso trabalho concorda com essa defini¢do ja que por se tratar
de um tecido superficial, o tenddo calcanear lesado foi melhor beneficiado quando utilizou-

se laser de 685 nm, 3J.

Segundo KARU et al. (1995), a irradiacdo com laser de 633 nm, aumentou o

potencial de membrana mitocondrial e o gradiente de préton transmembrana, induzindo a
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mudancgas nas propriedades Opticas da mitocondria que levaram ao aumento da taxa de
ATP e sintese de proteinas. KARU (1987), relata que a irradiagdo na faixa do vermelho
causa um aumento no indice mitoético, fazendo com que a luz tenha um papel fundamental
no controle metabolico da célula, a autora afirma que tanto o comprimento de onda quanto

a dose da LLLT determinam a intensidade da resposta biologica.

Através da andlise por Spectroscopia por Infravermeho, PARIZOTTO &
BARANAUSKAS (1998a), observaram um aumento das ligagdes de hidrogénio intra e
intermolecular em moléculas de colageno de tenddes lesados, utilizando um laser He-Ne
(632,8 nm).

Em outro estudo os mesmos autores reportaram melhora da organizagdo
molecular dos feixes de coldgeno em tenddes lesados. Através da andlise por Microscopia
de For¢a Atomica observou-se melhor arranjo e ordem molecular nas moléculas e fibrilas
de tenddes tratados com laser He-Ne (632,8 nm) (PARIZOTTO & BARANAUSKAS,
1998Db).

REDDY et al. (1998a), reporta que a LLLT com determinados
comprimentos de onda pode acelerar a reparacdo tecidual por estimular a liberagdo de
fatores de crescimento dos fibroblastos estimulando assim a cicatrizacdo. Os autores
estudaram o efeito do laser de He-Ne (632,8 nm) no processo de reparagdo tendinea apos
tenotomia induzida e foi observado um aumento na produgdo de colageno o que facilitou o

Processo de reparo.

O aumento da sintese de fibrilas pelos fibroblastos foi observada quando
tenddes tenotomizados foram irradiados com laser de He-Ne (632,8 nm) (ENWEMEKA,
1992b).

ENWEMEKA et al. (1990), utilizando um laser de He-Ne (632,8 nm) em
tenddes tenotomizados observaram um maior alinhamento de fibroblastos e fibras de

colageno no eixo longitudinal do tendao.

Para investigar a sensitividade das células a irradia¢ao laser LUBART et al.
(1992), irradiou culturas de fibroblastos com comprimentos de onda de 360 nm, 632 nm e

780 nm e doses que variaram de 0,1 J/cm® a 90 J/cm®. Os autores concluiram que a
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proliferacao celular foi estimulada em doses mais baixas, sendo que doses elevadas
causaram a destruicio celular por superestimular a liberagio de 'O, simples, o

comprimento de onda que mais contribuiu para a proliferacao fibroblastica foi 0 632 nm.

YOUNG et al. (1989), observaram um aumento na liberagdo de fatores de
crescimento pelos macrofagos levando a um aumento na proliferagcdo fibrobléstica quando
utilizaram o comprimento de onda de 660 nm, os comprimentos de 820 nm e 870 nm
também produziram efeitos estimulantes, mas em menor intensidade, por outro lado, o
comprimento de onda de 880 nm produziu um efeito inibitorio sobre a estimulagdo
fibroblastica. Este estudo corrobora com os achados no presente estudo, onde acreditamos
que exista uma sensitividade a luz laser particular para cada tipo de célula, fazendo com
que cada célula ou tecido responda diferentemente a LLLT, dependendo de parametros

como comprimento de onda, dose, poténcia, entre outros.

REDDY et al. (1997), estudaram o efeito do laser de He-Ne (632,8 nm) e da
estimulagdo elétrica em tenddes tenotomizados de coelhos. Os resultados mostraram uma
melhora na performance biomecanica e bioquimica desses tenddes apds a terapia

combinada.

Em um estudo realizado por GUM et al. (1997), utilizando laser de As-Ga
(904 nm) a 1 J/cm® em combinagio com estimulagdo elétrica e ultra-som terapéutico, podé-
se quantificar através de analises biomecanicas, bioquimicas e histologicas uma melhora no

reparo tendineo apos tenotomia induzida, utilizando um laser na faixa do infravermelho.

Com relagdo aos parametros dose e freqii€ncia de tratamento, a efetividade
do tratamento laser mostrou uma relagao dose-dependente, visto que ao final de 13 dias de
P.O. os subgrupos tratados com dose de 3 J/cm” apresentaram diferengas estatisticamente
significativas (p< 0,001 e p< 0,05) quando comparado com os demais subgrupos irradiados
com dose de 10 J/em?. No entanto, quando comparou-se os subgrupos C (830 nm, 3J) ¢ B
(685 nm, 10J) ndo houve diferenca estatisticamente significativa considerando p< 0,05.
Porém podemos justificar que neste caso além da dose os comprimentos de onda laser sao
diferentes, dificultando a comparacdo. Estes resultados corroboram com os estudos in vivo

de REZENDE et al. (2002); STADLER et al. (2001); REDDY et al. (2001); ENWEMEKA
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& REDDY (2000); PARIZOTTO & BARANAUSKAS (1998a); PARIZOTTO &
BARANAUSKAS (1998b); TATARUNAS et al. (1998); KANA et al. (1981) que
evidenciaram melhores resultados no processo de reparagdo do tecido conjuntivo in vivo ao
empregarem doses, respectivamente nos valores de 1,3 - 3 J/em? de laser 830 nm; 5 J/em?
de 830 nm; 1 J/cm? de HeNe; 0,5-1,5 J/em?® de HeNe e AsGa; 5 J/cmz, 5J/em?® de HeNe; 2
J/em® de AsGa e 4 J/cm® de HeNe.

