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Resumo

Este estudo experimental visa observar as alteracdes
causadas pela irradia¢io do laser (904nm), no tendio
calcaneo, em ratos. Foram utilizados 30 ratos, divididos em
dois grupos, um com 20 e outro com 10 animais. Todos os
animais foram submetidos a tenotomia do tendio calcaneo
direito. O tratamento com laser foi iniciado apés 24 horas
em um dos grupos, com a dose de 4 J/cm? e o outro grupo foi
utilizado como controle. Os grupos foram divididos em
subgrupos, e os animais, sacrificados em periodos distintos,
no 8% e 15° pés-operatério. O tendio foi submetido a analise
histolégica pela microscopia de luz. Houve diferenca,
estatisticamente significante (p < 0,05), entre controle e
tratado, na deposicdo de coligeno e presen¢a de células
inflamatérias. Este estudo sugestiona que a terapia a laser,
proporciona a aceleracdo da cicatriza¢do na tenotomia
calcAneana em ratos, pelo aumento da deposicio de colageno,
tanto na fase inicial, como na fase tardia do tratamento.
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Introducao

Varios estudos foram realizados, no sentido de
minimizar os problemas da cicatrizagdo tendinosa. Os
que mais se destacam estdo relacionados com a técnica
cirargica empregada [1], mobilizacdes e imobilizacdes [2],
utilizacdo de recursos fisicos para acelerar o processo de
reparacdo tecidual [3-6].

A radiacdo a laser tem sido usada para acelerar os
processos cicatriciais, tanto em estudos experimentais,
quanto na pratica fisioterapéutica [3,7,8].

Abstract

The aim of this study was to observe the alterations caused
by laser (904nm) in the calcaneal tendon of rats. Thirty rats were
divided in 2 groups — one with 20 and other with 10 animals, all
ofthem submitted to right calcaneal tendon tenotomy. One group
started laser treatment at a dose of 4 J/cm? 24 hours after surgery,
the other being used as control. Both groups were divided in
subgroups, sacrificed at different times — on the 8% and 15®
postoperative day, respectively. The tendon was submitted to
histology analysis using light microscopy. There was a statistically
significant difference (p < 0.05) between control and treated group
in collagen deposition and presence of inflammatory cells. This
study suggests that laser therapy accelerates healing in calcanean
tenotomy in rats by increase collagen deposition both in the early

and late parts of the treatment.
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Alguns autores [7-10] relatam que o efeito do laser
terapéutico que mais se destaca ¢ o cicatrizante. Este ¢é
caracterizado por trés fatores principais:

a) Incremento a producdo de ATP. Acredita-se que o
laser eleva a produgio de ATP [11], proporcionando um
aumento da atividade mutotica [7-10] e um aumento da
sintese de proteina, por intermédio da mitocoOndria
[12,13]. Tem-se, como conseqiéncia, o aumento da
regeneracdo tecidual em um processo de reparo [7-10];

b) Estimulo a microcirculagdo, que aumenta o aporte
de elementos nutricionais associado ao aumento da velo-
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cidade mitética, facilitando a multiplicacdo das células
[7.9];

¢) Formacdo de novos vasos a partir dos pré-existentes
[7-9,14,15].

Muitos autores [16-18] indicam a utilizacdo do laser
As-Ga para obter cicatrizagdo dos tecidos.

Outros autores [5] demonstraram que o laser
terapéutico He-Ne possui um efeito cicatrizante, através
da estimula¢io da matriz colagenosa. Foram utilizados
24 coelhos da raca Nova Zelandia, com os quats realizou-
se uma tenotomia no tendao de Aquiles, seguido de sutura.
Os animais foram imobilizados ¢ submetidos a uma dose
de 1 J/dia do laser He-Ne (632,8 nm), por 14 dias, no
tenddo de Aquiles. No 15° dia os coelhos eram sacrificados
e o tenddo, excisado para posterior analise bioquimica.
Observaram um aumento de 26% de colageno, quando
comparando com o grupo controle.

Baseado nestas evidéncias, o objetivo deste estudo fot
analisar o efeito do laser terapéutico As-Ga na cicatrizagio
do tendio calcaneo de ratos, através da microscopia de luz.

Métodos

O aparelho de laser utilizado foi um modelo clinico portatil,
de AsGa com comprimento de onda de 904 n7, e com pico de
poténcia de 75 W, poténcia média de 3 a 7 #W, com a duracio
de pulso de 780 zs e frequéncia de 2000 Hx.

