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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) caracteriza-se por um grupo de doencas metabdlicas com a
presenca de hiperglicemia, resultante de defeitos na secre¢do de insulina e/ou em sua
acao e atualmente é considerado uma pandemia. O objetivo do estudo foi verificar se a
terapia fotobiomoduladora aplicada precocemente (apés a inducdo, e antes da
instalacdo do diabetes) poderia ser util, em funcdo de suas propriedades proliferativas,
na atenuacdo dos danos causados ao tenddo do calcaneo em animais diabéticos. O
estudo foi executado em duas partes: inicialmente foi realizada uma reviséo sistematica
a fim de avaliar qual seria o protocolo de Laserterapia mais eficaz na atenuagdo dos
danos causados pela tenotomia nas propriedades biomecéanicas do tendao do calcaneo
de ratos. Na segunda parte, foi desenvolvido um estudo de carater experimental que
teve por objetivo avaliar o efeito da Laserterapia de Baixa Intensidade (3J e 6J) na
resposta biomecéanica do tenddo do calcaneo de ratos induzidos ao DM. Utilizamos 45
ratos Wistar machos, mantidos em condigbes padres de biotério, distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos: Grupo Controle (GC; n=15), ratos ndo diabéticos,
Grupo Diabético (GD; n=10), ratos diabéticos sem nenhuma intervengéo, c¢) Grupo
Diabético Laser 1 (GDL1; n=10), ratos induzidos ao DM e tratados com Laserterapia
(LT) de 3J/cm2; e d) Grupo Diabético Laser 2 (GDL2; n=10), ratos induzidos ao DM e
tratados com LT de 6J/cm2. Aos 60 dias de vida, os animais foram induzidos ao DM
através de injecao intraperitoneal de Estreptozotocina (55mg/kg), diluida em solucéo
tampao de Citrato de Sédio (10 mM e pH 4,5), dose Unica. Para a LT foi utilizado um
aparelho Phothon Laser Il da marca DMC, em 21 sessfes consecutivas pelo método do
contato, modo pontual, caneta com diodo de GaAs no tendao do calcaneo. Os animais
do GC foram sujeitos apenas a manipulacdo. Apdés o periodo de intervencdo, foi
realizada a coleta do material biolégico, e em seguida encaminhados para o ensaio
biomecéanico de tracdo. Os dados foram tratados estatisticamente através do programa
SPSS Statistics versao 18.0, utilizando-se Anova com um fator (One way) com post hoc
Tukey, e nivel de significancia de 5%. Apos o tratamento observou-se diferenca nos
seguintes parametros: Deformacéo Especifica Forca Maxima: GDL1 (300,85+ 143,59) e
GDL2 (365,55+ 193,71) < GC (147,35 £ 65,04) (p = 0,018 e p = 0,018, respectivamente);
Mddulo Elastico: GDL1 (8,54 £5,25) e GDL2 (11,00 * 7,03) < GD (26,43 £+ 18,55) (p =
0,033 e p = 0,001) e Area de Seccéo Transversa: GDL2 (1,05 +0,62) < GC (2,15 + 1,29)
(p = 0,027) e GD (1,72 + 0,21) < CG (p = 0,025). A terapia de fotobiomodulacao
minimizou, em parte, as alteracdes do tenddo de ratos induzidos ao DM, possivelmente
retardando o processo degenerativo.

Palavras-Chave: Laserterapia. Tendinopatia. Biomecanica. Diabetes Mellitus. Ratos.
Revisdo Sistematica.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is characterized by a group of metabolic diseases with the
presence of hyperglycemia, resulting from defects in insulin secretion and / or its action
and currently is considered an pandemic. The objective of the study was to verify
whether photobiomodulatory therapy, since applied early (after induction, but before the
onset of diabetes) could be useful, due to its proliferative properties, in attenuating
damage to the tendon in diabetic animals. The study was carried out in two parts: initially
it was carried out to evaluate which would be the most effective in attenuating the
damage caused by the tenotomy in the biomechanical properties of the calcaneus
tendon of rats. In the second part, an experimental study was developed that aimed to
evaluate the effect of Low Intensity Laser Therapy (3J and 6J) on the biomechanical
response of the calcaneal tendon of rats induced to DM. We used 45 male Wistar rats,
kept under conditions of biotery standard, randomly distributed in four groups: Control
Group (CG, n = 15), non-diabetic rats, Diabetic Group (GD; n = 10), diabetic rats without
intervention, C) Diabetic Group Laser 1 (GDL1; n = 10), DM-induced mice treated with 3J
/ cm2 Laser Therapy (LT); And d) Laser Diabetic Group 2 (GDL2; n = 10), DM-induced
mice and treated with 6J / cm2 LT. At 60 days of age, the animals were induced to DM by
intraperitoneal injection of streptozotocin (55mg / kg), diluted in a single dose of sodium
citrate buffer (10 mM and pH 4.5). For LT, a Photon Laser Ill device of the DMC was
used in 21 consecutive sessions by contact method, punctual mode, GaAs diode pen in
the calcaneus tendon. The CG animals were subjected to only one manipulation. After
the intervention period, the biological material was collected and then sent to the
biomechanical traction test. The data are treated using SPSS Statistics version 18.0, use
Anova with a factor (One way) with post hoc Tukey. After treatment, we observed the
difference nosobs: Specific Deformation Maximum Strength: LGD1 (300.85 + 143.59)
and LGD 2 (365.55 + 193.71) < CG (147.35 = 65.04) (p = 0.018 and p = 0.018,
respectively); Elastic modulus: LGD 1 (8.54 = 5.25) and LGD2 (11.00 £ 7.03) < DG
(26.43 + 18.55) (p = 0.033 and ep = 0.001) and Transverse Section Area: LGD2 (1.05 +
0.62) < CG (2.15 £ 1.29) (p = 0.027) and DG (1.72 £ 0.21) < CG (p = 0.025). We could
observe in tendon a improvement in the structure and biomechanics in the parameters
Energy / Area, Specific Deformation Maximum Strength and Area of Transversal Section
of the tendon of rats induced to DM delaying its degenerative process.

Keywords: Lasertherapy. Tendinopathy. Biomechanics. Diabetes Mellitus. Rats.
Systematic Review.
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1 INTRODUCAO

A presente dissertacdo faz parte de uma linha de pesquisa ja consolidada no
Laboratdrio de Plasticidade Neuromuscular (LAPLAN) — Departamento de Anatomia
da UFPE, que tem por objetivo estudar as comorbidades resultantes do diabetes nas
estruturas do aparelho locomotor, mediante experimentacées com modelos animais.

Nesse sentido, observamos em estudos prévios realizados no nosso
laboratério, através do ensaio biomecéanico do tendao do calcaneo, a presenca de
sinais de fragilidade tendinea em animais com diabetes crénica experimental ndo-
controlada. A partir desses resultados, idealizamos um modelo experimental
tentando mimetizar as condi¢des clinicas observadas em pacientes diabéticos tipo 1,
fazendo uso de insulinoterapia, para testar a hipotese de que uma terapia
fotobiomoduladora, desde que iniciada precocemente (apés a inducdo, mas antes da
instalacdo dos danos causados pelo diabetes) poderia ser util, em funcéo de suas
propriedades proliferativas, na atenuacdo dos danos causados ao tenddo em
individuos diabéticos.

Inicialmente foi realizada uma revisao da literatura com o intuito de avaliar a
eficacia de variados protocolos de Laserterapia, em estudos experimentais na
atenuacao dos danos causados pela Tenotomia nas propriedades biomecanicas do
tenddo do calcaneo de ratos; de modo a balizar a escolha do protocolo a ser
utilizado no presente estudo.

Da revisdo, originou-se 0 primeiro artigo resultante dessa dissertacao
intitulado:  “EFICACIA DA TERAPIA FOTOBIOMODULADORA DE BAIXA
INTENSIDADE NA ATENUACAO DOS DANOS CAUSADOS AS PROPRIEDADES
BIOMECANICAS DO TENDAO DO CALCANEO DE RATOS: UMA REVISAO
SISTEMATICA” (incluido no capitulo de Revisdo da Literatura, submetido para

publicacdo na Revista Brasileira de Biomecanica Qualis B2, na area 21 da CAPES).

Através da revisdo sistematica, foi elaborado o protocolo experimental
utilizando animais de laboratério, ratos Wistar, com o objetivo de avaliar o efeito da
Laserterapia de Baixa Intensidade de 3J e 6J sobre o0 as Propriedades Biomecanicas

do Tendao do Calcaneo de Ratos Diabéticos.

Desde forma, hipotetizamos que a Laserterapia aplicada no tenddao do
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calcaneo no periodo imediatamente apos a inducao poderia minimizar as alteracdes

tendineas observadas em decorréncia do diabetes.

Atendendo as normas vigentes do Programa de Pés-Graduacao Strictu Sensu
em Fisioterapia da UFPE para a elaboragéo da dissertacéo, o presente exemplar foi

estruturado da seguinte maneira:

1 Revisdo da Literatura

2 Objetivos

3 Hipoteses

4 Métodos

5 Resultados — Apresentacéo dos resultados desse estudo no formato de

dois artigos originais:

Artigo original 1 - Eficacia da Terapia Fotobiomoduladora de Baixa
Intensidade na atenuacédo dos danos causados as Propriedades Biomecanicas
do Tend&o do Calcaneo de Ratos: Uma Revisdo Sistematica (APENDICE A)

Artigo original 2 - Laser de Baixa Intensidade de 3J e 6J sobre o as
Propriedades Biomecanicas do Tenddo do Calcaneo de Ratos Diabéticos
(APENDICE B)

6 Consideracfes Finais.

7 Dificuldades Encontradas.
Referéncias

Apéndices

Anexos
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Diabetes Mellitus (DM)

O DM é caracterizado por um grupo de doencas metabdlicas com a
presenca de hiperglicemia, resultante de defeitos na secre¢éo de insulina e/ou em
sua acao (GROSS et al., 2002). Esta relacionado a grandes encargos econdmicos e
sociais em decorréncia da alta frequéncia de complicagdes agudas e cronicas, que
causam hospitalizacéo, incapacitacdes, perda de produtividade de vida e morte
prematura (HARRIS,1998).

Possui quatro formas diferenciadas de apresentagéo: DM tipo 1, DM tipo 2,
DM gestacional e outros tipos especificos de DM. Os que apresentam maior indice
na populagdo em geral sdo: tipo 1 e tipo 2. O tipo 1 consiste na destruicdo das
células beta levando a uma deficiéncia de insulina, sendo subdivido em tipos 1A
(autoimune), encontrado em 5 a 10% dos casos de DM, sendo o resultado da
destruicdo imunomediada de células betapancreéaticas com consequente deficiéncia
de insulina, e 1B (idiopatica), caracterizado pela auséncia de marcadores de
autoimunidade contra as células beta. Os individuos com o tipo 1B de DM podem
desenvolver cetoacidose e apresentam graus variaveis de deficiéncia de insulina, ja
o DM tipo 2 é verificado em 90 a 95% dos casos e marcado por defeitos na acao e
na secrecdo da insulina e na regulacdo da producédo hepatica de glicose e é
causada por uma interacdo de fatores genéticos e ambientais (Diretrizes da
Sociedade Brasileira de Diabetes, 2015-2016). O controle da glicose no sangue
reduz o risco de complicacdes microvasculares (RODRIGUES, 2005).