Além destes, estudos in vitro, obtiveram resultados satisfatorios quando
utilizaram doses respectivamente de 3 Jem? - 4 J/em?; 2 J/em?; 2,1 Jem?; 4 J/em?; 4 J/em?
e 2 J/em® em culturas de fibroblastos (PEREIRA, et al., 2002; ALMEIDA-LOPES et al.,
2001; KIPSHIDZE et al., 2001; WEBB, et al., 1998; RIGAU et al., 1994).

Segundo KARU (1995), o fotocontrole do metabolismo celular ¢
estabelecido por um estreito intervalo de doses da LLLT. Doses elevadas podem causar
destruicao dos fotorreceptores, acompanhado pela inibicdo do metabolismo ou ainda morte

celular.

SANDOVAL-ORTIZ et al. (2001), relatam que em altas doses a LLLT

diminui a proliferagdo de fibroblastos e a producao de colageno.

Autores como MESTER et al. (1985b), postulam que as doses ideais para o
processo de cicatrizagio com laser de He-Ne estdo entre 1-4 J/em®’. KITCHEN &
PARTRIDGE (1991), relatam que a dose ideal para se produzir efeitos terapéuticos
desejados estaria em torno de 4 J/cm®, doses acima deste valor poderiam causar efeitos
inibitorios sobre células e tecidos irradiados. Concordando com estes autores
ENWEMEKA (1992b), reporta que para se conseguir a aceleragao de processos bioldgicos
em tecidos vivos, estes devem ser expostos a radiacdo laser com doses inferiores a 10

J/em?.

Segundo  TATARUNAS et al. (1998), as doses recomendadas em
laserterapia de baixa poténcia para promover aumento no numero de fibroblastos e
conseqlientemente de fibras coldgenas, incremento vascular e reepitelizacdo deve se situar

entre 1 — 5 J/em?.
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Além destes, estudos in vitro como o de KUBASOVA et al. (1984), no qual
o efeito estimulatério da LLLT sobre culturas de fibroblastos foi investigado, os melhores
resultados foram obtidos nas doses de 1 J/em® e 5 J/cm® quando aplicadas a intervalos de 24

horas por quatro vezes.

Um significante aumento do indice mitotico de células normais foi
observado depois da aplicagdo de 4 J/cm®. Contrariamente, numa fluéncia de 20 J/cm®
observou-se uma ligeira diminui¢do do indice mitético destas células (SANDOVAL-

ORTIZ et al., 2001).

Segundo KITCHEN & PARTRIDGE (1991), KARU (1987), os efeitos
positivos a radiacdo sdo conseguidos com doses mais baixas, sendo que doses elevadas
podem produzir efeitos deletérios a nivel celular, esses efeitos negativos sdo conseguidos
pela destrui¢do de um ou mais citocromos da cadeia respiratdria mitocondrial. Tanto para a
estimulagdo quanto para a inibi¢do de um processo celular, a mesma molécula funciona
como alvo fotorreceptor da radiagdo laser, o que determinard o tipo de resposta biologica ¢

a dose e o comprimento de onda laser.

Quanto 4s aplicacdes de laser efetuadas num total de 12 sessdes
consecutivas, tal protocolo teve por objetivo investigar a agdo da LLLT na aceleragcdo do
reparo tendineo aos 13 de P.O., j& que segundo ENWEMEKA (1992a), a fibrilogénese e o
processo de remodelamento da matriz extracelular inicia-se por volta de 12 dias apos a

tenotomia, o protocolo de tratamento proposto veio na tentativa de acelerar tais processos.

As aplicagdes foram feitas através da técnica de contato, onde a fibra dptica
foi mantida perpendicular a pele, irradiando-se por fotoestimulagdo transcutanea um nico
ponto correspondente a area da lesdo. Essa técnica foi escolhida pois, ao penetrar no tecido
o feixe sofre o fendmeno de dispersdo atingindo toda a area lesada e também regides
circunvizinhas 4 lesdo, o tamanho da fibra considerado relativamente pequeno (0,0028 cm?)
proporciona a concentracdo de uma maior densidade de poténcia ou irradiancia na area
tratada, colaborando assim para a efetividade do tratamento (LOW & REED, 2001;
KLOTH, 1997; LAAKSO et al., 1993a; 1993b; KITCHEN & PARTRIDGE, 1991).
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A escolha do valor da poténcia utilizada no presente trabalho foi baseada no
estudo piloto deste, onde utilizamos duas poténcias distintas, 15 mW e 35 mW , para ambos
os comprimentos de onda (685 nm e 830 nm). Através da andlise histologica concluimos
que a poténcia de 15 mW do laser de 685 nm e 830 nm produziu melhores efeitos no

processo de reparo tendineo.

