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Resumo

Introducao: A tendinopatia refere-se a qualquer processo morbido e/ou doencga
que afeta os tenddes (tendinite e/ou tendinose). Objetivo: Investigar o efeito da
fototerapia (LED 640 nm) no processo de reparacao da tendinite no tendao calca-
neo de rato. Método: A tendinite foi induzida no tendao calcaneo esquerdo por
meio de trauma mecanico. Foram utilizados 40 ratos Wistar (300 + 20g), divididos
em quatro grupos com dez animais, cada grupo foi subdividido em dois subgru-
pos com cinco roedores para os tempos experimentais de 7 e 21 dias. Os grupos
foram nomeados da seguinte forma: CONTR, TEND, LED, DROG. Para analises
histopatolégicas foi determinado p<0,05. Resultados: Houve menor niimero de
células inflamatérias e maior reparacao tecidual nos grupos tratados com LED.
Conclusao: Com os resultados obtidos, concluiu-se que o LED de baixa poténcia
tem agdo positiva no processo anti-inflamatério e na reparacao em tendao calca-
neo de ratos.

Descritores: Fototerapia; Tendao calcaneo; Tendinopatia.

Abstract

Introduction: Tendinopathy refers to any disease process and/or disease that
affects the tendons (tendonitis and/or tendinosis). Objective: To investigate the
effect of phototherapy (LED 640 nm) in the repair process of tendonitis in the
Achilles tendon in rats. Methods: Tendinitis was induced in left Achilles tendon
by mechanical injury. A total of 40 Wistar rats (300 + 20 g) were divided into four
groups of ten animals. Each group was subdivided into two subgroups of five
animals for experimental periods of 7 and 21 days. The groups were named as
follows: CONTR, TEND, LED, DROG. For histopathological analysis it was de-
termined the p<0.05. Results: The survey showed fewer inflammatory cells and
increased tissue repair in the groups treated with LED. Conclusion: Thus with
the results we conclude that the low power LED has positive action on the anti-
inflammatory process and Achilles tendon repair in rats.

Key words: Achilles tendon; Phototherapy; Tendinopathy.



Introducéo

A tendinopatia refere-se a qualquer pro-
cesso moérbido e/ou doenga que afeta os tenddes.
Na literatura, encontram-se os termos tendino-
se e tendinite, estes formam a tendinopatia. A
tendinose se refere aos processos degenerativos
(destrutivos) cronicos progressivos; e a tendini-
te, aos inflamatoérios'.

A tendinopatia pode ocorrer por trauma-
tismo, por repeti¢des de movimentos em excesso,
por infecc¢des e desnutricdo, estas ocorréncias de-
sencadeiam um processo de degeneracdo, infla-
magao e até o rompimento de tenddo'. Embora a
maioria dos tenddes tenha a habilidade de repa-
racdo espontanea apds um ferimento, o tecido de
cicatrizagdo formado pode impedir que o tendao
execute suas fungdes normais'. Os tenddes nor-
mais sdo brancos, brilhantes e possuem uma tex-
tura fibroelastica, sdo ricos em colageno do tipo I;
e pobres em colagenos dos tipos IIL, IV, Ve VL. O
colageno € a principal proteina estrutural do cor-
po e o maior componente da matriz extracelular
do tendao. Os tenddes sao formados por tecido
conjuntivo, fibras de coldgeno que se entrelacam
para permitir as forcas geradas pelos musculos®.

Atualmente, existem evidéncias cientificas
de que fototerapia tem acao terapéutica, estudos
nessa area demonstram que o Light Amplification
by Stimulated Emission of Radiation (Laser) de bai-
xa poténcia € eficaz para a reparacdo de muscu-
los e de tenddes em ratos, apds indugao de uma
lesdo. Entretanto, estudos com Light Emitting
Diode (LED) sdao mais escassos®* 567,

Em sua maioria, o tratamento convencio-
nal para a tendinite é farmacolégico. Dentre os
farmacos mais usados, pode-se detacar os anti-
inflamatérios nao esteroidais, os glicocorticoi-
des e drogas imunossupressoras. Estes faArmacos
podem apresentar diversos efeitos colaterais®.
Até o momento, ndo existem evidéncias de efei-
tos colaterais da terapia com LED.

