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MATTOS, L.H.L. Efeito da Fototerapia com Diodos Superluminosos
(890nm) na reparacao tendinea: modelo experimental em ovinos. Botucatu,
2012, 92p., dissertacdo de mestrado, UNESP, Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia.

RESUMO

Este projeto teve como objetivo avaliar os efeitos da fototerapia na
cicatrizagdo do tenddo usando diodos superluminosos fixados em 890nm.
Foram induzidas lesdes cirargicas de 0,2cm de largura x 0,5cm de
comprimento, realizadas no segundo terco do Tendao Flexor Digital Superficial
de 10 ovelhas saudaveis que foram divididos em dois grupos: grupo tratado
com diodos superluminosos com o comprimento de onda acima mencionado e
grupo controle, tratado com placebo. A Cinesioterapia foi realizada em ambos
0s grupos. Os exames ultrassonograficos Modo B e Doppler foram realizados
durante os primeiros 14 dias ap6és a cirurgia e, em seguida, nos dias 21 e 28, a
fim de avaliar o processo de cicatrizacdo do tendao. A biopsia foi realizada no
dia 28 para avaliar a neovascularizacdo e o padrao tenddo de fibra no exame
histopatologico. Auséncia de claudicacdo e uma melhoria significativa (p <
0,05) na dor ap6s palpacédo foram observadas no grupo tratado. Além disso, no
modo B foi evidenciada uma reducao significativa do edema (p < 0,05) nestes
animais. Nao foi encontrada diferenca estatistica em relacdo a evolucdo da
lesdo. Houve diferenga histologica (p < 0,05) para a neovascularizagdo no
grupo tratado. Fototerapia com diodos superluminosos de 890nm minimiza os

efeitos do processo inflamatorio.

Palavras-chave: Fototerapia; tendinite; diodos; fisioterapia; laser.



MATTOS, L.H.L. Effect of Phototherapy with Superluminous diodes (890nm) in
tendon repair: an experimental model in sheep. Botucatu, 2012, 92p.,

Dissertation, UNESP, Veterinary Medicine College.

ABSTRACT

This project aimed to evaluate the effects of phototherapy on tendon
healing using superluminous diodes set at 890nm. Surgical lesions were
induced by 0.2 cm wide x 0.5 cm long, made in the second third of the
superficial digital flexor tendon of 10 healthy sheep were divided into two
groups: group treated with superluminous diodes with the wavelength
mentioned above and control group treated with placebo. The Kinesiotherapy
was performed in both groups. The B mode ultrasound examination and
Doppler were performed during the first 14 days after surgery and then on days
21 and 28, to evaluate the healing of the tendon. A biopsy was performed on
day 28 to evaluate neovascularization and tendon fiber pattern on
histopathological examination. No lameness and a significant improvement (p
<0.05) in pain after palpation were observed in the treated group. Furthermore,
in the mode B was observed a significant reduction in edema (p <0.05) in these
animals. No statistical difference was found in relation to the evolution of the
lesion. Significant difference was seen (p <0.05) for neovascularization in the
treated group. Phototherapy with 890nm superluminous diodes minimizes the

effects of the inflammatory process.

Key words: phototherapy; tendonitis; diodes; physiotherapy; laser.



1. INTRODUCAO

As lesbes tendineas constituem uma condicdo do tenddo agredido,
onde o processo inflamatério agudo desencadeia o0 mecanismo de reparacdo
tecidual (CONTRAN et al., 2005). Tendinopatia € o termo genérico utilizado
para descrever todas as doencas originadas nos tendbes e ao redor deles
(KHAN et al., 1999).

Segundo Lemos (2006), € observado um aumento significativo de
pacientes humanos que procuram tratamento relatando dor intensa, edema e
diminuicdo na amplitude de movimento, diminuicdo da forgca muscular e
alteragcdes motoras, entre outros, levando a dificuldade na execugcao de suas
atividades diarias e profissional.