Foram utilizados 30 ratos albinos, machos, da linhagem
Wistar, de idade adulta e peso variando de 200 a 250g. Durante
o experimento, os ratos permaneceram em gaiolas de
polietileno, contendo quatro animais cada, com condi¢Ses de
temperatura, luminacdo e ventilacdo adequadas, e também
com livre acesso a agua e alimentacio.

A anestesia de todos os grupos, foi realizada por ina-
lagdo de éter etilico, em uma camara de dessecagio. Logo
apos, foi realizada a tricotomia na perna direita (regido
posterior) dos animais e, em seguida, foram realizadas as
seguintes etapas: posicionamento do animal em decubito
ventral e fixacdo dos membros; anti-sepsia da pele com
alcool 10dado 4%; colocacio de campos frenestrados; incisio
longitudinal na regido posterior do tendio calcaneo direito;
1solamento e tenotomia total do tendio calcaneo direito na
regido intermédia (entre a jun¢do miotendinosa e a nser¢io);
fechamento da pele com sutura simples, com fio de poliéster
/ algodio 2-0; aplicacio de alcool iodado sobre a sutura,
sendo esta deixada sem curativos.

Ap0s a cirurgia, os animais foram identificados e divi-
didos aleatoriamente em dois grupos, um com tratamento a
laser (grupo A) e outro para controle (grupo B), os quais,
possuindo, respectivamente, 20 e 10 animais, subdivididos
em dois subgrupos, com 10 animais (A, e A) e 5 animais
B,eB).

O grupo A recebeu aplica¢des com o laser 24 horas apds a
cirurgia, com irradiaces dianas por 7 dias consecutivos.

Os animais foram sacrificados no 8° e 15° dia pos-
operatono e distribuidos nos grupos conforme a Tabela 1.

Tabela I — Demonstra a divisdo dos animais nos grupos, nimero
de aplicagdes de laser e dia do sacrificio dos animais.

Grupos N AL DS
A 10 7 8°
A, 10 14 15°
B, 5 - 8°
B 5 - 15°

2

N = ndmero de ratos por grupo, AL = Aplicacdes do laser, DS =
Dia do sacrificio do animal.

Os animats do grupo A, foram tratados com a dose de
47/em?. O método usado foi o da aplicacdo direta pontual
(de apenas um ponto no local da tenotomia) sobre a pele
do animal. As radiacbes foram feitas na mesma hora do
dia, observando o periodo de 24 horas entre as aplicacGes.

Cada animal fo1 sacrificado com dose excessiva do
anestésico (éter etilico), por via respiratoria. Posterior-
mente foi realizada a disseca¢io do tendio calcaneo,
procurando-se preserva-lo a0 maximo. Foi feito um corte
rente a0 0sso calcaneo e outro na juncio miotendinosa
do musculo triceps sural, no membro pélvico direito.

O tendio fot colocado em um cassete e mantido em
alcool 70% para a fixagdo, com volume 10 vezes superior
ao volume da peca. As laminas dos tenddes foram prepa-
radas da seguinte forma: (a) descricdo, (b) desidratacio,
(¢) difusio com xilol, (d) impregnacdo com parafina, (e)
inclusdo e (f) microtomia.

Foram realizados cortes longitudinais do local da lesdo,
sendo estes cortes de cinco micras, corados por Hematoxi-
lina de Harris/ Eosina-Floxina e Tricrdmico de Masson.

As laminas foram, entiio, analisadas por microscopia
de luz e os resultados, registrados por uma analise semi-
quantitativa da reagdo inflamatéria, definida por: presenca
de células inflamatonas (macrofagos e leucdcitos), fibro-
blastos, deposi¢io de colageno, neovascularizagio, presenga
de necrose e presenca de microcalcificagSes, em graus que
variam de: ausente (-), presenca leve (+), presenca mode-
rada (++) e presenca acentuada (+++). A presenca de
células inflamatorias foi classificada, também, em focal
(F) e difusa (D) e a formacdo de novos vasos nunca era
ausente e stm normal (IN).

Os registros em cruzes (+), foram revertidos em
valores numéricos, da seguinte maneira: 0 para (-), 1 para
(+), 2 para (++) ¢ 3 para (+++); foram também
constderados valores intermediarios, tais como: 0,5 para
(-/1), 1,5 para (+/++) e 2,5 para (++/+++).