Idade avancada, maior duracao do diabetes, pior grau de controle glicémico, e
a presenca de complicacbes microvasculares (JACOBSON et al., 2014) foram
observados como fatores de risco para alteracBes locomotoras, principalmente
Limitacdo da Mobilidade Articular, na DM tipo 1 (SMITH, BURNET, MCNEIL, 2003;
SILVA; SKARE, 2012; JACOBSON et al., 2014).

A duracdo do DM e os niveis de hemoglobina glicosilada sédo os principais
fatores de risco para as complicacdes crbnicas e consequente agravo dos casos
(YAGIHASHI; MIZUKAMI; SUGIMOTO, 2011). Conjuntamente ao controle
metabodlico, o tratamento da Hipertensdo Arterial nos pacientes diabéticos tem

importadncia crucial para reducdo das complicagbes macro e microvasculares,
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recomenda-se como metas glicémicas, de acordo com a Sociedade Brasileira de

Diabetes, a serem alcancadas em pacientes adultos diabéticos os valores dispostos

na Tabela 1.
Parametro Metas* Nivel de evidéncia
HbAlc <7% B
Glicemia de jejum <110 mg/dl B
Glicemia pré-prandial <110 mg/dl B
Glicemia po6s-prandial <140 mg/dl B

Tabela 1. Metas de controle Glicémico recomendados pela Sociedade Brasileira de
Diabetes. HbAlc: Hemoglobina Glicada. B: Estudos observacionais de menor consisténcia.
*As metas devem ser alcancadas sem aumentar o risco de hipoglicemia (adaptado de
CAMPANA; BRANDAO, 2013).

2.2 RepercussoOes do Diabetes Mellitus no tecido colageno

O DM causa alteracdo no processo inflamatério, na angiogénese (LEEPER,
COOKER, 2011), proliferacéo celular e distarbios da matriz celular, principalmente o
colageno (REDDY, 2004), levando ao desenvolvimento de disfun¢cdes mecanicas.
Propriedades estruturais alteradas de tecidos musculoesqueléticos predispdem o
maior risco de tendinopatia e de lesdo musculoesquelética em pacientes diabéticos
(JACOBSON et al., 2014).

Com o aumento da idade, o colageno torna-se menos soluvel, com uma
maior quantidade de pigmentos reticulados, danos evidenciados de forma mais
precoce no DM (MONNIER; KOHNT; CERAMI, 1984).

Relatos de casos e alguns estudos epidemioldgicos enfatizam a possivel
ligacdo entre DM e alteracbes de tenddes em varias partes do corpo de seres
humanos (AKTURK et al.,2002; BOLTON et al., 2005; DIDOMENICO; WILLIAMS;
PETROLLA, 2008). Porém detalhes sobre sua associacdo ainda permanecem
obscuros, Papanas e colaboradores (2009), avaliando o tenddo do calcaneo,
sugerem que o DM pode alterar o mesmo, ocasionando rigidez e espessamento.

No tecido conjuntivo do tenddo, que possui alto teor de colageno, ocorre
uma série de reacdes entre a por¢do amino-terminal do colageno e a glicose livre,

denominada glicosilagdo ndo enzimatica, processo determinante no processo
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degenerativo e regenerativo criado pelo quadro diabético (BARBOSA, OLIVEIRA,
SEARA, 2008).

De Oliveira e colaboradores (2010), em uma revisdo sistematica,
demonstraram diversas altera¢cdes morfolégicas no tendao do calcaneo, tais como o
aumento da densidade, de irregularidades e menor diametro da fibrila e
desorganizacao do coldgeno com uma configuracdo anormal, além da ocorréncia de
alteragdes no funcionamento biomecanico do tecido conjuntivo.

A questdo vascular também contribui para a instalacdo de lesdes cutaneas,
pela presenca de macro e microangiopatias, as alteracdes vasculares geradas,
como aumento da permeabilidade e diminuicdo da resposta dos vasos a inervacao
simpdtica, resultam numa consequente queda da capacidade de reagcdo ao estresse
térmico e/ou hipodxia local (BUB; OLERUD, 2003). N&ao existem causas esclarecidas
acerca da maior susceptibilidade dos individuos diabéticos as infec¢des, mas
sugere-se que poderia haver associacdo de um defeito imunoldgico caracteristico do
diabético, bem como as micro/macroangiopatia e/ou neuropatia diabética ja descritas
(DELAMAIRE et al., 1997).

2.3 Biomecéanica do tenddao e o DM

A leséao tecidual, proveniente de alteracdes metabdlicas préprias do DM,
apesar de ser o estimulo inicial para o processo de cicatrizacdo, coloca elementos
sanguineos em contato com o colageno e outras substancias da matriz extracelular,
dessa forma, ha liberacdo de varios mediadores vasoativos e quimiotaticos que
conduzem o processo cicatricial (interacdo entre sua sintese, fixacdo e degradacéo
no tecido cicatricial), dessa forma pode ser induzida, também, por questdes
nutricionais e/ou metabdlicas (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

Além disso, o DM leva a alteracdo na angiogénese (LEEPER, COOKER,
2011) e dos processos inflamatorio e de proliferacdo celular e distdrbios da matriz
celular, principalmente do coladgeno (REDDY 2004), que acarretam a longo prazo
déficits mecéanicos. As propriedades mecéanicas do tend&do calcaneo influenciam
diretamente no funcionamento e desempenho do sistema muasculo-esquelético
durante a locomocéo.

A elasticidade dos tenddes aumenta a eficiéncia do musculo durante ciclos

de atividade, tal como a marcha. Ou seja, as propriedades mecéanicas do tendao
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calcaneo reduzem o trabalho e o gasto energético exigido do musculo. Isto torna
possivel para o ato de locomogdo, que seria desfavoravel mecanicamente para o
musculo isoladamente, para ser realizada utilizando menos energia (ROBERTS;
MARSH, 2003).

Uma das razbes que leva ao dano tendineo esta no fato da reducao do
namero e diametro dos vasos intratendineos, que diminuem das partes distais até as
mais proximais, tornando o tecido mais susceptivel a rupturas. Sua vascularizacdo é
extremamente delicada e possui zonas criticas de reducdo de aporte sanguineo o
gue contribui para a ocorréncia de rupturas (ZANTOP; TILLMANN; PETERSE,
2003).

2.4 Fotobiomodulacéao e cicatrizagcéo de tendao e Diabetes Mellitus (DM)

O DM prejudica a angiogénese fisiologica, 0 que pode se manifestar de
diversas formas, como, por exemplo, a formacdo de Ulceras nos pés que nao
cicatrizam ou angina refrataria. Dentre os varios mecanismos moleculares propostos
para a justificativa da néo cicatrizacdo tecidual em individuos com DM, a
hiperglicemia induziria a producdo de espécies reativas de oxigénio que causam
disturbios endoteliais, incluindo a sintese reduzida e degradacéo acelerada de oxido
nitrico derivado do endotélio (LEEPER, COOKER, 2011). Essas alteractes
promovem, em longo prazo, disturbios mecéanicos do tenddo do calcaneo em
modelos experimentais em estudos anteriores realizados por n0Sso grupo.

A fotobiomodulacédo, através da aplicacdo de laser, atua sobre os tecidos
como reacfes nao térmicas (SCHAFFER et al., 2000). Moléculas com propriedades
fotorreceptoras que estdo distribuidas nas células (flavoproteinas, porfirinas,
citocromo, tirosina e asparaginina), ao receber radiagdo com comprimento de onda
especifico, provocam variacdes no metabolismo celular (AMAT et al., 2005). Apesar
da inespeficidade dos estimulos lesivos, as lesdes teciduais sdo responsaveis pela
resposta inflamatéria, e, para fins de reparacéo tecidual, 0 emprego da luz encontra
vantagens no que se refere a acdo menos invasiva, muitas vezes mais barata,
ocupando menos tempo quando comparada a outras modalidades terapéuticas e a
praticidade de aplicacéo (VINCK et al., 2003).

De acordo com Grieco (2014), os lasers séo classificados de acordo com a
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poténcia de emissdo da radiacdo, podem ser: laser de alta, média e baixa

intensidade:

— Os lasers de alta intensidade, também conhecidos como laser
cirurgico, laser quente, laser duro ou hard laser emitem radiagdo de
alta poténcia, com potencial destrutivo, sdo usados em cirurgias, ou
seja, possui uma acao fototérmica de corte, vaporizagdo, coagulacao
e esterilizacdo dos tecidos. Os principais lasers de alta intensidade
sdo o Excimer, Argbnio, Kripton, Dye, Rubi, Familia YAG (itrio-
aluminiogranada) e CO?2.

— Os lasers de média intensidade ou mid-laser emitem radiagbes com
poténcias medianas, sem poder destrutivo, amplamente utilizados em
tratamentos fisioterapeutico. Entre eles encontram-se o laser de

Hélio-Nebnio (He-Ne) e o Arsenieto de gélio (AsGa).

— Os lasers de baixa intensidade, também denominados laser mole,
laser frio, laser terapéutico ou "soft-laser”, emite radiacdo de baixa
poténcia, sem potencial destrutivo, com acdo fotoquimica de
analgesia, sdo anti-inflamatorios e promovem bioestimulacéo tecidual.
Entre os lasers de baixa intensidade encontram-se os lasers: He-Ne
(Hélio-Nebnio), diodo (Arsenieto de galio - AsGa e Arsenieto de galio

e aluminio - AsGaAl).

Nas ultimas duas décadas a Laserterapia, denominada especificamente, “Low
Level Laser Therapy” (LLLT) vem sendo amplamente pesquisada na area da saude,
pois apresenta aplicabilidade bem expandida na cicatrizacao de feridas, reducéo de
edema e dor (FIORIO et al.,2011). Seu principio baseia-se na bioestimulacdo dos
tecidos, que nao provoca aumento subito de temperatura, entretanto, estimula
efeitos bioquimicos nos tecidos, o que alavanca a sua utilizacdo na prética clinica
(EBRAHIMI T. et al., 2012).

Dessa forma, ao escolher a utilizacdo do laser como modalidade terapéutica,
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€ necessario cuidado com 0s seus principais parametros, como: comprimento de
onda, energia depositada no tecido, densidade de energia, area do feixe e tempo de
aplicacdo (FUKUDA; MALFATTI, 2008).

Nos ultimos anos, a fototerapia destaca-se como método bioestimulador
para o reparo tecidual por aumentar a circula¢éo local, proliferagdo celular e sintese
de colageno. Vérios estudos clinicos avaliaram a fototerapia no tratamento em varios
tipos de Ulceras cronicas, diferindo, entretanto, quanto aos protocolos utilizados
(comprimento de onda, poténcia, intensidade), o que motiva controvérsias da real
eficacia de seu uso na cicatrizacéo tecidual (MINATELet al., 2009).

Entretanto, varias modalidades terapéuticas, com o objetivo de acelerar o
processo regenerativo, tem demonstrado que a fotobiomodulagdo, através da
radiacdo laser de baixa intensidade com diferentes comprimentos de onda, interage
de diferentes formas no reparo tendineo. No entanto, por ser uma tecnologia
relativamente nova, ainda se encontram em avaliacdo 0s seus reais efeitos,
aplicacoes efetivas e limitacbes e seu uso vem sendo bastante pesquisado na
presenca de lesdo tendinea experimental (tenotomia) (ARRUDA et al., 2007,
BERTONILI; SILVA; TRINDADE, 2008, BARBOSA et al., 2013; CASALECHI et al.,
2013; GUERRA et al. 2013).