O grau das lesdes tendineas varia do rompimento localizado de fibrilas
até a ruptura completa do tenddo. A ruptura total ou parcial do tendao esta
associada com areas hemorragicas e inflamacdo. Assim, a zona de leséo fica
edemaciada com exsudato. Quando a inflamacédo cede, a cicatrizacdo ocorre
no local da lesdo e a formacédo de cicatriz pode se estender para os tecidos
peritendineos (WILLIAMS et al., 1984).

O tempo de recuperacdo dessa enfermidade é bastante longo em
funcdo das caracteristicas do tecido lesado: o tenddo é uma estrutura de
reparacdo lenta e padrdo vascular pobre. A enfermidade se expressa
clinicamente pelos sinais inflamatérios classicos e alteracdo da postura de
locomocgé&o. Os sinais por si s6 sédo elementos suficientes para que o clinico
estabeleca seu diagnostico. Por outro lado, existem exames de apoio que
fornecem informacdes qualitativas e quantitativas mais apuradas. Desses
exames, 0 mais utilizado na Medicina Veterinaria, em especial nos equinos, é o
exame ultrassonografico, util para o acompanhamento das lesdes tendineas na
sua recuperacao frente ao tratamento estabelecido.

As tendinopatias sdo comuns na pratica esportiva, estimando-se que
correspondam de 30% a 50% do total das lesbes esportivas (SALATE, 2002).
Os atletas possuem maior frequéncia de rupturas do tenddo calcaneo,
principalmente entre os futebolistas e em esportes de alto impacto, como a
corrida e o salto; isso porque essas atividades ocasionam um grande estresse

ao tenddo durante a contracdo muscular excéntrica do triceps. Entre os



tenistas e as bailarinas esse tipo de les&o é menos frequente (SALOMAO et al.,
1993; REYNOLDES e WORRELL, 1991).

Outra lesdo muito frequente na medicina humana € a Leséao por
Esforco Repetitivo (LER), doenca esta que é relacionada ao trabalho
(KUORINKA e FORCIER, 1995), decorrente do excesso de utilizagdo do
sistema musculo esquelético e da falta de tempo para recuperagcao, gerando
sintomas concomitantes ou ndo, de aparecimento insidioso, tais como dor,
parestesia, sensacgéo de peso e fadiga (BRASIL, 2006).

Dentre os tratamentos complementares, a fisioterapia assume uma
grande importancia na modulacdo da inflamacdo e na reparacdo tecidual.
Diversas modalidades podem ser empregadas com a finalidade de antecipar a
recuperacdo do tecido. Uma das modalidades de eleicdo no controle da
inflamacédo e também no estimulo da reparacao tecidual € a fototerapia, que
através da interacdo fotobiolégica no tecido promove um efeito analgésico e

estimula a reparacao tendinea.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estrutura e Biomecanica dos Tendodes

O tenddo é considerado uma estrutura de continuidade do tecido
muscular, constituindo-se de um tecido colageno suportando as fibras
musculares contrateis (GOODSHIP et al., 1994). O Tendao geralmente é
cilindrico alongado formado por tecido conjuntivo denso modelado que ligam os
musculos esqueléticos aos 0ssos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

Os tenddes estdo constituidos por células conhecidas como tendcitos
gue séo altamente diferenciadas e possuem potencial limitado de replicagao.
Esse conjunto de células forma uma rede tridimensional de componentes da
matriz extracelular formada principalmente por colageno do tipo I, tipo Il e tipo
IV, além de proteoglicanos, elastina e fibronectina (VIOLINI et al., 2009).

Esse conjunto de tipos de colagenos forma uma rede de fibras
organizadas paralelamente em feixes ao longo das linhas de tens&o. Os
fibroblastos sdo organizados longitudinalmente entre os feixes de colageno,
formando os feixes priméarios (DAHLGREN et al., 2005).