A analise estatistica foi feita através do teste de
contraste de médias, onde a média de cruzes de cada
variavel for comparada entre os grupos de tratamento e
nos diferentes tempos de sacrificio O teste 7 student foi
realizado em relacdio a significancia p < 0,05.
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Resultados e discussao

O laser AsGa 904 nm fo1 escolhido porque, além de
possuir um maior poder de penetracdo, em torno de 1,4
milimetros (mm), o seu tamanho ¢é reduzido, facilitando
o manuseto. O custo do aparelho é menor (em relagdo
a0s outros presentes no mercado), ele é seguro e de simples
aplicacdo [19].

A dose de 4 J/cm? foi utilizada por estar na faixa “3 a
6 J/cm?”?, que é responsavel pelo efeito cicatrizante
[6,9,18,20].

Durante irradiagdo, a caneta do aparelho foi posicio-
nada a um angulo de 90°, em relacio ao tenddo do animal,
procurando, portanto, diminuir o indice de dispersio das
ondas eletromagnéticas [8]. A ponta da caneta esteve em
contado direto com a pele, no sitio da lesdo.

A aplicagdo do laser foi sempre realizada 24 horas apos
a lesdo, com a intencdo de iniciar o tratamento na fase
aguda de cicatrizacdo, portanto, observando os efeitos do
laser AsGa nos eventos primarios do reparo tendinoso.

No grupo tratado, houve radiacio na fase aguda pelo
petiodo de 7 dias consecutivos (10 animais), e outros 10
animais foram mantidos, por mais sete dias, também
consecutivos, conforme a tabela I. O tempo para
mntervencdo laserterapica foi realizado considerando os
eventos celulares e extracelulares, bem como as alteracoes
ultra-estruturais do estagio inicial e tardio do processo de
reparo [21,22].

Optamos em sacrificar os animais 24 horas apos a
ultima aplicacdo de laser, portanto, no 8° dia pds-operatdrio
(para analisar a fase inicial) e 15° dia pds-operatorio (para
analisar a fase tardia do processo de reparo tendineo).

Houve diferenca estatistica muito significante no
contraste de médias da presenca de células inflamatorias,
entre os grupos controle (B)) e tratamento (A)) na fase
micial de reparo, prevalecendo uma maior quantidade de
células inflamatérias no subgrupo B,. Na fase tardia ndo
houve diferenca estatistica significante, entretanto, em
valores absolutos, no subgrupo A, verificou-se um indice
maior de presenc¢a de células inflamatorias.

Verificamos, também, diferenca estatistica significan-
te no contraste de médias entre fase inicial (A) e tardia
(A) de tratamento. Prevaleceu um indice maior de
presenca de células inflamat6rias no subgrupo A . No
contraste de médias entre fase inicial (B)) e tardia (B)) do
controle, ndo houve diferenca estatistica significante,
porém, em valores absolutos, observou-se um indice maior
de presenca de células inflamat6rias no subgrupo B..

Outros autores [18] também encontraram em seu
experimento uma menor quantidade de infiltrado infla-
matoério, apos a aplicacio do laser. Entretanto, alguns autores
[7-9,23] descrevem o efeito anti-inflamatério do laser, que
encontramos em nosso experimento, a0 menos na fase mnicial
da cicatrizago.

Figura 1 — Microscopia do tenddo calcaneo de rato sacrificado no 8° PO,
corados pela Hematoxilina-Eosina. Corte longitudinal, mostrando maior
presenca de coldgeno no grupo tratado e menor presenca de células
inflamatdrias também no grupo tratado. Aumento de 400x (A1= grupo
tratamento e B1= grupo controle).

No contraste de médias entre o controle e o tratado na
fase inicial e tardia, ndo houve diferenca estatistica
significativa na neovascularizagdo, com valores absolutos
também iguais para A, e B, e A, com maior vascularizagio
do que B, (Figuras 1, 2, 3 ¢ 4).

Comparou-se o grupo tratado na fase inicial e tardia,
com relacdo a neovascularizacio, onde observou-se
diferenca estatistica altamente significativa com prevaléncia
de maior grau de vasculariza¢do no subgrupo A, . Nos
subgrupos controle, ndo houve diferenca estatistica signi-
ficativa, entretanto observou-se maior grau de vascularizacio
no subgrupo B..

Alguns autores [14] demonstraram que o laser promove
a formagdo de novos vasos a partir dos pré-existentes no
sitio da lesdo, porém, ha muitas variacbes em relagdo ao
nosso experimento, como por exemplo, a dose utilizada, o
tipo de laser, o animal e o tipo de tecido estudado. E
importante ressaltar que outros autores [10,15] concordam
com este efeito do laser.