Neste estudo, teve-se como objetivo inves-
tigar os efeitos da terapia com LED (640 nm) de
baixa intensidade em modelo de tendinite trau-
matica em ratos.

Material e métodos

Animais

Foram utilizados 40 ratos jovens, machos,
da linhagem Wistar (300 + 20 g). Os aspectos
éticos deste estudo seguiram as premissas do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(Cobea), tendo sido aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Nove de
Julho (Uninove), com protocolo de aprovacdo de
namero 0033/2011.

Os 40 animais foram aleatoriamente distri-
buidos em quatro grupos (n=10), denominados:
grupo CONTR (controle); TEND (tendinopatia),
em que os ratos sofreram lesdo traumatica no
tenddo calcaneo esquerdo, sem nenhum tipo de
tratamento; LED (terapia com LED), no qual ti-
veram lesdo traumatica no tendao calcaneo es-
querdo e foram tratados com LED; DROG (tera-
pia farmaco), grupo em que os animais foram
submetidos a lesdo traumatica no tendao calca-
neo esquerdo, porém receberam tratamento com
injecdo intraperitoneal do farmaco diclofenaco
sédico (1mg/kg/dia), o qual foi iniciado apos 12
h da lesdo, durante sete dias (posologia). Cada
grupo foi subdivido conforme dois tempos de
sacrificio, 7 e 21 dias (n=5), de acordo com a
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Figura 1: Distribui¢do dos animais em
quatro grupos de acordo com dois periodos
experimentais (7 e 21 dias). Cada periodo
experimental obteve namero (n) de cinco
animais
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Inducdo da lesdo

Os animais submetidos a lesdo foram pre-
viamente anestesiados com cloridrato de keta-
mina (80-100 mg/kg) e xilazina (10-15 mg/kg)>™.
Em seguida, realizou-se indugao de lesdo trau-
matica no calcaneo esquerdo dos ratos, conforme
o protocolo descrito por Joensen et al.! e Salate
et al.’2. Assim, foram posicionados em aparelho
para produgao de uma contusao controlada, sen-
do determinada massa de 220 g, posicionada a
25 cm do tenddo do animal. Seu impacto possi-
bilitou uma energia aplicada de 0,5 ] na regiao
medial do tenddo de Aquiles dos roedores.

Terapia LED

Os animais foram expostos a radiacdo LED
em dias alternados, com intervalo de 48 horas en-
tre as aplicagdes, iniciando 12 horas ap6s a indu-
¢ao da lesdo e foram interrompidas de acordo com
o tempo de eutanasia (7 ou 21 dias). Os parametros
da irradiagdo estao especificados na Tabela 1.

Tabela 1: ParGmetros utilizados para
determinar dose da terapia com LED

Informacgoes LED

Parametros Variaveis
Densidade de energia 2.04 J/cm?
Comprimento de onda 640

Poténcia 96 mW

Area determinada 3,30 cm?
Tempo de aplicagao 70 s

Técnica Contato

Tratamento medicamentoso

Ap6s 12 horas da lesdo, o grupo Droga foi
tratado com diclofenaco sédico na concentracao
de 1 mg/kg, administrado por meio de injecao
via intraperitoneal, a cada 24 horas, por um pe-
riodo de sete dias®.

Eutandsia
Os animais foram eutanasiados em cama-
ra de COZ"‘, 12 horas ap6s a ultima aplicacdo da

terapia LED ou da administracdo da tltima dose
de diclofenaco. Na sequéncia, os tenddes foram
removidos por dissecagdo, realizando-se a pri-
meira incisao na jun¢ao miotendinea seguida
por outra na jungdo osteotendinea, na insergao
calcanear. Em seguida, os tenddes foram identi-
ficados e armazenados a -80 °C.