Os feixes primarios se agrupam, formando os feixes secundarios ou
fasciculos e este conjunto, se agregam em grandes feixes tendineos terciarios.
O endotendao, situado entre os feixes tendineos, é formado por trabéculas de
tecido conjuntivo frouxo e conduz os vasos sanguineos, linfaticos e os nervos
(ENWEMEKA, 1989).

Em sua origem o endotenddo é uma extensdo do epitenddo, camada
delicada de tecido conjuntivo frouxo que reveste externamente o tenddo. Mais
externamente ao epitenddo, o tend&do possui uma bainha de tecido conjuntivo
vascular frouxo, paratendéo, ou onde ha uma alteracdo ou atrito aumentado, €
revestido por uma bainha tendinea conhecida como mesotendao
(McILWRAITH, 1987).

A Matriz Extra Celular (MEC) é formada principalmente por elastina e
possui uma importante funcdo de facilitar a elasticidade do tecido (GOODSHIP
et al., 1994). A MEC também possui em sua constituicdo alguns componentes
funcionais como: proteoglicanos, controlando a producdo de fibrilas de

coldgeno e homeostase tendinea (BIRCH et al., 1998); coldgeno sendo 95%



colageno tipo | (RILEY, 2005), o restante € formado por colageno tipo Il e
também por pequenas por¢cdes de outros tipos de colageno (FRANK, 2004).

Nos humanos, algumas mudancas importantes do tenddo sédo afetadas
com o avanc¢o da idade, as quais estdo relacionadas com a degeneracao
colagenosa. A elastina e os proteoglicanos da matriz extracelular diminuem e a
guantidade de colageno aumenta, levando a uma perda da elasticidade, sendo
este um fator agravante, e determinante no retardo no processo de reparo
tendineo. Assim, com o avancar da idade acarretara alteracdes na renovacao
do colageno (KANNUS e JOZSA, 1991).

A nutricdo tendinea é realizada de duas formas: difusdo e perfuséo.
Sao realizadas através das bainhas sinoviais e pelo fluxo sanguineo oriundo do
tecido muscular, epitenddo, endotenddo e do tecido 6sseo. Algumas areas
podem se apresentar avasculares, devido a presenca de forgcas compressivas e
de tensdo, aumentando conforme a idade (SMITH e WEBBON, 1996).

Em relacdo a inervagdo do TFDS, esta ocorre através do nervo ulnar,
sendo exclusivamente sensitiva com pouca evidéncia de algum controle motor
sobre a estrutura (GETTY, 1996). Os terminais nervosos podem ser
classificados em quatro categorias, de acordo com suas caracteristicas
anatdmicas e funcionais: (a) tipo | - corpusculos de Ruffini; tipo Il — corpusculos
de Vater-Pacini; (c) tipo Il - érgéos tendinosos de Golgi; e (d) tipo IV - terminais
nervosos livres. Os tipos | a Ill sdo mecanorreceptores com diferentes
patamares de sensibilidade, situados na intimidade e na superficie externa dos
tendbes, convertendo estimulos de pressdo ou tensdo em sinais nervosos
aferentes. Os terminais nervosos livres transmitem a sensacéo dolorosa (BJUR
et al., 2005).

Em relacdo a biomecénica dos animais, os tendfes possuem varias
fungBes importantes durante a locomocao e também na manutengéo do animal
em estacdo. Em especial o TFDS possui a funcdo de absorcdo do impacto e,
durante a movimentacéo realiza um trabalho passivo na flexdo da articulacéo
metacarpofalangica, carpica e interfalangica proximal (DENOIX, 1994; 1996).
GOODSHIP (1993) afirma que os tendbes flexores dos cavalos, ndo soO
flexionam o digito durante a locomocéao, assim como, flexionam o membro na
fase de movimento do passo. Em situagbes de estresse, por exemplo, eles
sustentam a articulagdo metacarpofalangica quando o animal esta parado.