A fotobiomodulacao, através da aplicacdo da Laserterapia, tem demonstrado
uma influéncia no crescimento de células fibroblasticas, na expressdo do colageno
tipo 1 e de proteoglicanos (CHEN et al., 2009), que teoricamente podem promover
uma otimizacdo das propriedades tendineas em modelos experimentais. A
Laserterapia, quando usada em baixa poténcia apresenta caracteristicas de
estimulacdo a proliferacdo de fibroblastos, reducdo do processo inflamatério, no
entanto com aceleracédo na sintese de colageno, facilitacdo na formacéo de fibrilas
colagenas e aumento na forca ténsil final de tenddes em processo de regeneracao
(BERTONILI; SILVA; TRINDADE, 2008).

Além disto, a Laserterapia pode promover o realinhamento das fibras de
colageno, que se encontram desestruturadas pelo DM, visto que em estudo
realizado com a Laserterapia aplicada em tenddes que sofreram reparo cirdrgico,
promoveram alteracbes micro e macroestruturais tendineas, retardando esse
processo, estes apresentaram melhor organizacdo das fibras e uma maior
resisténcia no teste biomecéanico (ELWAKIL, 2007). Porém, seu uso apresenta

indmeras controvérsias, por conta da grande divergéncia nos parametros
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dosimétricos e as discrepancias nos achados (BERTONILI; SILVA; TRINDADE,
2008).

Ha constatacdo da associacdo da fragilidade biomecanica do tenddo do
calcaneo com o DM em modelos experimentais em estudos anteriores realizados por
Nosso grupo, a partir da avaliacdo das caracteristicas biomecénicas do tenddo em
animais com diabetes cronica experimental ndo controlada (OLIVEIRA et al, 2011), o
gue nos leva a implementar uma estratégia terapéutica a ser considerada.

A regeneracdo tendinea é realizada pelos fibroblastos da bainha interna, na
auséncia da bainha (quando ocorre lesédo tendinea), € entdo, realizada pelo tecido
conjuntivo frouxo adjacente. Os novos feixes de fibras coldgenas crescem em
direcdo ao interior da lesdo, restaurando assim a continuidade do tendao
(CASALECHI et al., 2007). Entretanto, por possuir pouca vasculariza¢do, oxigenagao
e nutricdo, o tend&o possui baixa capacidade de regeneracdo (ENWEMEKA, 2001).

A terapéutica com Laserterapia, quando utilizada em baixa poténcia,
apresenta caracteristicas de estimulacédo a proliferacdo de fibroblastos, reducéo do
processo inflamatorio, favorecendo a aceleracdo na sintese de colageno, formacao
de novas fibrilas colagenas e consequente aumento na forca ténsil final de tenddes
em processo de reparo (CHEN et al., 2009).

Em pacientes diabéticos os mecanismos de reparacdo do tecido conjuntivo
estdo comprometidos devido a reducdes na funcdo de resposta sobre
monacitos/macréfagos, neutrofilos e células T, que também influenciam a expressao
de fatores de crescimento nos macrofagos (LOW et al.,, 2001), bem como as
alteracbes na imunidade humoral, sintese de colageno e angiogénese
(DEVALARAJA et al., 2000), tornando os individuos com DM mais suscetiveis as
lesdes tendineas (AKTURK, et al. 2002; BOLTON, et al. 2005).

Desta forma, idealizamos um modelo experimental tentando mimetizar as
condicBes clinicas observadas em pacientes diabéticos tipo 1, em que € preconizada
a administracdo de insulina. Baseadas no protocolo de Marcos et al. (2011), foram
utilizadas duas doses em grupos distintos, por apresentarem efeitos terapéuticos
diferentes: 3J predominantemente anti-inflamatorio e 6J por possuir propriedades
cicatriciais, para testar a hipotese de que uma terapia fotobiomoduladora, desde que
iniciada precocemente (ap6s a inducdo, mas antes da instalacdo do diabetes)

poderia ser util na atenuacéo dos danos causados ao tendao em diabéticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da Laserterapia de Baixa Intensidade de 3J e 6J na resposta

biomecanica do tendao do calcaneo de ratos induzidos ao Diabetes Mellitus.

3.2 Objetivos Especificos

v' Avaliar estudos experimentais que utilizaram variados protocolos de

Laserterapia;

v' Avaliar (através da revisdo sistematica) qual o protocolo de Laserterapia seria
mais eficaz na atenuacdo dos danos causados pela tenotomia sobre as

propriedades biomecanicas do tendao do calcaneo de ratos;
v' Avaliar os parametros biomecéanicos: Moédulo Elastico - ME (MPa), Forca
Maxima - FM (MPa), Deformacdo Especifica Forca Maxima - DE (mm),

Energia/Area - E/A (N.mm/mm?2), e Area de seccéo transversa - AST (mm?2);

v' Avaliar os parametros metabdlicos: peso corpéreo e a glicemia dos animais.
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4 HIPOTESES

HO — A fotobiomodulacéo, através da aplicacdo de laser de baixa intensidade, nao

promove alteragées micro e macro estruturais tendineas.

H1- A fotobiomodulacado, através da aplicacdo de laser de baixa intensidade (3J),
promove alteragcdes micro e macroestruturais tendineas acarretando melhora na
estrutura e biomecéanica do tenddo de ratos induzidos ao DM retardando seu

processo degenerativo.

H2- A fotobiomodulacao, através da aplicacdo de laser de baixa intensidade (6J),
promove alteracdes micro e macroestruturais tendineas acarretando melhora na
estrutura e biomecéanica do tenddo de ratos induzidos ao DM retardando seu

processo degenerativo.
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5 METODOS

Essa dissertacao inclui dois tipos de estudo, uma Revisao Sistemética (RS) e

um estudo experimental.

Para a confeccdo da RS foram pesquisados artigos indexados nas bases de
dados COCHRANE e MEDLINE/PUBMED (MeSH); e SCIELO, LILACS, WEB OF
SCIENCE (DeCS), conduzida em Agosto a Dezembro de 2015. Como estratégia de
busca, em todas as bases de dados, foram utilizados dois descritores de forma

combinada.

Extraidos do Medical Subject Headings (MeSH):

v/ Rats Wistar “AND” Achilless Tendon; Rats Wistar “AND” Lasers Therap Low
Level; Achilles Tendon “AND” Lasers Therap Low Level; Rats Wistar “AND”

Achilles Tendon “AND” Lasers Therap Low Level

E dos Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS):

v' Rats, Wistar “AND” Achilles Tendon; Rats, Wistar “AND” Laser Therapy, Low-
Level; Achilles Tendon “AND” Laser Therapy, Low-Level; Rats, Wistar “AND”
Achilles Tendon “AND” Laser Therapy, Low-Level

Os estudos foram considerados elegiveis para inclusdo quando corresponderam
aos seguintes critérios: 1) estudos experimentais com ratos da linhagem Wistar com
tendinopatias, 2) uso de Laserterapia de baixa intensidade.

N&do houve restricdo linguistica nem de data para a selecdo dos estudos

encontrados.

A metodologia do estudo experimental encontra-se descrita a seguir:

5.1 Tipo de Pesquisa

A pesquisa foi um estudo experimental de carater quantitativo.
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5.2 Local de realizagcédo da pesquisa

As diversas etapas desse estudo foram realizadas no Laboratério de
Plasticidade Neuromuscular — LAPLAN (Departamento da Anatomia) em parceria
com o Laboratério de Materiais Poliméricos - Departamento de Engenharia Quimica,
ambos localizados na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), campus Recife.

5.3 Amostra

A amostra foi composta por 45 ratos machos da raca Rattus Novergicus
Albinus, da linhagem Wistar mantidos em gaiolas em grupos de trés/quatro e
submetidos a ciclo claro/escuro invertido de 12 horas e temperatura de 23° + 1°C,
controlada por ar condicionado e com uso de exaustor de ar, recebendo racéo
(Racao Presence®) e agua filtrada ad libitum.

5.4 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: a) Grupo
Controle — GC (n=15) ratos ndo diabéticos, b) Grupo Diabético — GD (n=10) ratos
diabéticos sem nenhuma intervencado, ¢) Grupo Diabético Laser 1 — GDL1 (n=10)
ratos induzidos ao Diabetes Mellitus e tratados com Laserterapia de baixa
intensidade, com dose de 3J/cm2 d) Grupo Diabético Laser 2 — GDL2 (n=10) ratos
induzidos ao Diabetes Mellitus e tratados com Laserterapia de baixa intensidade,

com dose de 6J/cm2.

5.5 Inducéo do Diabetes

Ao completarem 60 dias de vida e ap6s um jejum de 12 horas, 0s animais
foram induzidos ao diabetes experimental tipo 1 através da injecao intraperitoneal de
solucdo de Estreptozotocina Anomeros Mistos (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) 55mg/kg
de peso animal por via intraperitoneal diluida em solucdo tampéao de Citrato de Sédio
a 10 mM e pH 4,5, em dose Unica (Figura 1). Os animais ndo diabéticos receberam
doses semelhantes de solucao tampéao Citrato de Sddio (0,6 ml), a fim de reproduzir
0 mesmo estresse da inducdo. Decorridos 30 minutos apds o procedimento todos os
animais tiveram livre acesso a ragdo e a agua. SO foram incluidos no estudo os

animais que apresentaram valores glicémicos acima de 200 mg/dL, avaliados a partir
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da coleta de uma gota de sangue da ponta da cauda do animal (Glicosimetro Kit
Accu-Chek Active), (CARVALHO, CARVALHO, FERREIRA, 2003). Os animais que

apresentaram niveis glicémicos inferiores foram excluidos da pesquisa.

Figura 1 - Procedimento de inducdo do diabetes experimental com solucdo de
Estreptozotocina (55mg/kg de peso do animal em tampao citrato de sédio a 10mM e pH 4,5).

5.6 Avaliacdo do peso corporeo e da glicemia

O peso corpéreo dos animais foi aferido semanalmente ao longo de todo o
experimento. A verificacdo da glicose sanguinea (Glicosimetro Kit Accu-Chek Active)
foi realizada nas seguintes etapas do experimento: apos jejum de 12 horas, antes da
inducdo ao diabetes, no 3° e 7° dias apés a inducéo, e, ap6s a confirmacdo do

diabetes, semanalmente até o fim do experimento.

5.7 Administracado de insulina

Foi administrada a insulina (2 Ul/dia/rato; subcutanea - Insulina Humulin

NPH) em todos os grupos diabéticos imediatamente apds a constatacdo do estado

hiperglicémico, ao longo de todo o protocolo experimental.
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5.8 Terapia de biofotomodulagédo

Para a terapia de biofotomodulacdo foi utilizado o protocolo adaptado de
Marcos e colaboradores (2011) Phothon Laser Ill, marca DMC, Dosagem total ou
energia de 3J para o Grupo Diabético Laser 1 (GDL1) e 6J para o Grupo Diabético
Laser 2 (GDL2). Foram realizadas 21 sessdes consecutivas pelo método do contato,
iniciado ao 4° dia po6s inducdo ao DM de modo pontual, realizado por um dnico
pesquisador, utiizando uma caneta com diodo de GaAs que opera na funcao
continua com comprimento de onda de 808nm, Densidade de energia ou Fluéncia
de 60J/cm? e poténcia de pico de 100mW aplicada ao tendao do calcaneo dos ratos
dos grupos GDL1 e GDL2 (Figura 2). Os animais dos grupos GC e GD

permaneceram em suas respectivas gaiolas, sujeitos apenas a manipulacéo.