ALMEIDA-LOPES et al. (2001); WEBB et al. (1998), em trabalhos com
culturas de fibroblastos utilizaram respectivamente 10 mW e 17 mW do laser de 670 nm e

de 660 nm, os autores observaram resultados satisfatorios com as poténcias empregadas.

Trabalhos como o de ENWEMEKA et al. (1990), que utilizaram poténcia de
11 mW de laser He-Ne no processo de reparagdo tendinea também obtiveram resultados

satisfatorios.

BRAVERMAN et al. (1989), utilizou 10 mW de laser de He-Ne (632,8 nm)
na cicatrizacao de feridas em coelhos, observando melhora na forca ténsil e liberagao de

fatores de crescimento com os pardmetros empregados.

KIM et al. (1997), avaliando a taxa de cicatrizacdo de feridas infectadas
utilizou poténcia de 14 mW de As-Ga (904 nm), observando bons resultados na taxa de

cicatrizagao dessas feridas.

Estes autores sugerem que os lasers com poténcias intermedidrias podem ser
mais eficazes na promocao de respostas com melhores resultados clinicos. No entanto, dada
a controvérsia frente aos resultados contraditorios, ndo existem dados conclusivos a
respeito deste pardmetro, dando margem a especulagdes sobre a poténcia ideal a ser

empregada.

J& ¢ sabido na literatura que a LLLT com diferentes comprimentos de onda
produzem efeitos diferentes nos fibroblastos. Na literatura, os estudos comparando os
efeitos dos lasers vermelhos e infravermelhos na cicatrizagdo de tecidos mostraram
diferencas quanto aos melhores resultados terapéuticos, muitos destes estudos relataram
que os melhores resultados foram encontrados quando utilizou-se lasers vermelhos

(ALMEIDA-LOPES et al., 2001; KIPSHIDZE et al., 2001).



112

Segundo ENWEMEKA & REDDY (2000), doses e comprimentos de onda
apropriados para os lasers vermelhos e infravermelhos podem acelerar o processo de
reparagdo em tendodes, por aumentar a sintese de coldgeno pelos fibroblastos e sua taxa de

remodelagdao aumentando assim, a capacidade funcional desta estrutura tecidual.

A sintese de colageno foi estimulada através da formacao de novas fibrilas
no espaco extracelular e da proliferacdo fibrobléstica, essas alteracdes foram observadas
quando utilizaram-se laser de He-Ne (632,8 nm) e As-Ga (904 nm) ambos nas doses de 1-5

mJ/cm* (ENWEMEKA & REDDY, 2000).

A LLLT foi usada em tenddes tenotomizados nos comprimentos de onda
632,8 nm ¢ 904 nm, ambos nas doses de 0,5; 1,0e 1,5 Jem?. A estimulacdo do processo de
reparagdo foi observada principalmente no comprimento de onda de 632,8 nm e dose de 1,0

J/em* (ENWEMEKA & REDDY, 2000).

ROBERTO (1998), comparou o efeito do laser de 780 nm ¢ CO, (10,600
nm) na tendinite do tenddo calcanear, os resultados obtidos demonstraram que o laser de
780 nm foi mais efetivo no alivio da dor segundo a VAS do que o laser de CO, (10,600

nm).

Um estudo comparativo de ALMEIDA-LOPES et al. (2001) foi realizado
para avaliar a proliferacdo de fibroblastos quando irradiada com varios comprimentos de
onda (670 nm, 780 nm, 692 nm ¢ 786 nm) e dose de 2 J/cm®. Na primeira parte do estudo
foi comparado o efeito dos comprimentos de onda 670 nm e 780 nm, 2 J/em® e duas
poténcias de irradiagdo (10 mW para 670 nm, 50 mW para 780 nm), na segunda parte do
estudo foi comparado os comprimentos de onda de 692 nm e 786 nm, 2 J/cm?®, utilizando
uma poténcia unica de 30 mW. Os resultados concluiram que quando comparou-se dois
comprimentos de onda diferentes (670 nm e 780 nm), 2 Jem?, e poténcias distintas de 10
mW e 50 mW a proliferagdo fibroblastica foi intensificada quando utilizou-se o laser
infravermelho de 780 nm. No entanto, a taxa de proliferagdo fibroblastica ndo diferiu
quando os lasers de 692 nm e 786 nm, 2 J/cm’, poténcia Gnica de 30 mW foram
comparados. Os autores relatam, que para o laser visivel de 670 nm e 10 mW o tempo de

exposic¢do da cultura a radiacdo foi cinco vezes maior que para o laser de 780 nm e 50 mW,
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assim eles concluem que o tempo reduzido de exposi¢do a radiacao ¢ mais favoravel para a
estimulacgao celular in vitro.