O TFDS dos ovinos possuem algumas particularidades anatdmicas: o
musculo flexor superficial dos dedos nos ovinos divide-se em duas partes
superficial e profunda. Sua origem € no epicéndilo medial do imero, ao nivel do
carpo a parte profunda estd unida ao tenddo do musculo flexor profundo dos
dedos, por meio do musculo interflexor proximal. Este musculo possui dois
tendbes que se posicionam na face palmar do carpo e do metacarpo, sendo
gque o tenddo superficial passa no interior do ligamento anular do carpo,
enguanto que o tendao da parte profunda passa pelo canal do carpo, onde esta
unido ao tenddo do musculo flexor profundo dos dedos pelo musculo interflexor
distal. No terco distal do metacarpo, os tendfes fundem-se num curto tendéo
comum. Apés, este se divide num ramo para cada dedo principal. Ao nivel dos
sesamoides, cada ramo se une a parte superficial do musculo interésseo Il e
IV, constituindo um canal fibroso para o tenddo do musculo flexor profundo dos
dedos. Ao ser tracionado, flexiona as articulagbes metacarpofalangicas e
interfalalangicas proximal e auxilia na sustentagdo do corpo do animal sendo
suas acdes principais. O suprimento sanguineo é fornecido pelas artérias ulnar
colateral, braquial, interéssea caudal e interéssea cranial. Os nervos ulnar, e
mediano sdo os encarregados do suprimento nervoso do flexor dos dedos
(GETTY, 1996).

2.2 Tendinopatias

Segundo Agliettet al., (1993), a tendinopatia € um dos principais
problemas relacionados as LER e Disturbios Osteomusculares Relacionados
ao Trabalho (DORT), sendo esta uma lesdo consequente a sobrecarga do
proprio tenddo, levando a micro rupturas em sua estrutura, esgarcamento de
suas fibras e degeneracao focal. Os numerosos estudos realizados nos ultimos
cem anos apontam as tendinites como a maior causa de sofrimento dos
trabalhadores com atividade manual, bem como de indenizagGes trabalhistas
(OLIVEIRA, 2001; TONIAL, 2004; GADELHA, 2006; LOPES, 2009).

Dentro da medicina esportiva equina, a tendinite (processo inflamatorio
tendineo, com ou sem rompimento de fibras) possui uma incidéncia de 10 a
45% na populacao dos cavalos atletas (DAHLGREN, 2007). Esta afeccao pode
comprometer a carreira esportiva do cavalo ou até mesmo afasta-lo das

atividades em funcéo do tecido cicatricial formado no local da lesédo e este ndo



possuir as mesmas propriedades biomecéanicas do tendao original (PELOSO et
al., 1996).

Em condicdes fisioldégicas normais, o tenddo é um tecido pobremente
vascularizado com uma baixa densidade de células que exibem atividade
mitotica reduzida. Essa é a possivel explicagdo para a cicatriza¢do tendinea
ser lenta e, na maioria dos casos, resultar em uma matriz extracelular
mecanicamente inferior (VIOLINI et al., 2009).

A lesdo tendinea, tanto por esfor¢co quanto por trauma direto, leva a
hemorragia capilar e a inflamacdo. Células inflamatérias sdo atraidas para o
local e enzimas hidroliticas do exsudato inflamatério agravam este quadro
(MADISON, 1995). O estresse mecanico € o fator determinante das tendinites,
contudo, existem ainda os fatores anatémicos e mecanicos (ma conformacéo)
e fisiolégicos (dieta desequilibrada e qualidade de treinamento) os quais sao
relacionados como predisponentes desta enfermidade (GAUGHAN et al, 1995;
WILSON e GOODSHIP, 1994).

A aparéncia histolégica descrita por Webbon (1978), observada em
tenddes normais, demonstrou alteracdes celulares, porém sem apresentacao
de sinais clinicos. As microlesfes observadas nos tenddes dos equinos podem
ocorrer devido ao exercicio intenso e constante, se tornando mais frequentes
com o avanco da idade (SMITH et al., 2002).