Figura 2 - Terapia de biofotomodulagdo com o aparelho Phothon Laser Il da marca DMC,

com contensdo manual do animal para a aplicagdo do protocolo experimental.
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5.9 Eutanasia e coleta do material

Ao final do periodo de intervencao foi realizada uma anestesia com solugéo
de Xilazina (Anasedan®) (20mg/Kg) e Cloridrato de Ketamina (Dopalen®)
(100mg/kg), perfazendo um volume de 0,1 ml e 0,1 ml para cada 100g de peso do
animal, respectivamente, por via intraperitoneal. Foi realizada uma incisdo ao longo
da superficie posterior da pata direita do animal para remocéo da pele e de algumas
partes moles, para sua coleta e dissecacdo do tendao calcaneo (Figura 3), em
seguida as amostras foram encaminhadas para o0 ensaio biomecéanico. Apos a coleta
do material bioldgico, e ainda sob efeito de anestésicos, os animais receberam uma
dosagem via intracardiaca de 1ml de Cloreto de Potassio (19,1%), para sua

eutanasia.

Figura 3 - Incisdo ao longo da superficie posterior da pata direita do animal para remocao
da pele e de algumas partes moles, para sua coleta e dissecacao do tendao do calcaneo.

5.10 Ensaio Biomecanico

Para o ensaio biomecanico o tenddo dissecado foi acoplado em dois
conectores, um em cada extremidade, e em seguida foi utilizada a formula da elipse
para mensurar a area da secc¢ao transversa do tenddo (SILVEIRA; NERY, 1999). A
amostra foi conectada em uma maquina de ensaio mecéanico convencional EMIC do
Laboratério de Materiais Poliméricos — Departamento de Engenharia Quimica da
UFPE (modelo DL 500, Brasil) através de garras autotravantes, sendo em seguida

aferido o comprimento da amostra para o ensaio (Figura 4).
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Figura 4 — Maquina de Ensaio mecéanico convencional (EMIC) do Laboratorio de Materiais
Poliméricos - Departamento de Engenharia Quimica da UFPE (modelo DL 500, Brasil).

As amostras tendineas foram tracionadas até o ponto de falha do corpo de
prova, em velocidade de 0,1 mm/s, com célula de carga de 5000 N. As variaveis
avaliadas foram: Forca Maxima (FM); Tensdo Forca Maxima (TFMax), Deformacéo
Especifica Forca Maxima (%), Energia/Area - E/A (N.mm/mm2), Mddulo El&stico

(ME), e Area de seccéo transversa - AST (mm2).

5.11 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacéo Animal
(CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE (Proc.:
23076.029551/2015-61), (ANEXO A) e todo o manejo e procedimento adotados
nesse estudo estdo de acordo com o Guide for the Care and Use of Laboratory
Animal, obedecendo as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794, de 8

de Outubro de 2008, que trata do uso de animais para fins cientificos e didaticos.

5.12 Andlise Estatistica

Com os dados obtidos foi criado um banco de dados no Microsoft Excel
2016 e posteriormente analisados através do software SPSS Statistics versao 18.0.
Apés a confirmagdo da normalidade pelo teste de Kolmgorov-Smirnov. Para

comparacao entre trés ou mais grupos foi usado a Andlise de Variancia (ANOVA)
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seguido pelo post hoc de Tukey, para as variaveis com distribuicdo ndo normal foi
usado o Kruskal-Wallis (para comparar trés ou mais grupos) e Mann Whitney (para
comparar dois grupos). O nivel de significancia adotado foi 5%.
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6 RESULTADOS

Os resultados desta pesquisa serdo apresentados em forma de dois Artigos
Originais intitulados: “Eficacia da Terapia Fotobiomoduladora de Baixa Intensidade
na atenuacdo dos danos causados as Propriedades Biomecanicas do Tend&do do
Calcaneo de Ratos: Uma Revisdo Sistematica” (APENDICE A), submetido & Revista
Brasileira de Biomecanica (Qualis B2); e “Efeito do Laser de Baixa Intensidade de 3J
e 6J sobre o as Propriedades Biomecéanicas do Tenddo do Calcéaneo de Ratos
Diabéticos” (APENDICE B), a ser submetido ao periddico Journal of Diabetes and its

Complications (Qualis A2).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os protocolos de Laseterapia (3 e 6J) aplicados durante 21 dias consecutivos,
promoveram o restabelecimento dos parametros biomecanicos Energia/Area,
Deformacédo Especifica Forga Maxima e Area de Seccdo Transversa do tenddo de

ratos induzidos ao DM retardando seu processo degenerativo.

Provavelmente a Laserterapia favoreceu o realinhamento das fibras de
colageno, que se encontram desestruturadas pelo DM, levando a uma melhor
organizagao e, consequentemente, uma maior resisténcia ao ensaio de tragdo do
tenddo. O aumento do valor da Deformacéo Especifica Forgca Maxima nos grupos
tratados com o laser, demonstra uma maior resisténcia do tenddo ao ponto de
ruptura.
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8 DIFICULDADES ENCONTRADAS

Incialmente houve demora na aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal. O projeto dispdés para a sua execucdo de recursos
provenientes do Edital Universal/ CNPq (processo n°® 446538/2014-0), porém a verba
para a aquisicdo dos materiais necessarios (Estreptozotocina, Esteira adaptada)
ainda nao foi liberada na integra. Ambos acarretaram em atrasos e necessidade de
adequacdes do projeto inicial (o qual faria uso da Esteira adaptada). A aquisicéo de
novos animais foi restrita, visto que o biotério que nos forneceu os animais possui
uma alta demanda. Além disso, tivemos perdas amostrais por conta de animais que

nao se tornaram diabéticos apds a inducdo ao DM por Estreptozotocina.
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TITULO:

EFICACIA DA TERAPIA FOTOBIOMODULADORA DE BAIXA INTENSIDADE NA
ATENUACAO DOS DANOS CAUSADOS AS PROPRIEDADES BIOMECANICAS DO

TENDAO DO CALCANEO DE RATOS: UMA REVISAO SISTEMATICA

RESUMO

Introducédo: A Laserterapia tem demonstrado uma influéncia no crescimento de células
fibroblasticas, na expressdo do colageno tipo 1 e de proteoglicanos, efeito esse que
poderia atenuar os disturbios na matriz celular, protegendo o tenddo e melhorando suas
propriedades biomecéanicas. Objetivo: Realizar uma revisdo sistematica sobre estudos
experimentais que analisam os variados protocolos de Laserterapia, de modo a avaliar
gual € mais eficaz na atenuacédo dos danos causados pela Tenotomia nas propriedades
biomecanicas do tenddo do calcaneo de ratos. Fonte de dados: Realizada pesquisa de
dados sem restricdo de idioma ou periodo de publicacéo, utilizando as bases de dados
COCHRANE, MEDLINE/PUBMED, LILACS, WEB OF SCIENCE, bem como as
referéncias encontradas nos estudos. Extracdo de dados: Extracdo independente de
artigos por dois revisores que posteriormente foram analisados quanto a sua qualidade
metodoldgica, utilizando a escala prépria para avaliar estudos experimentais Syrcle.
Sintese de dados: 17 artigos foram incluidos no estudo. Conclusdo: Os resultados
sugerem que, a terapia a laser para tratamento de tendinopatias €, por si s0, eficaz para a
cicatrizacdo do tenddo, porém a combinacdo dos tratamentos resulta em reducéo
adicional na regeneracao do tendao, acelerando o tempo e o processo de cicatrizagao.

Palavras Chave:Laserterapia; Tendinopatia; Ratos; Revisao Sistematica.
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ABSTRACT

Introduction: Laser therapy has shown an influence on the growth of fibroblast cells, the
expression of type 1 collagen and proteoglycans, which could attenuate the disturbances
in the cell matrix, protecting the tendon and improving its biomechanical properties.
Objective: To perform a systematic review of experimental studies that analyze the
various protocols of Laser Therapy in order to evaluate which is more effective in
attenuating the damage caused by Tenotomy in the biomechanical properties of the
calcaneus tendon of rats. Data source: Data search was carried out without restriction of
language or period of publication, using the databases COCHRANE, MEDLINE/PUBMED,
LILACS, WEB OF SCIENCE, as well as the references found in the studies. Data
extraction: Independent extraction of articles by two reviewers who were later analyzed
for their methodological quality, using the proper scale to evaluate experimental studies
Syrcle. Data synthesis: 17 articles were included in the study. Conclusion: The results
suggest that laser therapy for the treatment of tendinopathies is effective in tendon
healing, but the combination of treatments results in an additional reduction in tendon
regeneration, accelerating the time and healing process.

Keywords: Laser therapy; Tendinopathy; Rats; Systematic Review.

INTRODUCAO

A fotobiomodulacgéo, através da aplicacdo de laser, atua sobre os tecidos como
reacbes nao térmicas (SCHAFFER et al., 2000). Moléculas com propriedades
fotorreceptoras que estdo distribuidas nas células (flavoproteinas, porfirinas, citocromo,
tirosina e asparaginina), ao receber radiagdo com comprimento de onda especifico,
provocam variacdes no metabolismo celular (AMAT et al., 2005). Apesar da inespeficidade

dos estimulos lesivos, as lesdes teciduais sdo responsaveis pela resposta inflamatéria, e,
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para fins de reparacéo tecidual, o emprego da luz encontra vantagens no que se refere a
acdo menos invasiva, muitas vezes mais barata, ocupando menos tempo quando
comparada a outras modalidades terapéuticas e a praticidade de aplicagao (VINCK et al.,
2003).

Esse efeito esse que poderia atenuar os disturbios na matriz celular, protegendo o
tenddo e melhorando suas propriedades biomecanicas. Além disto, a Laserterapia pode
promover o realinhamento das fibras de coladgeno (ELWAKIL, 2007; CHEN et al., 2009).
Varios estudos clinicos avaliaram a fototerapia no tratamento de varios tipos de Ulceras
cronicas, mas diferem quanto ao protocolo utilizado (comprimento de onda, poténcia,
intensidade), que geram descrenca da real eficacia de seu uso na cicatrizacéo tecidual
(MINATEL et al., 2009). Varias modalidades terapéuticas, com o0 objetivo de acelerar o
processo regenerativo, tem demonstrado que a fotobiomodulagéo, através da radiacéo
laser de baixa intensidade com os diferentes comprimentos de onda, interage de
diferentes formas no reparo tendineo (ARRUDA et al., 2007).

A padronizacdo de protocolos de avaliacdo experimental em laboratério do uso da
Laserterapia em lesdes tendineas permanece obscura, principalmente no que se refere a
avaliacdo tendinea. Desta forma, realizamos uma revisdo sistematica sobre estudos
experimentais que analisam os variados protocolos de Laserterapia, de modo a avaliar
gual € mais eficaz na atenuacédo dos danos causados pela Tenotomia nas propriedades

biomecanicas do tend&o do calcaneo de ratos.