Anidlise histolégica

Para a confecgdo das laminas, foram feitos
cortes das amostras congeladas no criostato. Os
tenddes foram posicionados longitudinalmente
e cortados em 7 pym de espessura, em tempe-
ratura minima de -20 °C. Para cada amostra,
determinaram-se dois cortes semisseriados. As
laminas foram coradas com hematoxilina e eo-
sina (HE) e picrosirius red. Dois campos da 4rea
da lesdo de cada lamina foram fotografados em
um aumento de 400 vezes, em microscépio de
luz. A fim de analisarem-se as amostras cora-
das em picrossirius utilizou-se o polarizador; e,
posteriormente, as fotos foram analisadas com
software Image Pro-Plus. As laminas foram, de
maneira aleatéria, analisadas sem cegamento.

Descricao da estatistica

Os dados sdo apresentados como média +
erro-padrdo da média. O teste de D’Agostino e
Pearson foi utilizado para verificar a distribuigao
Gaussiana dos dados. Os dados foram analisados
por meio do teste “t” de Student ou Mann-Whitney
para comparagdes de duas amostras independen-
tes, respectivamente. O teste de qui-quadrado foi
empregado em andlise de contingéncia. O nivel de
significancia foi fixado em p<0,05.

Resultados

O grupo tendinite (TEND) apresentou
maior quantidade de células inflamatodrias
(Figuras 2b e 3) e maior desorganizagao nas fi-
bras coldgenas comparado com os demais gru-
pos (Figura 4b). Quanto ao grupo tratado com
LED 7 dias (Figuras 2c e 3), nota-se que a quan-



tidade de células (Figuras 2c e 3) e a organizagao
das fibras coldgenas (Figura 4c) nesses animais
sdo respectivamente parecidas com as de seu
grupo controle (Figuras 2° e 47). Ja o DROG 7
dias (Figuras 2d e 3) apresentou quantidade de
células parecida com o TEND 7 dias (Figuras 2b
e 3), mas a fibras coldgenas (Figura 4d) demons-
tram estar bem mais alinhadas, comparadas as
do mesmo grupo (Figura 4b).

L — -

" TEND - ZiDIAS

~_LED=7DIAS - | DROG~-7DIAS

Figura 2: Fotos dos tenddes com aumento
de 400x, corados com HE. Células dos
animais no periodo experimental de 7 dias:
a) CONTR = Controle; b) TEND = Tendinite;
¢) LED (redugéo de células) e d) DROG

= Drogas (aumento de células). As setas
indicam os nucleos das células

As imagens representativas dos grupos
com tempo experimental de 21 dias estdo apre-
sentadasnas Figuras 5e 6. O TEND também apre-
sentou maior quantidade de células (Figuras 5b
e 3) e maior desorganizagdo nas fibras colagenas
(Figuras 6b), comparado com os demais grupos.
Quanto ao grupo tratado com LED 21 dias, per-
cebe-se que a quantidade de células (Figuras 5¢
e 3) e a organizacao das fibras coldgenas (Figura
6¢) nesses animais também sao parecidas com as
do controle, diferentemente do grupo droga 21
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Figura 3: Proporgdo de leucécitos (células
positivas) para inflamagéo ao longo de

7 e 21 dias de acompanhamento. O teste
qui-quadrado (2x2) foi aplicado para as
comparacgdes dos respectivos periodos.

A proporcéo de células positivas para
inflamacdo foi significativamente elevada
para 7 dias (p=0,0005)

CONITR - 7. DIAS TEND — 7 DIAS

d)

DROG —7:DIAS

Figura 4: Fotos dos tenddes com aumento

de 400%, corados com picrossirius. Células
dos animais no periodo experimental de 7
dias: a) CONTR = Controle (fibras coldgenas
alinhadas; b) TEND = Tendinite (fibras
coldgenas desalinhadas); ¢) LED (fibras
coldgenas alinhadas) e d) DROG = Drogas
(fibras coldgenas alinhadas)
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dias que apresentou quantidade de células pare-
cida com a do grupo tendinite 21 dias (Figuras
5d e 3), mas a fibras coldgenas demonstram estar
bem mais alinhadas em comparac¢do com as do
mesmo grupo (Figura 6d).