O exercicio de alta intensidade eleva a temperatura no interior do
tendao, atingindo cerca de 45°C, sendo assim uma das teorias responsaveis
para a formacdo de micro lesdes, porém, pode ndo resultar necessariamente
em morte celular (WILSON e GOODSHIP, 1994). Uma das possibilidades &
gue a sequéncia de episodios de hipertermia local levaria ao comprometimento
do metabolismo dos tendécitos e/ou causaria danos a MEC, levando a
degeneracédo tendinea (BIRCH et al., 1997).

Os sinais locais da tendinopatia sdo edema, calor, dor a palpacdo ou
ao estiramento, claudicacdo ou alteracdo do passo (CRASS et al, 1992;
MORCOS e ASWAD, 1978). O diagndstico é realizado primeiramente tendo por
base o exame fisico, o qual inclui historia, avaliacao da claudicacdo e palpacao
do membro afetado.

A centese, 0 exame ultrassonogréfico, a ressonancia magnética, a

termografia e a cintilografia sdo exames complementares. O diagndstico



ultrassonogréfico constitui-se num método ndo invasivo acurado, que permite
localizar e caracterizar lesbes e monitorar o processo cicatricial (HOGAN e
BRAMLAGE, 1995; TAYLOR et al, 1997).

Na Medicina Veterinaria, o ultrassom diagnostico é o método
preferencial para o exame dos tecidos moles do membro do equino (ALLEN e
STONE, 1990; DENOIX e YOUSFI, 1996). As imagens ultrassonograficas
correlacionam-se bem com achados histopatologicos em todos os estagios de
lesdo e cicatrizagdo do tenddo (MADISON, 1995; TAYLOR et al, 1997). O
diagndstico clinico, como elemento isolado, € limitado no que se refere a
diferenciacdo entre lesbes tendinosas e peritendinosas (HOGAN e
BRAMLAGE, 1995).

2.3 Processos de Reparacao Tecidual

Em uma leséo tecidual, seja qual for a sua origem, ha a ativacdo de
Varios mecanismos, cujo objetivo principal € sempre o reparo adequado das
estruturas envolvidas. Todo o complexo das alteracdes teciduais observadas é
denominado inflamac&o (GUYTON, 2002; JOZSA e KANNUS, 1997).

O processo de reparo tendineo segue uma série de eventos:
proliferacdo e migracdo de varios tipos de células; angiogénese para a
formacéo do tecido de granulacéo; sintese de colageno e orientacdo altamente
organizada das células tendineas e das fibras coladgenas como tentativa de
restaurar a estrutura e a funcdo do tecido lesado (GUYTON, 2002; CHAN et al.,
1997).

O tenddo, por ser um tecido com uma vascularizacdo pobre e,
consequentemente, com baixa nutricdo e oxigenacdo, apresenta uma baixa
capacidade de reparacgao tecidual. No entanto, quando esse tecido lesado um
dos possiveis tratamentos € por meios biofisicos apropriados (fototerapia, p.e.),
possibilitando uma cicatrizacdo mais adequada (ENWEMEKA e REDDY, 2000;
PARIZOTTO, 1998).

O processo de reparacao tecidual pode ser, didaticamente, dividido em
trés diferentes fases, mas que na verdade se sobrepde: fase inflamatéria (1 — 7
dias); fase neoangiogénica e proliferativa (5 — 21 dias) e por fim, a fase de
remodelamento (14 - 360 dias) (ENWEMEKA e SPIELHOLZ, 1992,

KUSCHNER et al., 1991). No tendado, ocorre uma intensa proliferacdo de
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fibroblastos, sintese de fibrilas de coldgeno e alinhamento das fibras no eixo
longitudinal nas duas Uultimas fases. Portanto estas sdo de fundamental

importancia para um reparo adequado desta estrutura (ENWEMEKA, 1989).