MATERIAIS E METODOS

Foram consultados artigos indexados nas bases de dados COCHRANE e
MEDLINE/PUBMED (MesH); e SCIELO, LILACS, WEB OF SCIENCE (DeCS) conduzida
em Agosto a Dezembro de 2015. Como estratégia de busca, em todas as bases de dados

foram utilizados dois descritores de forma combinada, que foram extraidos do Medical
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Subject Headings (MeSH) e do Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS).
Para a busca dos artigos obedeceu-se a seguinte sistematizacdo (para as bases de
dados que utilizam o MESH):
1) Rats Wistar “AND” Achilless Tendon
2) Rats Wistar “AND” Lasers Therap Low Level
3) Achilles Tendon “AND” Lasers Therap Low Level

4) Rats Wistar “AND” Achilles Tendon “AND” Lasers Therap Low Level

Para a busca dos artigos obedeceu-se a seguinte sistematizacdo (para as bases de
dados que utilizam o DECS):

1) Rats, Wistar “AND” Achilles Tendon

2) Rats, Wistar “AND” Laser Therapy, Low-Level

3) Achilles Tendon “AND” Laser Therapy, Low-Level

4) Rats, Wistar “AND” Achilles Tendon “AND” Laser Therapy, Low-Level

Os estudos foram considerados elegiveis para inclusdo quando corresponderam
aos seguintes critérios: 1) estudos experimentais com ratos da linhagem Wistar com
tendinopatias, 2) uso da Laserterapia de baixa intensidade. Nao houve restricdo de
linguistica nem de data para a selecéo dos estudos encontrados.

As buscas foram realizadas nas bases de dados eletrdnicas por dois
pesquisadores independentes treinados bem como as referéncias encontradas nos
estudos, um terceiro pesquisador foi consultado mediante resultados discrepantes para
gue as duvidas acerca dos critérios de elegibilidade dos artigos fossem sanadas.

A sistematizacdo da busca e artigos inclusos na analise qualitativa encontram-se

no fluxograma representado na Figura 1.
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Figura 1: Fluxograma dos artigos inclusos na analise qualitativa
RESULTADOS

A busca inicial gerou 971 artigos, que foram submetidos a primeira triagem, entre

estes, foram excluidos os artigos de revisao sistematica. Os 744 artigos restantes foram

submetidos a segunda triagem, dos quais foram excluidos os que nao citavam qualquer

tipo de intervencéo terapéutica no tendao de ratos da linhagem Wistar em seu titulo. Os

295 artigos restantes, foram avaliados a partir do resumo. Apds as etapas iniciais, foram

excluidos os que ndo se enquadrassem nos critérios de elegibilidade. Dessa forma

restaram 17 artigos.
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Os estudos demonstraram um resultado satisfatério da Laserterapia no tenddo de
Aquiles lesionado, resultados que incluem a estimulacdo do processo de reparagéo
(alinhamento de tecido e proliferacdo de coldgeno), ainda citam que nao foram
observadas aderéncias fibrosas nem aumento do diametro transversal dos tenddes.

A Laserterapia de baixa intensidade exibiu uma protecdo em média de 7 dias apés a
leséo, atuando controlando a inflamacéo do processo através da reducdo das enzimas. O
uso do Laser entre 1 e 6J mostrou a melhor recuperagéao do tendado, bem como, o melhor
desempenho mecanico apés 7 dias ao utilizar em ensaios de tracdo mecanica. Apesar da
inclusdo de 17 artigos, ndo pudemos alcar uma metanalise pela heterogeneidade dos

mesmos.

DISCUSSAO

A analise qualitativa encontra-se disposta em 3 tabelas, incluindo a analise pela
ferramenta Syrcle (Tabela 1). Dois avaliadores independentes seguiram as etapas
metodolbgicas, um terceiro avaliador s6 foi consultado quando houve disparidade da

inclusdo, mediante os critérios de elegibilidade.
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Tabela 1. Risco de SYRCLE da ferramenta de viés para estudos com animais.

v v~

“le 1 VAIS
-S3440.1L

vT0C “Ie
18 1d7T14NId

€T0C “Ie
18 SOOUVIN

AN
18 SOOUVIN

T10C e
18 SOOUVIN

2102
“le 1B YINIT

AN
BYIVaVYl

G00c “Ie
1B NIdlT1I4

GTOC “[e 18
vZNOSs 3d

ayToc “le
¥ SNSAr 3d

eyT0c e
¥ SNSAr 3d

R AVAV] | I

OHTVAYVO
3d

€T0C e |
HO31VSVO

¢T0C “le1s |
HO31VSVO

T10Z “1e 18 O
1134vsSNnd

800¢C “le 18
INIT101439

L00¢ e
v vdNnyydvy

AN MITLO O~

o
—



Um dos estudos fez uso de fémeas, que apesar de serem da mesma linhagem,
fisiologicamente respondem de forma diferente, independente do recurso utilizado
(ARRUDA et al., 2007). Todos os estudos avaliaram o tendao do calcaneo, porém apoés
diferentes terapias e combinacdes, além dos parametros do laser. O “n” variou de 28 a
150 animais alocados nos mais diversos grupos, sendo os mais predominantes: tratados
com laser, sem tratamento e com tratamento placebo.

A variagdo da idade entre os estudos também deve ser considerada, pois
fisiologicamente ha respostas diferentes por cada faixa etaria, bem como o peso dos
animais, que € diretamente proporcional a idade, predominante de 12 semanas. Apenas 0
estudo de Lima et al. (2012) cita a proveniéncia dos animais, outro fator preponderante
gue nao foi elucidado diz respeito ao cegamento e aleatorizacdo das amostras (esta
tltima quando citada, ndo deixa claro os critérios adotados). A tendinopatia tratada em
cada estudo diferiu com etiologias de imunossupressédo a lesdo traumatica, além de
compressao e escarificacdo, e trauma de Unico impacto.

Os estudos demonstram que a Laserterapia de baixa intensidade teve um efeito
modulador significativo sobre mediadores inflamatorios durante a cicatrizacao de incisdes
do tenddo do calcaneo em ratos, causando uma diminuicdo nas citocinas pro-
inflamatorias (Tabela 2). Lima et al. (2012) demonstraram que houve aumento na
atividade fibroblastica, o que sugere aumento na largura do tenddo. No entanto, existem
limitacGes para a aplicabilidade desta deducdo em seres humanos. Embora os resultados
deste estudo apontem para a deposicdo de colageno maior com uma dose de 6 J/cm?,

nao ha consenso sobre a dosagem ideal.



Tabela 2. Caracteristicas dos estudos elegiveis para reviséo.

Amostra e

Autor/ano Grupos Pardmetros do Laser Tratamentos
Tratados com laser, sem tratamento e com tratamento
ARRUDA et al., 2007 37 ratas. 904nm, pulsado, dose de 3J/cm? placebo.
2 2 2 2 2

BERTOLINI et al., 2008 670 nan(gmetros, forma pontual e continua, 2J/cm , 4J/cm  Placebo e laser 2J/cm , 4J/cm e 8J/cm.

28 ratos e 8J/cm.
BUSARELLO et al., Placebo e laser
2011 23 ratos 670 nm, dose de 2 J/cm2

Injetados com colagenase e tratados com o laser

CASALECHI etal., 2012 30 ratos 780 nm, dose de 1,54 J
CASALECHI et al.,2013 65 ratos 830 nm técnica de contato, dose de 6 J Laser e Diclofenaco
?()ElgARVALHO et al., 660 a 830 nm, dose 0,028] cm2 em trés pontos Laser 660 nm , 830 nm, 660 nm, 830 nm
DE JESUS et al., 2014a 65 ratos 17,5 3 / cm2 de fluéncia durante 10 s Laser: 1, 3 e 7 aplicacbes
DE JESUS et al., 2014b 65 ratos Dose 0,7 J. Laser 1, 3, ou 7 dias, grupo Sham 1, 3,e 7
DE SOUZA et al., 2015 15 ratos 904 nm,, 3 J/ cm? Laser, exercicio excéntrico
FILLIPIN et al., 2005 904 nm, 5J, de forma continua. Laser

32 ratos
LARAIA et al., 2012 660 nm, 6 J, 60 s. Laser e placebo

30 ratos
LIMA et al., 2012 40 ratos 3Je6J Laser em leséo e placebo
MARCOS et al., 2011 150 ratos 810 nm: doses de 1J. 3J e 6J Laser, colagenase e placebo
MARCOS et al., 2012 12 ratos 810nm, 1e3J Laser e diclofenaco
MARCOS et al., 2013 60 ratos 810 nm, doses de 1 e 3 J. Laser e colagenase
PINFILDI et al., 2014 60 ratos 830 nm, dose 1,12J contato apenas num ponto Laser e Placebo
TORRES-SILVA et al., 30 ratos 660 nm, doses de 1 e 3 [J. Laser e Placebo .

2014




Os resultados de Marcos et al. (2012) também corroboram a maioria, que
demonstram que a Laserterapia de baixa intensidade é capaz de preservar as
caracteristicas dos tenddes com a similaridade dos tendfes saudaveis em modelo
experimental. Houve uma enorme diferenca na metodologia da aplicagéo do laser (Tabela
3), sendo o0 modo mais usado: continuo com dose de 3J/cm2.

No geral, houve aumento na atividade fibroblastica promovido pela Laserterapia, o
gue sugere aumento na largura do tenddo. No entanto, existem limitagcbes para a
aplicabilidade desta deducdo em seres humanos. Embora os resultados apontem para a
deposicao de colageno aumentada com uma dose maior, ndo ha consenso sobre a
dosagem ideal. Pudemos observar que a maioria das metodologias foram descritas
minunciosamente, porém os estudos apresentam alto risco de viés por ndo estarem em

consenso com 0s dominios da ferramenta.



Tabela 3. Sintese dos resultados e limitagcdes dos estudos elegiveis para reviséo.

Autor/ano

Resultados

Correlag6es com outras variaveis

Arruda, E. R. B. et
al., 2007

Bertolini, G. R. F. et
al., 2008

Busarello, F. O. et
al., 2011

Casalechi, H. L. et
al., 2012

Casalechi, H. L. et
al., 2013

de Carvalho, P. K.
et al., 2015

Tiveram evidéncias qualitativas na aparéncia da organizacdo das fibras
de colageno no tendao, demonstrando que os grupos tratados com laser
estdo em melhores condi¢cBes de organizacdo estrutural. A juncdo dos
dois tipos de laser no mesmo tenddo mostrou ser mais efetiva na
organizacgdo das fibras colagenas.

O laser de baixa poténcia mostrou-se como uma ferramenta em
potencial, pois houveram efeitos de reducdo nos niveis de COX-2e PGE,,
além de reducado do edema inflamatoério por provavel acao na liberacédo
de hormonios adrenais. Na avaliacao histopatologica, observou que o
laser produziu alteragBes fibroproliferativas bem organizadas, com
bandas de colageno alinhadas. O grupo tratado apresentou melhora nas
propriedades biomecénicas.

Houve diminuicdo significativa da TEP (Teste de incapacidade funcional
(tempo de elevacdo da pata) para GP e GL em 48 horas, sendo que para
GL também ocorreu em 24 horas (p<0,05). Como também, diminuicdo da
dor no Teste de pressao crescente na pata dos ratos (filamento pata).
Laser de Baixa Intensidade (LBI) foi capaz de modular a expressédo do
gene ARNm de IL-10, VGEF, MMP1, e MMP13 na fase aguda do que na
inflamatéria cronica. Os resultados sugerem que

LBI com os parametros utilizados no estudo foi capaz de modular a IL-10,
o0 VEGF, MMP1, e a expressédo do gene ARNm MMP13 na fase aguda do
que na fase cronica.

Os grupos apresentaram aumento do colageno tipo | e Ill. Na analise
biomecénica mostrou aumento na resisténcia a ruptura, bem como
aumento do angulo rigidez. Dessa forma, concluiu-se que o tratamento
com LIL nos pardmetros utilizados e os tempos estudados reduz a
migragdo de células inflamatdrias e melhora a qualidade da reparacao
enquanto reduzir as limitagdes funcionais. O grupo lesado tratado com
diclofenaco mostrou menos resultados, indicando um agravamento
destas propriedades mecéanicas.