ALWATBAN (1998), estudou a influéncia dos comprimentos de onda de
442, 514, 632, 670, 780 e 830 nm em feridas de pele de ratos, o comprimento de onda de
632 nm foi mais efetivo para acelerar o processo de cicatrizagdo. WATBAN & ZHANG
(1998), fizeram um experimento semelhante ao avaliarem o processo de cicatrizacdo de
feridas utilizando os lasers de Argonio, He-Ne e Ga-Al-As, os resultados também
confirmaram a maior efetividade do laser de He-Ne no processo de cicatrizagao.

SIMUNOVIC et al. (2000), ao comparar os lasers de He-Ne (632,8 nm) e
As-Ga (904 nm), em feridas de coelhos, encontrou que houve uma melhor reparagdo nas
feridas tratadas com laser de He-Ne (632,8 nm) e 4 J/cm’.

O processo de reparagdo tecidual em feridas de coelhos foi investigada por
BRAVERMAN et al. (1989), onde os autores utilizaram o laser de He-Ne (632,8 nm), o
As-Ga (904 nm) e a combinagdo de ambos. No final de 21 dias a taxa de cicatrizagdo foi
maior para todos os grupos tratados com laser em relagdo ao grupo controle, porém ndo

houve diferenca estatistica na taxa de cicatriza¢do entre os grupos irradiados.

Ao comparar os lasers de He-Ne (632,8 nm) e Argdnio (514,5 nm), KANA
et al. (1981), observou que a cicatrizagdo em feridas de ratos foi mais efetiva quando
utilizou-se o laser de He-Ne na dose de 4 J/cm”. Porém, quando utilizou-se laser de He-Ne
(632,8 ) na dose de 10 J/cm?, este ndo produziu efeitos na taxa de cicatrizagio, ja 20 J/cm®

promoveu inibi¢ao no processo de cicatrizagao.

No entanto, alguns estudos comparando a efetividade da LLLT na
cicatrizacdo de tecidos conjuntivos ndo encontraram resultados satisfatorios na aplicacao

dos protocolos de tratamento.

SIEBERT et al. (1987), comparou a efetividade dos lasers de He-Ne (632,8
nm) e a As-Ga (904 nm) nas tendinopatias de 64 pacientes que sofriam dessas desordens.
Os resultados nos grupos tratados com laser ndo diferiram estatisticamente dos seus

respectivos controles. Porém, vale ressaltar que os autores ndo mencionaram as doses. As



114

poténcias utilizadas diferiram para ambos os grupos sendo 10 mW para He-Ne ¢ 30 mW

para o As-Ga, o que dificulta a comparacdo dos resultados.

A nao efetividade da LLLT também foi constatada num estudo feito por
SCHLAGER et al. (2000), onde os autores comparam o laser de 635 nm com o de 690 nm
na cicatrizagao de feridas de ratos, o mesmo animal serviu como seu proprio controle o que
pode ter dificultado a comparacdo dos resultados, j4 que € citado na literatura que o laser
produz efeitos sistémicos capazes de promover beneficios terapéuticos do lado ndo tratado

(BRAVERMAN et al., 1989).

Consideracoes finais

Na tultima década muitos estudos tém sido feitos para demonstrar os efeitos
dos diferentes comprimentos de onda em tipos celulares envolvidos no processo de reparo.
Segundo DYSON (1998), a luz vermelha ¢ mais suscetivel para atingir todos os tipos de

células envolvidos na cicatrizacdo de tecidos que a radiag@o infravermelha.

WEBB et al. (1998), reporta que diferentes doses e comprimentos de onda
podem estimular ou inibir as moléculas fotorreceptoras presentes da cadeia respiratoria
mitocondrial, com isso o efeito biologico requerido dependera da combinag¢do dos
parametros da LLLT utilizada. Nossos resultados parecem concordar com essa teoria, pois
o comprimento de onda de 685 nm e dose de 3 J promoveu uma melhora da qualidade do
reparo tendineo de ratos quando comparados com os outros pardmetros de laser
empregados, isso ocorreu provavelmente devido a esse comprimento de onda laser (685
nm) e dose de 3 J promover a aceleracdo no transporte de elétrons da cadeia respiratoria
mitocondrial e aumento do gradiente de proton transmembrana levando assim, ao aumento

da produgdo de ATP e proliferagdo fibroblastica (MORIMOTO et al., 1994).

Segundo LONGO & MESTER (1998), BASFORD (1995), LAAKSO et al.
(1993a), KITCHEN & PARTRIDGE (1991), a LLLT pode estimular ou inibir o processo

de cicatrizagdo dependendo da dose e do comprimento de onda utilizados.
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Trabalhos de Karu citados por LAAKSO et al. (1993a), afirmam que a
radiagdo laser na faixa vermelha do espectro eletromagnético pode aumentar o metabolismo

celular. O efeito fotobioldgico da estimulacdo dependera do comprimento de onda, dose e

poténcia da LLLT.

O primeiro estudo utilizando a LLLT em processo de reparacao tecidual foi
realizado a mais de trinta anos (Mester & Coll. 1968 citado por LONGO & MESTER,
1998). Os primeiros trabalhos eram feitos “in vitro” e “in vivo”, porém os dados obtidos
eram discordantes devido a falta de protocolos de pesquisa ¢ a ado¢do de métodos e

modelos que pudessem ser reprodutiveis.