Discussdo

Dentre os efeitos da fototerapia nos tecidos
biolégicos, um dos mais discutidos é sua influ-
éncia sobre os fibroblastos, na sintese de colage-
no, no remodelamento e na melhora funcional
dos tenddes™. Alguns estudos demonstram que
hd aumento do niimero de fibroblastos em teci-
dos tratados com essa terapia'> .

Estudos também atribuem a laserterapia
efeito pré-angénico, aumento da sintese de vas-
cular endothelial growth factor (VEGF) e platelet-

y 4 £
'\BASAL - 21 DIAS | TEND- 21 DIAS

Figura 5: Fotos dos tenddes com aumento

de 400%, corados com HE. Células dos
animais no periodo experimental de 21 dias:
a) CONTR = Controle; b) TEND = Tendinite
(aumento de células); ¢) LED (reducdo de
células) e d) DROG= Drogas (aumento de
células). As setas indicam os nucleos das
células

derived growth factor (PDGF), melhora na troca
de gases e eliminacdo de catabdlitos por meio
dos vasos sanguineos, facilitando a migragao de
macrofagos e fibroblastos nos casos de repara-
cdo tecidual . A utiliza¢do do LED terapéutico
em estudos mostra resultados semelhantes aos
da laserterapia para reparo tecidual** 2.

A semelhanga entre os resultados de estu-
dos utilizando laser com LED nao deve ser atri-
buida a coeréncia da luz, uma vez que esta se
perde nas primeiras camadas dos tecidos biol6-
gicos, mas sim a comprimentos de onda especi-
ficos que estimulam os componentes da cadeia
respiratéria mitocondrial, aumentando o meta-
bolismo energético?" **%.

A utilizagdo da fototerapia de baixa inten-
sidade é relatada em diversos estudos, nos quais
sao mencionados seus efeitos benéficos contra
o processo inflamatoério, na reparagdo tecidual,

CONTR - 21 DIAS§ TEND - 21 DIAS

LED — 21 DIAS

DROG =21 DIAS

Figura 6: Fotos dos tenddes com aumento

de 400x, corados com picrossirius. Células
dos animais no periodo experimental de 21
dias: a) CONTR = Controle (fibras coldgenas
alinhadas; b) TEND = Tendinite (fibras
coldgenas desalinhadas); ¢) LED (fibras
coldgenas alinhadas) e d) DROG = Drogas
(fibras coldgenas alinhadas)



bem como seu efeito potencializador na agao an-
ti-inflamatoéria e no remodelamento de fibras co-
lagenas® * %. Os resultados do LED neste estu-
do corrobora os demais trabalhos apresentados
na literatura sobre a presenca do remodelamen-
to das fibras colagenas e agdo do LED na dimi-
nuicdo das células, dando a entender que essa
diminui¢do colabora com o processo inflamaté-
rio, como demonstrado por Taciro, Serikawa e
Parizotto® e Casalechi et al.?.

Por meio de andlise histol6gica, este estu-
do demonstrou haver melhor efeito anti-infla-
matoério nos grupos tratados com LED, quando
comparados aos ndo tratados e/ou tratados com
farmacos, assim concordando com algumas pes-
quisas'™ * 22, As fibras colagenas no grupo LED
apresentou melhor remodelamento em relacdo
aos demais grupos que sofreram lesao. Esses re-
sultados corroboram os de outros trabalhos em
que se utilizou a fototerapia, como apresentado
na literatura® 12141520,

Autores mostram, com cada vez mais fre-
quéncia, que a terapia com LED tem efeitos anti-
inflamatérios™ ?°, concordando com os achados
do estudo aqui apresentado. A confirmagdo de
resultados positivos atribuidos ao LED nesta
pesquisa faz com que se tenha a necessidade de
mais estudos utilizando essa fonte de luz.

Conclusdo

Este estudo permite concluir que o LED,
no comprimento de onda de 640 nandmetros de
baixa intensidade, reduziu o nimero de células
inflamatodrias e melhorou o alinhamento das fi-
bras colagenas.
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