Nao houve diferenca significativa no efeito do laser vermelho e do
infravermelho no nimero de fibroblastos. Porém, mostraram diferencas
na quantidade de coldgeno (I e Ill) nos tecidos para 0s grupos
experimentais tratados com PRP e laser.

O tendao calcaneo lesado cirurgicamente foi submetido a um
tratamento placebo (emissor laser desligado, os animais foram
submetidos ao mesmo estresse da simulagdo do tratamento).

O tendao calcaneo submetido a lesdo trauméatica com
tratamento placebo.

Indugdo a imunossupressao.

Tratados com diclofenaco.

Tratamento com rico em plaquetasplasma (PRP).
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de Jesus, J. F et
al., 2014a

de Jesus, J. F et

al., 2014b

de Souza, M. V. et
al., 2015

Fillipin, L. I. et al.,
2005

Laraia, E. M. S. et
al., 2012

Lima, J. G. M. et
al., 2012

Marcos, R. L. et al.,
2011

Marcos, R. L. et al.,
2012

As principais conclusbes do estudo foram redug¢fes na IL-13, inibidores
de COX-2 e PGE2 a niveis proximos do normal, apos trés e sete
aplicacBes de LBI nos tenddes de Aquiles feridos, eles apresentaram um
processo de reparacdo lento, e esta caracteristica esta diretamente
associado a presenca dos agentes inflamatérios. Porém, houve uma
diminuicdo em todos os agentes inflamatorios.

O presente estudo demonstra uma satisfatéria interacdo entre LBl e o
tenddo de Aquiles lesionado, incluindo a estimulacdo do processo de
reparacao (alinhamento de tecido e proliferacéo de colageno).

N&o foram observadas aderéncias fibrosas nem aumento do didmetro
transversal dos tendbes. Os animais tratados com exercicio mas nao
tratados com a terapia laser, apresentaram menor capacidade
locomotora.

A histologia mostrou uma perda da arquitetura normal, com reacao
inflamatéria, angiogénese, vasodilatagdo, e formacdo da matriz
extracelular ap6s o trauma, acompanhada por um aumento significativo
na concentragdo de colageno quando comparada ao grupo de controle.

Os resultados do estudo demonstram que a Laserterapia de baixa
intensidade teve um efeito modulador significativo sobre mediadores
inflamatérios durante a cicatrizacdo de incisGes do tenddo do calcaneo
em ratos, causando uma diminui¢do nas citocinas pro-inflamatérias.

Houve aumento na atividade fibroblastica promovido por um LILT, o que
sugere aumento na largura do tenddo. No entanto, existem limitacdes
para a aplicabilidade desta deducdo em seres humanos. Embora os
resultados deste estudo apontam para a deposicdo de colageno maior
com um dose de 6 J/ cm2, ndo h& consenso sobre a dosagem ideal.

Neste estudo o modelo utilizado é adequado para a avaliagdo dos efeitos
de tratamentos anti-inflamatérios.

810 nm, 100 mW, administrado com uma dose de energia de 3J
significativamente a permeabilidade vascular e formacdo de edema em
comparagao com nenhum tratamento.

Os resultados demonstram que a LLLT é capaz de preservar as
caracteristicas de tenddes, com a similaridade tendBes saudaveis em
modelo experimental. Um Unico tratamento com LBI aplicadas 1 h& pés
lesdo induzida por colagenase significativamente resposta inflamatoria de
curto prazo, o que leva a um aumento da resisténcia do tenddo aos 7

A terapia com laser associado com excéntrico exercicio de
caminhada downhill, comecou 24 horas depois de Tendinite,
cirurgicamente induzida por compresséo e escarificacao.

Laserterapia de baixa intensidade (LBI) sobreestresse oxidativo
e fibrose em um modelo experimental de lesdo no tenddo de
Aquiles induzida por um trauma Unico impacto.

Laserterapia de baixa intensidade(LBI; 660 nm) sobre os niveis
de expressao de proteina de mediadores inflamatérios.

Sintese de coladgeno in vivo, variagbes das densidades de
energia da Laserterapia nos resultados da atividade
fibroblastica.

Expresséo do gene COX-2 e a expressdo do gene de producéo
de PGE2 de COX-2 derivada. De COX-2 e a expressao do gene
a formacédo de edema, semelhante parapermeabilidade vascular
e significativamente menos para a inibicdo daCOX-2 derivada
de PGE2.

Expressdo do gene COX-2, PGE2, TNF-a, MMP — 3, MMP -9,
MMP — 13, Biomecanica.
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Marcos, R. L. et al.,
2013

Pinfildi, C. E. et al.,
2014

Torres-Silva, R, et
al., 2014

dias. Em relagdo andlises bioquimicas 3 J foi a melhor dose, e com
relagcdo a analise biomecéanica 1 J foi a melhor dose.

A terapia laser de baixa intensidade exibiu uma protecao em 7 dias ap0s
a lesédo, controlando a inflamacgdo do processo através da reducao das
enzimas MMP. O uso do Laser com 1 J mostrou a melhor recuperacéo do
tenddo, bem como, o melhor desempenho mecanico apos 7 dias ao
utilizar em ensaios de tragao.

Os resultados indicaram que o0s grupos tratados com o laser
apresentaram uma quantidade maior e estatisticamente significativo de
mastécitos 6 h, 24 h, e 2 dias apds a ruptura em comparagdo com 0S
grupos de simulacdo; que contribui para a primeira fase de inflamacg&o no
processo de cura.

O tratamento com diclofenaco de sédio e de laser 1 J ndo foi eficaz na
reducdo dos mediadores inflamatérios. A terapia laser de baixa
intensidade (660 nm, 100 mW) a 3 J foi eficaz na reducéo da inflamacéo
neste modelo.

Tendinite foi induzida utilizando colagenase. O mesmo volume
de PBS sem colagenase foi injetada, utilizando o mesmo
procedimento no grupo de controle, e tratados com diclofenaco.

O tendao do calcaneo submetido a lesdo trauméatica com
tratamento placebo.

Um grupo (chamado D) foi tratada com sddio diclofenaco.




CONCLUSAO

Dos estudos selecionados, apenas quatro apresentaram baixo risco de viés, as
dosagens utilizadas por eles ficaram na faixa de 3J e 6J. Foram citadas propriedades anti-
inflamatérias e melhora da qualidade da reparacéo, resultando na reducdo das limitaces
funcionais. Os resultados sugerem que, a terapia a laser para tratamento de tendinopatias
€, por si so, eficaz para a cicatrizacdo do tenddo, acelerando o tempo e 0 processo de
cicatrizacdo. As respostas mais observadas sdo a diminuicdo da resposta inflamatoéria, a
estimulacdo da neovascularizacdo, a aceleracdo da cicatrizacao de feridas, e reparacao
do masculo esquelético ap6s a lesdo, além da inducdo de sintese de proteinas no

tratamento.
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RESUMO

Introducdo. As complicacbes crénicas do Diabetes incluem alteracdes
macrovasculares e microvasculares, que podem originar degeneracdo tendinea e
causar alteracdes biomecanicas como o aumento da deformacdo tendinea
associada a uma diminuicdo da viscoelasticidade e reducdo da area de secao
transversal. Objetivos. Determinar o efeito da Laserterapia de Baixa Intensidade de
3J e 6J na resposta biomecéanica do tenddo do calcaneo de ratos induzidos ao
diabetes. Métodos. A amostra foi composta por 45 ratos machos da raca Rattus
Novergicus Albinus, da linhagem Wistar mantidos em gaiolas em grupos de
trés/quatro e submetidos as condicbes normais de um biotério com ciclos
claro/escuro invertido. Aos 60 dias de vida, os animais foram induzidos ao DM
através de injecdo intraperitoneal de Estreptozotocina (55mg/kg). Para a terapia de
biofotomodulacao foi utilizado um aparelho Phothon Laser Il da marca DMC, doses
de 3J e 6J, em 21 sessbes consecutivas pelo método do contato, modo pontual,
caneta com diodo de GaAs no tenddo do calcaneo. Os animais do grupo controle
foram sujeitos apenas a manipulacao. Apds o periodo de intervencéo, foi realizada a

coleta do material bioldgico, e em seguida encaminhados para 0 ensaio
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biomecanico. Os dados foram tratados estatisticamente atyravés SPSS Statistics
versao 18.0, utilizando-se Anova com um fator (One way) com post hoc Tukey.
Resultados. No acompanhamento do Peso dos animais, a média do Grupo Controle
(286,97 + 19,39) apresentou-se mais elevada do que o Grupo Diabético (248,72 +
13,96), Grupo Diabético Laser 1 (247,20 + 10,39) e o Grupo Diabético Laser 2
(260,96 + 14,08. ApG6s o tratamento observou-se diferenca nos seguintes
parametros: Deformacédo Especifica Forga Maxima: GDL1 (300,85 mm+ 143,59) e
GDL2 (365,55 mm + 193,71) < GC (147,35 mm * 65,04) (p = 0,018 e p = 0,018,
respectivamente); Modulo Elastico: GDL1 (8,54 MPa +5,25) e GDL2 (11,00 MPa +
7,03) < GD (26,43 MPa * 18,55) (p = 0,033 e p = 0,001) e Area de Seccéio
Transversa: GDL2 (1,05 mm? +0,62) < GC (2,15 mm? + 1,29) (p = 0,027) e GD (1,72
mm? £ 0,21) < CG (p = 0,025). Conclusé&o. Pudemos observar que houve alteragdes
estruturais tendineas acarretando melhora na estrutura e biomecanica nos
parametros Energia/Area, Deformacéo Especifica Forca Maxima e Area de Seccéo
Transversa do tenddo de ratos induzidos ao DM retardando seu processo

degenerativo.

Palavras-Chave: Diabetes Mellitus; Laserterapia; Tendinopatia; Biomecanica.

INTRODUCAO

As complicacdes crénicas do Diabetes incluem alteracdes macrovasculares e
microvasculares (NOZABIELI et al., 2012), que colaboram para taxas de morbidade
e mortalidade associadas a enfermidade. A evolucdo descontrolada do DM pode
levar a complicagcbes agudas e crbnicas. As agudas normalmente sucedem de
eventos esporadicos, e as crbnicas originam-se no mau controle glicémico no
decorrer dos anos, ambas sédo consideradas responsaveis por elevada morbidade e
mortalidade (OLIVEIRA et al., 2016).

A instalacdo de doencas como o DM podem originar degeneracéo tendinea e
causar alteracdes biomecanicas como o aumento da deformacdo tendinea
associada a uma diminuicdo da viscoelasticidade e reducdo da area de secédo
transversa do tendao (OLIVEIRA et al., 2011). Uma das razdes que leva ao dano
tendineo € a reducdo do namero e diametro dos vasos intratendineos, acarretando

numa escassez na irrigacdo sanguinea e tornando o tecido mais susceptivel a
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rupturas. Sua vascularizacdo € extremamente delicada e possui zonas criticas de
reducdo de aporte sanguineo o que contribui para a ocorréncia de rupturas
(ZANTOP; TILLMANN; PETERSE, 2003).

A fotobiomodulacgédo, através da aplicacdo da Laserterapia, tem demonstrado
uma influéncia no crescimento de células fibroblasticas, na expressdo do coldgeno
tipo 1 e de proteoglicanos (CHEN et al.,, 2009). Esse efeito poderia atenuar os
distarbios na matriz celular, protegendo o tenddo e melhorando suas propriedades
biomecénicas. Além disto, a Laserterapia pode promover o realinhamento das fibras
de colageno, que se encontram desestruturadas pelo DM, visto que em estudo
realizado com a Laserterapia aplicada em tendBes que sofreram reparo cirlrgico,
estes apresentaram melhor organizacao das fibras e uma maior resisténcia no teste
biomecénico (ELWAKIL, 2007).