Dada a natureza controversa da LLLT ¢ de fundamental importincia
suplementar as publicagdes nesta 4rea. Por outro lado, TUNER & HODE (1998) e
KITCHEN & PARTRIDGE (1991), relatam que existe uma aparente dicotomia entre os
resultados obtidos em estudos feitos com culturas celulares in vitro e os estudos in vivo.

Dificuldades de interpreta¢do surgem quando ¢ feita a extrapolacgdo entre tais
resultados, visto a tendéncia da energia incidente passar diretamente através da superficie
das culturas celulares, enquanto que no tecido vivo ird ocorrer a absor¢ao dentro de uns
poucos milimetros. LAAKSO et al. (1993a), relatam que experimentos em culturas
celulares dificultam a extrapolagdo para situagdes in vivo, pois estes sdo realizados num
meio artificial comparado com organismos vivos. Além disso, NICCOLO-FILHO et al.
(1993), relatam que alguns autores salientam que os resultados positivos obtidos em
animais ndo podem ser transferidos para o homem, devido ao fato da presenga de variaveis
tais como dissimilaridade de cor e estrutura tecidual, individualidades nas propriedades de
absorcao/reflexdo e diferencas nas susceptibilidades dos tecidos irradiados.

Entretanto, ENWEMEKA & REDDY (2000), relatam que embora o
processo de reparo tecidual possa diferir entre animais e humanos, segundo os seus achados
feitos em coelhos, lesdes como a ruptura do tendao calcanear em seres humanos podem ser
beneficiadas com doses adequadas de He-Ne ou As-Ga. Os autores acrescentam que doses
e comprimentos de onda apropriados para lesdes tendineas podem promover um aumento

na sintese de colageno, maturacdo e remodelamento precoce do mesmo. Estes achados
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corroboram com os resultados encontrados neste trabalho onde a reparacdo do tecido
tendineo foi estimulada com irradiagao de 685 nm e 3J.

Segundo KITCHEN & PARTRIDGE (1991), ha por parte dos pesquisadores
uma grande dificuldade em interpretar e associar as informagdes obtidas sobre os efeitos
fisiologicos da LLLT aplicada aos tecidos vivos por duas razdes: (1) existe uma grande
diversidade de sujeitos usados nos estudos, variando de culturas celulares a espécies
animais e humanos (2) a grande variedade dos pardmetros de tratamento utilizados
dificultam a comparagdo de resultados. BASFORD (1989) e OZAWA et al. (1998),
consideram que os experimentos in vitro ou a nivel celular sejam os mais adequados para
avaliar quantitativamente os efeitos da LLLT, sendo que os trabalhos feitos em animais e
humanos sdo sugestivos, porém novas pesquisas com maior rigor cientifico sdo necessarias
para que o mecanismo dos efeitos benéficos advindos do uso da aplicagdo da LLLT na
pratica clinica seja completamente elucidado.

Posto a existéncia da grande diversidade de resultados e a auséncia de uma
padroniza¢do de protocolos de tratamentos observados em alguns estudos, acreditamos
ainda ser muito dificil interpretar e interrelacionar os dados existentes sobre os efeitos da
LLLT. Porém, como descrito por BASFORD (1989), acreditamos que a terapia laser de
baixa poténcia tem um futuro promissor na pratica clinica da fisioterapia, necessitando-se
de estudos mais detalhados a afim de determinar pardmetros importantes como
comprimento de onda, dose, poténcia e numero de aplicagdes para a espécie animal e a
patologia estudadas.

Concordamos que os resultados do presente estudo estabelecem a
possibilidade do uso da LLLT em situacdes clinicas, ja que constatamos que a estimulacdo
do processo de reparacdo tendinea em ratos foi dependente do comprimento de onda, dose e
poténcia laser utilizados, entretanto estudos futuros devem ser feitos para melhor definir
parametros dosimétricos adequados para o tratamento em humanos.

Como sugestdo, destacamos a necessidade de se promover experimentacdes
com investigacdes a estdgios mais precoces e/ou em varios periodos distintos do processo

de repacdo tendinea.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo sobre os efeitos dos lasers de 685 nm e 830
nm, ambos CW, com 15 mW de poténcia e doses de 3 J/em” e 10 J/cm®, empregados no
tratamento do modelo de lesdo tendinea por tenotomia induzida no tenddo calcanear de
rato, permitiram concluir que:

o Sob as condi¢des experimentais da investigagdo, a LLLT com
certos parametros dosimétricos utilizados favoreceu o processo de reparacdo
tendinea no 13° de P.O., estimulando possivelmente a proliferacdo fibroblastica e a
sintese de colageno no local da lesdo, podé-se observar através da analise da
birrefringéncia do colageno um certo grau de organizagao, agregagao, alinhamento e
deposicao das fibras colagenas no local da tenotomia;

o Os resultados demonstraram uma relagdo dose-dependente e
secundariamente uma relagdo com o comprimento de onda laser utilizado, onde os
melhores beneficios no processo de reparagdo tendinea foram observados quando
utilizou-se o laser de 685 nm e 3 J/cm?;

o Com relacdo as densidades energéticas empregadas, o valor
de 3 J/em® de ambos os lasers (685 nm e 830 nm) apresentou o melhor resultado no
processo de reparacio comparada ao valor de 10 J/cm?;