Na comparacdo entre o controle e o tratado, com
relagdo a presenca de fibroblastos na fase inicial e tardia,
ndao houve diferenga estatisticamente significativa.
Entretanto, houve uma pequena diferenca em valores
absolutos, com maior presenc¢a de fibroblastos nos
subgrupos B, e B..
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Figura 2 — Comparagio das médias entre os grupos A1 e BT — Histograma
tlustrando o comportamento das varidveis no 8° PO. Os resultados sdo
obtidos através das médias de cada varidvel.

MEDIAS ENTRE OS GRUPOS A1 X B1

|OLaser M Controle

24 ; 225 23 2,35

Valores Médios

Cél. Inflam. Vasculariz. Fibroblasto Colageno

Em contraste, houve diferenca estatistica muito signifi-
cativa, comparando-se a fase micial e tardia do tratamento,
com prevaléncia de maior quantidade de fibroblastos no
subgrupo A .

Ja no grupo controle ndo houve diferenca estatistica
significativa, porém, houve diferenca em valores abso-
lutos, sendo que o subgrupo B., com maior presenca de
tibroblastos.

Figura 3 — Microscopia do tenddo calcineo de rato sacrificado no 15° PO,
corados por Tricromico de Gomori. Corte longitudinal, mostrando maior
presenga de coldgeno no grupo tratade. Aumento de 200x (A2 = grupo
tratamento e B2= grupo controle).

Um autor [10] afirma que o laser promove a multi-
plicacdo dos fibroblastos, o que, no entanto, nio foi
demonstrado em nosso experimento. Outros autores
relatam a maior presen¢a de fibroblastos na fase inicial
do processo de reparo [22,24-206].

Com relacdo a presenca de fibras de colageno, houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos
controle e tratamento na fase inicial de reparo. Também
houve diferenga estatistica, altamente significante, entre
os grupos controle e tratado na fase tardia de reparo. Em
ambos os casos, fase inicial e tardia, houve prevaléncia
de presenca de fibras colagenas no grupo tratado.

Na compara¢io do grupo tratado, entre fase inicial e
tardia, ndo houve diferenca estatistica significante. Isto
ocorreu também na comparacdo do grupo controle entre
fase inicial e tardia. Em ambos os casos, houve aumento
de colageno na fase tardia em valores absolutos.

Alguns autores [5] concluiram que o laser estimula a
cura do tenddo, através da producdo aumentada de
colageno pela matriz colagenosa, porém, a dose utilizada
fo1 menor, comparada com o nosso experimento. Varios
outros autores concordam que o laser promove a deposi¢do
acelerada de fibras de colageno na zona de lesdo [10,15,25].

Figura 4 — Comparagio das médias entre os grupos A2 ¢ B2 —
Histograma ilustrando o comportamento das varidveis no 15°
PO. Os resultados sio obtidos através das médias de cada varidvel.

MEDIAS ENTRE OS GRUPOS A2 X B2

OLaser M Controle ‘

2,8 - 2,65

Valores Médios

Cél. Inflam.  Vasculariz. Fibroblasto Colageno

Fo1 constatada, também, a presenca de células gigantes
multinucleadas em dois animais. Isto se deve, provavel-
mente, a fusdo de macréfagos, transformando-se em
células epitelidides, que sdo o resultado de uma nflamacio
persistente [26]. A inflamacdo persistente pode ser
explicada pela descarga de peso no membro lesado, ja que
os animais nio foram imobilizados.

Encontramos, ainda, a presenca de metaplasia
cartilaginosa em dois animais, um no grupo controle e
outro no grupo tratamento. Nio encontramos na
literatura nenhuma explicagdo para este fato.
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Assim, pode-se ver que este estudo fornece evidéncias
do efeito benéfico da irradiacio por laser, com relacio a
cicatrizacdo do tenddo calcaneo em ratos. Embora os
estudos em animais, como os delineados acima,
efetivamente avancem, e diminuam a lacuna existente
entre a pesquisa e a pratica clinica, ainda restam alguns
questionamentos a serem respondidos, tais como: dose ideal
para um determinado tratamento; tipo de laser a ser
utilizado; fase da inflamagio ideal para a intervencgio
laserterapica e outros.

Conclusao

Com base nos resultados encontrados, o laser AsGa
904nm, utilizado na dose de 4]/cm?, promoveu a
deposicio de colageno no sitio da lesdo na fase inicial e
tardia. Além disso, minimizou a presenca de células
inflamatdrias na zona de lesdio, na fase inicial da
cicatrizacio do tendio calcaneo de ratos.
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