A Laserterapia, quando utilizada em baixa poténcia, apresenta caracteristicas
de estimulacdo a proliferacdo de fibroblastos, reducdo do processo inflamatorio,
favorecendo a aceleracdo na sintese de colageno, formacdo de novas fibrilas
colagenas e consequente aumento na forca ténsil final de tenddes em processo de
reparo (CHEN et al., 2009). As propriedades mecénicas do tenddo do calcaneo
influenciam diretamente no funcionamento e desempenho do sistema
musculoesquelético durante a locomocéao.

Nesta perspectiva, ha necessidade de uma intervencdo que auxilie o
estabelecimento dos niveis biomecéanicos favoraveis ao manejo do DM. Portanto, o
objetivo desse trabalho € determinar o efeito da Laserterapia de Baixa Intensidade
de 3J e 6J na resposta biomecéanica do tenddo do calcaneo de ratos induzidos ao

diabetes.

METODOS

A amostra foi composta por 45 ratos machos da raca Rattus Novergicus
Albinus, da linhagem Wistar, mantidos em gaiolas em grupos de trés/quatro e
submetidos a ciclos claro/escuro invertido de 12 horas e temperatura de 23° + 1°C, e
racdo (Racado Presence®) e agua filtrada ad libitum. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos: a) Grupo Controle — GC (n=15), ratos nao
diabéticos, b) Grupo Diabético — GD (n=10), ratos diabéticos sem nenhuma

intervencédo, c) Grupo Diabético Laser 1 — GDL1 (n=10), ratos induzidos ao diabetes
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mellitus e tratados com Laserterapia de baixa intensidade, dose de 3J/cm2; e d)
Grupo Diabético Laser 2 — GDL2 (n=10), ratos induzidos ao diabetes mellitus e
tratados com Laserterapia de baixa intensidade, dose de 6J/cm2.

Ao completarem 60 dias de vida e apés um jejum de 12 horas, 0s animais
foram induzidos ao diabetes experimental (tipo 1) através da injecéo intraperitoneal
de solugdo de Estreptozotocina Anomeros Mistos (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.)
55mg/kg de peso animal por via intraperitoneal diluida em solucdo tampé&o de Citrato
de Sédio a 10 mM e pH 4,5, em dose Unica. Os animais do grupo controle
receberam a mesma dose apenas de solucdo tampdo citrato de sédio para
reproduzir o mesmo estresse da inducdo. Decorridos 30 minutos ap6s o
procedimento todos os animais tiveram livre acesso a ragdo e a agua. S6 foram
considerados elegiveis para o estudo o0s animais que apresentaram valores
glicémicos acima de 200 mg/dL (CARVALHO, CARVALHO, FERREIRA, 2003).

O peso corpoéreo dos animais foi aferido semanalmente ao longo de todo o
experimento. A verificagdo da glicose sanguinea (Glicosimetro Kit Accu-Chek Active)
foi realizada nas seguintes etapas do experimento: apos jejum de 12 horas, antes da
inducdo ao diabetes, no 3° e 7° dias apés a inducdo e apos a confirmagcdo do
diabetes, semanalmente até o fim do experimento.

O tratamento com a insulina (2 Ul/dia/rato; intraperitoneal - Insulina Humulin
NPH) foi administrado em todos os grupos diabéticos logo apdés a constatacdo do
estado hiperglicémico, durante todo o protocolo experimental.

Para a terapia de biofotomodulacdo foi utilizado o protocolo adaptado de
Marcos e colaboradores (2011) (Phothon Laser lll, marca DMC), Dosagem total ou
energia de 3J para o Grupo Diabético Laser 1 — GDL1 e 6J para o Grupo Diabético
Laser 2 — GDL2. Foram realizadas 21 sessdes consecutivas pelo método do contato,
iniciado ao 4° dia po6s inducdo ao DM de modo pontual, realizado por um unico
pesquisador, utilizando uma caneta com diodo de GaAs que opera na funcéo
continua com comprimento de onda de 808nm, Densidade de energia ou Fluéncia
de 60J/cm?, e poténcia de pico de 100mW aplicada ao tendao do calcaneo dos ratos
dos grupos GDL1 e GDL2. Os animais dos grupos GC e GD permaneceram em suas
respectivas gaiolas, sujeitos apenas a manipulacéo.

Ao final do periodo de intervencéo foi realizada uma anestesia com solucao
de Xilazina (Anasedan®) (20mg/Kg) e Cloridrato de Ketamina (Dopalen®)
(100mg/kg), perfazendo um volume de 0,1 ml e 0,1 ml para cada 100g de peso do
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animal, respectivamente, por via intraperitoneal. Foi realizada uma incisdo ao longo
da superficie posterior da pata direita do animal para remo¢do da pele e partes
moles, para dissecacao e coleta do tenddo do calcaneo. O material foi umedecido
em soro fisiolégico e encaminhado sob refrigeracdo ao Laboratério de Engenharia
Quimica - UFPE para a realizagdo do ensaio mecanico de tracdo. Ainda sob efeito
de anestésicos, 0s animais receberam uma dosagem via intracardiaca de 1ml de
Cloreto de Potassio (19,1%), para sua eutanasia.

Para o ensaio biomecanico o tenddo dissecado foi acoplado em dois
conectores, um em cada extremidade, e em seguida foi utilizada a férmula da elipse
para mensurar a area da secc¢do transversa do tenddo (SILVEIRA; NERY, 1999). A
amostra foi conectada em uma maquina de ensaio mecéanico convencional EMIC do
Laboratério de Engenharia Quimica da UFPE (modelo DL 500, Brasil) através de
garras auto travantes, sendo em seguida aferido o comprimento da amostra para o
ensaio.

As amostras tendineas foram tracionadas até o ponto de falha do corpo de
prova, em velocidade de 0,1 mm/s, com célula de carga de 5000 N. As variaveis
avaliadas foram: Mddulo Elastico - ME (MPa), Forca Maxima - FM (MPa),
Deformacéo Especifica Forca Maxima - DE (mm), Energia/Area - E/A (N.mm/mm2),
e Area de seccdo transversa - AST (mm2).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE sob o Proc.:
23076.029551/2015-61. Todo o manejo e procedimento adotados nesse estudo
estdo de acordo com o Guide for the Care and Use of Laboratory Animal,
obedecendo as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 - art 32 e
decreto 3.179 — art 17, de 21/09/1999, que trata do uso de animais para fins
cientificos.

Com os dados obtidos apés o ensaio mecanico de tracao foi construido um
banco de dados no Excel 2016 e posteriormente analisados através do software
SPSS Statistics versdo 18.0. ApGs a confirmacdo da normalidade pelo teste de
Kolmgorov-Smirnov, comparacao entre trés ou mais grupos foi usado a Andlise de
Variancia (ANOVA) seguido pelo post hoc de Tukey, para as variaveis com
distribuicdo ndo normal foi usado o Kruskal-Wallis e Mann Whitney. O nivel de

significancia adotado foi 5%.
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RESULTADOS

Houve perdas amostrais ao longo do experimento, ap6s a avaliagdo da
Glicemia do 3° e 7° dias, quando os animais apresentaram valores < 200mL/dL, dos
70 animais induzidos, 25 foram excluidos (perda amostral de 35,71%). N&o
houveram perdas por complicagées do DM.

Na comparacdo dos grupos avaliados, foi observada reducdo do peso
corporeo de todos os grupos diabéticos quando comparados ao grupo controle
(Figura 1).

350
*
250 i}_—‘%ﬂ
200 —GC
== GD
150
GDL1
100 ——GDL2
50
0 T T T 1
Peso Pré- Peso 22 dia Peso Pré Peso Eutanasia
indugdo Pos-indugdo Eutandsia

Figura 1- Evolucdo ponderal do peso dos animais durante o experimento.
CG: Grupo Controle; GD: Grupo Diabético; GDL1: Grupo Diabético Laser 1
(3J); GDL2: Grupo Diabético Laser 2 (6J)

*GC > GD; GDL1 e GDLZ2; p<0,01 - Teste Kruskal-Wallis.

Quanto ao controle glicémico, seu acompanhamento estd demonstrado na

Figura 2. Os grupos se mantiveram homogéneos na comparacao intragrupo.
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Figura 2. Acompanhamento glicEmico dos animais nos momentos Pré inducao,
3¢ dia p6s inducao e no dia da eutanasia.
CG: Grupo Controle; GD: Grupo Diabético; GDL1: Grupo Diabético Laser 1 (3J); GDL2:
Grupo Diabético Laser 2 (6J).

Teste de Kruskal-Wallis, seguido do Teste de Mann Whitney: ‘GC < GD (p<0,01); “GC «

GDL1 (p < 0,01) para a glicemia do 3° dia e Eutanasia. Os demais grupos ndo apresentaram
diferenca. - Glicemia Pré: GC « GD (p=0,12), GC <« GDL1 (p=0,31), GD < GDL1 (p=0,15),
GD < GDL2 (p=0,38), GDL1 <« GDL2 (p=0,06); - Glicemia 3° dia: GD <« GDL1 (p=0,34),
GD <« GDL2 (p=0,32), GDL1 < GDL2 (p=0,91); - Glicemia Eutanasia: GD <« GDL1
(p=0,34), GD «~ GDL2 (p=0,08), GDL1 <~ GDL2 (p=0,36).



67

Tabela 1. Valores médios dos Parametros biomecanicos: Modulo Elastico - ME
(MPa), Forca Méaxima - FM (MPa), Deformacéo Especifica Forca Maxima - DE (mm),
Energia/Area - E/A (N.mm/mm2), e Area de seccéo transversa - AST (mm2).

FM TFMax DE E/A ME AST
GRUPOS

(N) (MPa) (%) (N.mm/mm2) (MPa) (mm2)
GC 2225 +4,44 13,78 +6,62 147,35+65,04' 27,49+1790 12,82 +556° 2,15 + 1,29*
GD 21,6+3,46 19,08+4,44 14550+52,01 29,53+9,93 26,43 + 18,55>° 1,72 +0,21*
GDL1 17,05+ 9,05 14,16+8,43 300,85+ 14359 24,11 +14,94 8,54 +525° 1,62 +0,94
GDL2 21,17 +4,19 18,29 +5,71 365,55+ 193,71 33,10+ 11,13 11,00 + 7,03° 1,05 +0,62*

Valores expressos em Média + Desvio Padrdo (DP), Anova com um fator (One way) com
post hocTukey.

Notas:

*GDL1 = GDL2 — A comparacdo da média entre esses dois grupos, apresentou p>0,05 nos
parametros biomecanicos.

'Deformacéo Especifica Forga “Area de Seccéo

23Médulo Elastico

Maxima Transversa
GC >GDL1 (p =0,018) GC <GD (p=0,011) GC > GD (p =0,025)
GC >GDL2 (p < 0,00) GD > GDL1 (p =0,033) GC> GDL2(p = 0,027)

GD > GDL2 (p =0,001)
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DISCUSSAO

Nosso estudo apresentou resultados distintos dos achados literarios bem
como do nosso préprio grupo de pesquisa, o que pode ser justificado pelo
tratamento diario com 2Ul/dia/rato de insulina NPH. De Oliveira (2011) comparou
dois grupos, um controle (GC) com um diabético (GD), seus achados significativos
foram na Deformagé&o Especifica Forgca Maxima (GC: 113.62 + 34.40 e GD: 198.99 +
57.94). O uso da Laserterapia associada a insulina, mostrou similaridades com os
grupos em mesmas condi¢cbes (GC: 147,35 + 65,04 e GD: 145,50 + 52,01) e
ocasionou num incremento dos nossos achados (GDL1: 300,85 + 143,591 e GDL2:
365,55+ 193,711), principalmente nas compara¢des do GC com GDL1 (p = 0,018) e
GC com GDL2 (p < 0,001), o que significa que a deformacéao alcancada pelo tendao
até que o mesmo alcance a forca maxima de resisténcia se mostrou maior no N0Sso
estudo.