. O comprimento de onda de 685 nm se mostrou mais efetivo
para acelerar o reparo tendineo comparado ao comprimento de onda de 830 nm;

o Todos os subgrupos tratados com laser mostraram melhor

qualidade de reparo que o subgrupo controle lesado/ tratamento placebo;

° No entanto, mesmo com o tratamento laser nenhum dos
subgrupos tratados atingiu o grau de organizacdo, agregacao e orientacdo das fibras

colagenas como o subgrupo controle padrao.
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8 ANEXOS

ANEXO A

Etapas da Tramitacao
Laboratoério de Patologia, Dep. Otondologia —UNESP. Araraquara.

Depois de retiradas as biopsias as pegas sdo deixadas em formaldeido 10% durante
24 horas;

Lavar em dgua corrente por 24 horas; depois comegar as etapas de desidratacao;
Banho em solucao de 4lcool 70% por 1 hora;

Banho em solugdo de alcool 90% por 1 hora;

Em seguida 6 a 8 banhos, de 1 hora, com alcool 100%;

Banho de xilol/alcool 1:1, de 1 hora;

2 banhos de xilol puro de 1 hora cada um;

As pegas sdo retiradas do xilol; o excesso de xilol ¢ retirado com papel absorvente, e
entdo sao colocadas imediatamente em parafina liquida (60%). Ap6s algumas horas
essa primeira parafina ¢ substituida por uma segunda parafina de boa qualidade
(Paraplastic ou Histosec). Durante o segundo banho de parafina as pecas sdo
levadas a uma estufa a vacuo (durante 2 a 4 horas) para evitar a formagao de bolhas
e garantir que a parafina penetre em todos os espagos da peca.

Os blocos sdo confeccionados e obtem-se o0s cortes;

Os cortes obtidos sdo de 5 ou 6 micrometros de espessura;

Esses cortes podem ser: “cortes seriados” — onde todos os cortes obtidos foram
coletados em seqiiéncia e as laminas numeradas, ou seja, a primeira lamina contém
0s primeiros 5 cortes, a segunda os cortes de 6 a 10, a terceira os cortes de 11 a 15, ¢
assim por diante. Quando se fala em “cortes semi-seriados” significa que na
primeira lamina estdo os cortes de 1 a 5, os cortes de 6 a 10 sdo desprezados, na
lamina 2 ficam os cortes de 11 a 15, depois os proximos sdao desprezados e assim
por diante...

Depois de obtidos os cortes eles ficam cerca de 2 horas em estufa (60%), retirados
posteriormente, resfriados espontaneamente para serem corados ou nao.
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ANEXO B

Teste Nao Paramétrico de Wilcoxon para a comparagdo dos dois subgrupos, constituidos,
respectivamente, pelas médias das medidas de OR (em nm) em 45° do polarizador e
analisador e a zero graus do analisador. Determinagdo do intervalo com 95% de confianga

da correspondente diferenca de medianas (DIFMED), usando o programa estatistico
MINITAB, versao 13.2.

Teste de Wilcoxon (para compara¢io dos grupos de medi¢oes em 45° e a zero

graus):

Test of median = 0.000000 versus median not = 0.000000

N Test Statistic P Median

DIFMED 48 48 822.5 0.016 1.867

Intervalo de confianga para a diferenga entre as medianas das

medigoes emparelhadas tomadas a 45° e a zero graus :

N Median Confidence Confidence Interval

DIFMED 48 1.87 95.0 ( 0.31; 3.79)
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O teste de Kruskal-Wallis
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Os dados de todos os subgrupos sao unidos em um unico conjunto ¢ ordenados em

ordem crescente. Ao menor valor ¢ atribuido o posto 1, ao préximo valor ¢ atribuido o

posto 2 e assim por diante até ultimo valor. Quando ocorrem empates entre os valores,

considera-se como seus postos a média dos postos que lhes seriam atribuidos se fossem

colocados um em seguida do outro. Em seguida, os valores dos dados dentro de cada

grupo sdo substituidos pelos seus postos e em cada grupo sdo realizadas as somas dos

postos correspondentes.

Por exemplo, para os dados das tabela obtém-se:

Tabela. Postos das médias das medicoes da birrefringéncia tomadas somente

em 45°,
TENDAO GRUPO1 | GRUPO2 | GRUPO3 | GRUPO4 | GRUPO5 | GRUPO6
1 35 30 40 18 2,5 42
2 39 20 12 16 7 45
3 38 14 24 13 8 48
4 27 29 23 9 4,5 41
5 36 17 22 11 2,5 43
6 21 15 28 26 6 47
7 37 19 25 33 1 46
8 31 34 32 10 4,5 44

Observa-se que as medigdes do grupo controle 6 possuem 0s maiores postos.