O peso corpdreo dos animais diabéticos ao final do experimento apresentou
valores diminuidos, Grupo Diabético (248,72 + 13,96), Grupo Diabético Laser 1
(247,20 + 10,39) e o Grupo Diabético Laser 2 (260,96 + 14,08) e Grupo Controle
(286,97 + 19,39), fato ja esperado, em virtudes de alteragbes como a perda de
massa muscular imposta pela atrofia diabética. Almeida et al. (2012) e Oliveira et al.
(2011) com mesmo protocolo de inducdo ao diabetes experimental, também
observaram diminuicdo dessa variavel nos animais diabéticos o que demonstra
concordancia como o modelo experimental adotado nesse estudo.

A Energia/Area do mesmo estudo acima, no GC (16.87 + 8.20) foi bem menor
do que no GD (47.29 £ 16.14) apresentando diferencas significativas entre os
grupos, no nosso estudo os grupos se manteram analogos, sem diferenca estatistica
conforme podemos observar na Tabela 3. JA no Médulo Elastico, De Oliveira (2011)
mostrou uma reducéo nos valores achados no GD, apresentando diferenca entre os
grupos avaliados (GC: 10.17 £ 4.90 e GD: 3.73 £ 1.79); nesse estudo achamos
valores bem acima dos citados com diferencas entre GC com GD (p = 0,011), GD
com GDL1 (p = 0,033), GD com GDL2 (p = 0,001) que é calculado e representado
pela maxima inclinacdo encontrada na curva tenséo x deformacéo, a qual representa
parte da viscoelasticidade tendinea ou “rigidez” representativa do material biolégico

tendineo.
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Em outro estudo do nosso grupo (BEZERRA et al., 2013), com ratos
submetidos a um treino de natagdo, mostrou resultados significativos na
comparacao entre 0s grupos nos parametros biomecéanicos: Tensdo Forca Maxima
(TFMax) (Grupo Controle — GC: 13.16 + 5.8 e Grupo Natagdo — GN: 20.50 + 5.32),
Deformacao Especifica For¢ca Maxima (%) (GC: 28.05 £ 12.28 e GN: 45.93 + 17.65)
e Energia/Area - E/A (N.mm/mm2) (GC: 24.78 + 19.09 e GN: 48.93 + 19.87). Tais
valores sdo bem menores que o demonstrado na nossa andlise biomecanica (Tabela
3), mesmo sendo um estudo com atividade aerdbia que apresentou beneficios aos

animais diabéticos.

O DM causa alteragcdo no processo inflamatorio, na angiogénese (LEEPER,
COOKER, 2011), proliferacéo celular e distarbios da matriz celular, principalmente o
colageno (REDDY, 2004), levando ao desenvolvimento de disfungbes mecanicas.
Propriedades estruturais alteradas de tecidos musculoesqueléticos predispdem o
maior risco de tendinopatia e de lesdo musculoesquelética em pacientes diabéticos
(JACOBSON et al., 2014). No tecido conjuntivo do tendao, que possui alto teor de
colageno, ocorre uma série de reacdes entre a por¢cdo amino-terminal do colageno e
a glicose livre, denominada glicosilacdo ndo enzimatica, processo determinante no
processo degenerativo e regenerativo criado pelo quadro diabético (BARBOSA,
OLIVEIRA, SEARA, 2008).

A elasticidade dos tenddes aumenta a eficiéncia do musculo durante ciclos de
atividade, tal como a marcha. Ou seja, as propriedades mecéanicas do tendao
calcaneo reduzem o trabalho e o gasto energético exigido do muasculo. Isto torna
possivel para o ato de locomocédo, que seria desfavoravel mecanicamente para o
musculo isoladamente, para ser realizada utilizando menos energia (ROBERTS;
MARSH, 2003).

Apesar da inespecificidade dos estimulos lesivos, as lesbes teciduais sao
responsaveis pela resposta inflamatéria, e, para fins de reparacdo tecidual, o
emprego da luz encontra vantagens no que se refere a acdo menos invasiva, muitas
vezes mais barata, ocupando menos tempo quando comparada a outras
modalidades terapéuticas e a praticidade de aplicacéo (VINCK et al., 2003).

A fotobiomodulacédo, através da aplicacdo de laser, atua sobre os tecidos
como reacfes nao térmicas (SCHAFFER et al., 2000). Porém, seu uso apresenta

inimeras controvérsias, por conta da grande divergéncia nos parametros
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dosimétricos e as discrepancias nos achados (BERTONILI; SILVA; TRINDADE,
2008).

Alguns autores mostraram evidéncias qualitativas na aparéncia da
organizacdo das fibras de colageno no tenddo, demonstrando que 0s grupos
tratados com laser estdo em melhores condi¢gdes de organizagédo estrutural. Foi
citado um aumento do colageno tipo | e lll, na variedade de parametros citados.
Fisiologicamente o tratamento com Laserterapia nos parametros utilizados e os
tempos estudados reduz a migracdo de células inflamatérias e melhora a qualidade
da reparacdo enquanto reduzir as limitagdes funcionais. A juncéo de tipos de laser,
bem como outras terapias no mesmo tenddo mostrou ser mais efetiva na
organizacdo das fibras colagenas (FILLIPIN, et al., 2005; ARRUDA, et al., 2007,
BERTOLINI, et al., 2008; CASALECHI,et al., 2013; DE JESUS, et al.,, 2014; DE
CARVALHO, et al., 2015).

Para Nouruzian et al. (2011), o uso do Laser de Baixa Intensidade (LBI)
aumentou tanto a Carga Maxima quanto a Tensdo For¢ca Maxima no reparo do
tenddo do Calcaneo de ratos diabéticos, o que difere dos nossos achados. O
tratamento com laser tem efeitos benéficos sobre a resisténcia a ruptura na
cicatrizacao do tendao (DEMIR et al., 2004), tais diferencas podem ser atribuidas a
insulinaterapia.

De acordo com Chbinou & Frenette (2004), a administracdo de insulina
reduziu a acumulacdo de um tipo de AGE (Advanced Glycated End-Products) que
previne as alteracdes nas propriedades mecanicas nos tenddes diabéticos e também
restaura a resposta inflamatoria normal, a neovascularizacao e a proliferacéo celular,
demonstrado durante o reparo num modelo de rato de lesionado no tendao de
Aquiles, induzido por colagenase. Também se demonstrou que a insulina também
protege as células beta pancreéticas da apoptose (LUI, 2017). Apresentou-se, no
nosso estudo, hipoteticamente como uma maximizadora dos achados benéficos
biomecanicos, ou seja, individuos com DM, mas tratados com insulina possuem uma
diminuicdo da apoptose, o que pode auxiliar no reparo do tenddo apos a lesdo e
predispor um incremento da cicatrizacao na tendinopatia.

A cetoacidose diabética é definida como uma disfuncdo metabdlica grave
causada pela deficiéncia relativa ou absoluta de insulina, associada ou ndo a uma
maior atividade dos horménios contra-reguladores. Quanto a influéncia da insulina

no tecido, podemos relacionar seu papel fundamental no crescimento e manutengéo.
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Este hormbnio possui caracteristicas anabdlicas e sua sintese é controlada através
dos niveis circulantes de glicose e aminoacidos (DALL'AGO et al., 2002).

Com a diminuicdo dos niveis de insulina no Diabetes ocorre queda na sintese
da cadeia pesada de miosina esse horménio é estimulador da sintese dessa
molécula para o tecido muscular (VANDENBURGH et al.,, 1991). A insulina
desempenha um papel fundamental no crescimento e manutencéo dos tecidos por
possuir caracteristicas anabdlicas e ter sua sintese é controlada através dos niveis
circulantes de glicose e aminoacidos. Assim, acreditamos que a insulinaterapia
possa ter influenciado no efeito restaurador tecidual e consequentemente na maioria
dos parametros biomecanicos.

Dessa forma, a fotobiomodulacdo da Laserterapia tem influéncia no
crescimento de células fibroblasticas, na organizagéo do colageno tipo 1 (ARRUDA
et al.,, 2007; CHEN et al., 2009; NEVES et al., 2011) e diminui¢cdo dos disturbios na
matriz celular, protegendo o tenddo e melhorando as propriedades biomecéanicas
(LARAIA et al., 2012), que resulta na resisténcia a ruptura, bem como aumento do
angulo rigidez (MARCOS et al., 2011; CASALECHI, et al., 2013; MARCOS et al.,
2013), nossos achados com seu uso mostraram-se mais robustos quando
comparados a estudos ja publicados do nosso grupo de pesquisa, 0 que pode ser

atribuido a insulinoterapia, pelas suas caracteristicas fisiol0gicas supracitadas.

CONCLUSAO

Este estudo trata-se de uma inovacao terapéutica, no qual foi testado um
protocolo de terapia fotobiomoduladora, através da aplicacdo de laser de baixa
intensidade. Pudemos supor que houve alteracfes estruturais tendineas acarretando
melhora na estrutura e biomecanica nos parametros Energia/Area, Deformacéo
Especifica Forca Maxima e Area de Seccdo Transversa do tenddo de ratos
induzidos ao DM retardando seu processo degenerativo. Com tratamento de 21 dias
consecutivos, os resultados apontam para a dosagem de 6J como a terapéutica
mais eficaz para restabelecer essa propriedade biomecéanica do tendéo.

Supde-se que, com este protoloco, a Laserterapia pode promover o
realinhamento das fibras de colageno, que se encontram desestruturadas pelo DM,
levando a uma melhor organizagdo das fibras e uma maior resisténcia no teste

biomecéanico. Ressaltamos os valores elevados da Deformacdo Especifica Forca
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Maxima da Forca Maxima, ou seja, no grupo tratado com o laser, os valores
alcancados pelo tenddo até que o mesmo alcance a forca maxima de resisténcia e
ponto de ruptura. O trabalho conseguiu alcancar os objetivos tracados, ndo foram

encontradas similaridades na literatura.
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Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.? Silvia Regina Arruda de Moraes

Departamento de Anatomia
Centro de Biociéncias
Universidade Federal de Pernambuco
Processo n° 23076.029551/2015-61

Os membros da Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “AVALIAGAO DO EFEITO BIOMODULADOR DO
LASER DE BAIXA INTENSIDADE DE 3J E 6J SOBRE AS PROPRIEDADES
BIOMECANICAS DO TENDAO DO CALCANEO DE RATOS DIABETICOS.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo
adotadas como critérios de avaliacéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a

serem realizados.

Origem dos animais: Biotério de Nutricdo; Animais:

Atencio te,
ratos Wistar; Idade: 60 dias; Peso: 200-300g; Sexo: fosamen

ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Experimentacdo animal

machos; N° total de animais: 60. /@///
Tt lo

Prof. Dr. Pedro V. Carell
Presidens da CEUA/ CCB- URPE

urpg  SIAPE 1801584
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