O grupol € o que apresenta a magnitude dos seus postos mais proxima da do grupo 6 e o

grupo 5 € o que apresenta a magnitude mais afastada.
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Tabela. Valores dos percentis observados (t,;) € 0s correspondentes p

valores para a comparacao multipla dos seis grupos estudados.

Grupos Em 45° Em Zero Graus
tob p valor tob p valor
1x2 3,3500 0,0017 4,6987  0,0000
1x3 22593 0,0291 3,6339  0,0007
Ix4 49860 0,0000 7,7308  0,0000
Ix5 88813 0,0000 11,3416  0,0000
Ix6 3,5837 0,0008 3,2405  0,0023
2x3 11,0907 0,2816 1,0647  0,1465
2x4 1,6360 0,1093 3,0321 0,0041
2x5 53755 0,0000 6,6429  0,0000
2x6 6,9336  0,0000 7,9391 0,0000
3x4 27267 0,0093 4,0969  0,0002
3x5 6,6220 0,0000 7,7076 00,0000
3x6 5,8430 0,0000 6,8744  0,0000
4x5 3,8953 0,0008 3,6108  0,0008
4x6 8,5697 0,0003 10,9712 0,0000

5x6 12,4650 0,0000 14,5820  0,0000



Testes realizados via programa MINITAB 13.2

Kruskal-Wallis Test: ME1 versus GRUPOS

Kruskal-Wallis Test on ME1

FATORES N Median Ave Rank

1 8 38.63 33.0 1
2 8 25.69 22.3 -0
3 8 31.20 25.8 0
4 8 22.93 17.0 -1
5 8 12.12 4.5 -4
6 8 72.93 44 .5 4
Overall 48 24.5

H = 38.17 DF =5 P = 0.000
= 38.17 DF =5 P 0.000 (adjusted for

jas]
|

Kruskal-Wallis Test: ME2 versus GRUPOS

Kruskal-Wallis Test on ME2

FATORES N Median Ave Rank

1 8 36.21 35.4 2
2 8 27.08 22.7 -0
3 8 29.36 25.6 0
4 8 21.12 14.5 -2
5 8 11.51 4.8 -4
6 8 62.17 44 .1 4
Overall 48 24.5

H = 40.73 DF =5 P = 0.000
= 40.75 DF =5 = 0.000 (adjusted for

st
|

vl
|

Kruskal-Wallis Test: ME versus GRUPOS

Kruskal-Wallis Test on ME

FATORES N Median Ave Rank

1 8 37.71 34.8 2
2 8 25.95 22.2 -0
3 8 30.48 25.8 0
4 8 23.40 15.3 -2
5 8 12.21 4.5 -4
6 8 67.93 44.5 4
Overall 48 24.5

H=40.72 DF =5 P = 0.00

.88
.50
.28
.66
.43
.43

ties)

.41
.40
.24
.21
.37
.34

ties)

.27
.51
.29
.05
.43
.43
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ANEXO D

Tendao

G AL, DDMEAEADRMDDDIMOWLWLWWWWWWWNDNDNDNDNONDNDNMNDNNN-_,2 22 A A A A A a A

Posigao
Medida
45

45

45

45

45
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
45

45

45

45

45
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
45

45

45

45

45
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
45

45

45

45

45
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
45

45

45

Grupo A Grupo B

39,39
43,32
35,75
36,96
35,75
31,51
31,51
31,2

27,87
27,57
48,17
46,05
40,6

41,2

50,6

47,26
43,93
43,02
40,29
47,26
38,48
51,81
43,93
46,35
44,23
33,33
34,84
34,54
57,57
48,17
30,3

27,87
33,33
36,05
33,63
33,63
33,02
27,27
34,23
40,9

23,33
39,08
45,45

37,26
36,05
34,54
34,23
24,84
24,14
26,08
35,45
24,84
26,96
24,84
21,21
36,36
27,27
23,93
19,69
24,24
30,3

23,02
22,11
24,84
25,75
20,9

19,69
25,75
21,21
24,84
23,93
38,17
37,26
41,2

31,81
33,93
26,05
33,33
24,84
30,6

39,99
34,84
36,36
22,72
24,24
19,99

GrupoC GrupoD GrupoE GrupoF

52,11
57,87
45,45
59,38
27,27
59,08
56,05
60,29
62,41
60,29
21,21
23,33
16,66
21,21
22,42
23,33
18,48
18,18
17,57
16,36
28,17
35,45
26,05
34,84
29,39
24,24
23,93
23,93
17,27
26,36
40,29
30,3

28,48
30,3

24,24
24,24
25,45
25,75
33,33
39,69
18,18
24,24
27,57

27,27
24,84
21,21
25,14
24,54
24,24
29,99
23,02
19,69
26,96
26,96
16,96
18,48
19,99
37,26
25,14
23,33
25,75
24,24
20,9

27,57
22,42
19,69
18,18
21,81
23,33
21,81
25,75
24,24
24,24
24,84
10,9

17,87
15,45
12,12
15,15
14,84
12,42
15,75
17,87
18,18
17,87
24,24

12,12
10,3
9,39
11,81
9,39
16,66
15,15
22,11
16,66
14,24
13,93
13,33
13,63
14,54
12,72
8,78
9,99
9,99
12,42
10,6
18,18
14,24
13,63
14,24
13,63
13,33
12,42
10,3
9,09
7,57
10,9
12,12
12,12
12,72
12,72
10,6
11,21
9,69
12,12
9,39
11,81
11,21
10,6

80,29
66,05
68,47
67,56
63,63
60,29
86,35
88,47
78,78
84,53
49,69
80,29
55,75
89,68
89,68
53,32
42,42
43,03
41,2

36,36
88,47
89,38
62,72
74,53
87,87
72,72
86,65
84,53
86,35
84,53
74,84
68,78
51,51
62,11
49,38
79,08
59,08
60,6

60,6

58,17
60,6

75,44
72,72
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O 000000 OWOOWMOWOKWOWMONNNNANANNANNANANNOOODOOOOOOOOOOOO OO ULl 01 01 01 01

ME-A1
38,23
45,32
44,96
32,24
39,02

45
45
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
45
45
45
45
45
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
45
45
45
45
45
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
45
45
45
45
45
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo
paralelo

ME-B1
33,38
26,72
23,39
33,26
24,3

ME-C1
48,42
20,97
30,78
30,72
27,39

41,2

46,05
35,14
37,87
39,99
34,84
34,84
30,3

27,27
24,24
24,24
30,3

41,2

40,9

35,14
22,72
39,39
44,54
29,39
30,6

46,96
45,75
43,32
36,36
30,6

33,93
34,84
30,3

32,42
33,33
37,26
40,9

40,29
47,26
42,42
36,96
44,23

ME-D1
24,6
23,93
21,93
16,24
20,54

21,21
33,33
21,51
22,42
25,45
22,11
24,24
18,78
27,87
27,27
24,24
21,21
24,24
19,69
27,27
19,08
17,87
24,24
23,02
25,45
22,72
27,87
30,6

25,75
30,9

19,99
26,05
40,29
40,6

30,3

35,75
37,87
21,51
18,48
34,54
34,54
36,96

ME-E1

10,6
13,63
14,78
12,12
10,6

28,78
38,17
21,81
25,45
19,69
30,3
28,17
30,3
37,87
31,81
33,63
31,2
26,96
35,14
34,54
24,54
33,33
30,9
33,33
36
30,3
27,57
33,33
28,17
28,17
34,23
25,45
39,99
26,36
43,63
34,84
33,63
31,51
27,27
27,57
25,75
33,02

ME-F1
69,2
73,02
80,59
61,32
70,78

15,15
27,27
15,75
18,78
15,45
17,87
15,45
48,17
49,38
24,54
21,51
15,75
19,08
16,05
24,24
18,18
24,24
30,6

46,35
40,9

31,2

33,33
19,69
20,6

20,9

20,6

18,78
19,08
19,69
21,21
16,66
22,42
20,9

26,66
19,99
22,11
19,69

6,06
10,3
9,39
13,93
12,72
13,93
11,21
15,15
12,42
13,33
13,33
12,72
12,72
13,02
9,09
10,6
12,42
12,72
9,36
9,69
11,21
9,69
9,99
9,39
11,21
10,6
12,72
12,12
9,99
12,12
9,09
14,24
13,33
12,72
13,02
10,9
10,3

66,35
78,78
49,38
52,41
62,41
60,9

52,41
66,96
63,63
69,69
75,75
68,78
52,11
57,57
49,38
74,53
75,75
83,02
65,44
67,56
75,75
82,11
64,23
60,6

60,9

55,44
66,96
69,69
77,26
70,9

72,72
73,62
61,2

60,9

60,6

64,53
65,14
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27,27 23,87 32,96 31,87 13,33 74,96
39,45 24,66 31,62 36,48 9,69 74,78
34,84 36,96 35,69 19,81 12,12 72,84
37,67 28,32 32,32 24,43 12,11 72,19 MEDIAS 45°

6,13 5,36 7,83 6,66 1,75 5,54 DESVIO PADRAO
MEDIAS DP

A 37,67 6,13

B 28,32 5,36

C 32,32 7,83

D 24,43 6,66

E 12,11 1,75

F 72,19 5,54

ME-A2 ME-B2 ME-C2 ME-D2 ME-E2 ME-F2
29,93 27,49 59,62 24,78 16,96 79,68
44,35 23,87 18,78 23,87 10,36 43,27
41,69 29,08 23,15 23,87 10,54 82,96

33,81 33,33 29,69 15,21 10,6 63,51
36,54 23,15 25,08 16,66 12,72 55,5

35,87 21,63 30,9 20,36 12,42 61,87
35,81 26,66 29,87 20,11 10,6 61,63

42,23 29,21 29,02 21,87 12,72 62,47
MEDIAS ZERO

37,52875 26,8025 30,76375 20,84125 12,115 63,86125 GRAUS

4,843265 3,83181 12,37266 3,482177 2,218436 12,64859 DESVIO PADRAO

MEDIAS DP
A 37,53 4,84
B 26,80 3,83
C 30,76 12,37
D 20,84 3,48
E 12,12 2,22
F 63,86 12,65
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