2.3.1. Fase inflamatoéria

A fase inflamatéria ocorre imediatamente apdés o trauma, sendo
desencadeado por ruptura de vasos sanguineos no local da lesdo, com
consequente extravasamento de fluidos teciduais para a area lesada (JOZSA e
KANNUS, 1997; GIGANTE et al., 1996). O estagio inicial inflamatério se
caracteriza por vasodilatagdo dos vasos sanguineos locais, aumento da
permeabilidade dos capilares, migracdo de inUmeros granulécitos e mondcitos
para o tecido e edema das células. A infiltracdo celular ocorre nas primeiras 24
horas e continua por poucos dias (GUYTON, 2002; PEREIRA, 1994; REED E
ZARRO, 1990). Vale dizer que dentro das primeiras 24 a 48 horas é que ocorre
a chamada “fase inflamatdria aguda”, e nela podemos observar, clinicamente,
ao redor da regido lesada, aumento de temperatura (calor), rubor e edema
(GOGIA, 1995; COTRAN et al., 1994).

ApoOs o trauma, as plaquetas se reinem ao redor do epitélio dos vasos
lesados e ao coldgeno exposto, estimulando o mecanismo de coagulacao
através da liberacao de fosfolipidios. A hemorragia local é estancada devido a
formacao de uma estrutura de fibrinas e fibronectinas ligadas transversalmente
ao colageno, funcionando como resisténcia as forcas de tenséo, durante a fase
inicial de reparo. Esse processo ocorre COmo um mecanismo para isolar a area
lesada dos demais tecidos remanescentes e retardar a disseminacdo das
bactérias ou dos produtos toxicos (GUYTON, 2002; JOZSA e KANNUS, 1997).

A vasodilatacao inicial determina um excesso de fluxo sanguineo para
o local, aumentando a pressao hidrostatica. Desta forma, ocorre um aumento
da permeabilidade vascular em resposta a liberacdo de fatores quimicos como
a histamina, presente nas plaquetas, mastdcitos e leucocitos granulares, e a
bradicinina, que em fases mais tardias da inflamacao, estimulara a liberacéo de
prostaglandinas. Pode-se dizer que a prostaglandina E-1 (PGE-1) aumentam a
permeabilidade vascular, e a prostaglandina E-2 (PGE-2) atraem leucdcitos
(JOZSA e KANNUS, 1997; REED e ZARRO, 1990).
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Os neutrdfilos (leucdcitos polimorfonucleares), originados dos capilares
ainda escoantes, sdo as primeiras células a migrarem para o sitio lesado. Estas
células iniciam o combate aos contaminantes e fragmentos produzidos pelo
ferimento, processo esse que permanece por 24 horas, ap0s a ocorréncia do
trauma (ENWEMEKA e SPIELHOLZ, 1992).

O processo de fagocitose € potencializado cerca de 1 a 2 dias apos a
leséo, através da chegada dos mondcitos (leucécitos mononucleares). Estes ao
penetrarem no sitio de lesao, atraidos por citocinas liberadas pelos neutrdfilos,
transformam-se em macrofagos teciduais e passam a atuar junto com o0s
primeiros (GUYTON, 2002; GOGIA, 1995; ENWEMEKA, 1989).

Os macrofagos estdo presentes na maior parte da fase de reparo,
sendo eles os responsaveis pela fagocitose do sangue extravasado, dos
produtos da destruicdo tecidual ndo solubilizado pelos neutréfilos e dos
neutrofilos mortos restantes na area lesada. Séo eles também que secretam
fatores de crescimento e fibronectina determinando, desta forma, a quimiotaxia
dos fibroblastos, a migracéo e fixacdo dessas células no local da lesédo e sua
consequente proliferacdo. Na éarea lesada também temos a presenca de
fibroblastos que, ao interagiram com os macrofagos, regulam a fase
inflamatdria e o processo de remodelamento da matriz extracelular (KAKAR et
al., 1998).

Além da ativacdo do processo inflamatorio, a lesdo também ativa outro
aspecto da fase inflamatéria, que € a resposta imune. Esta é formada por
linfécito T e B, produtos do tecido linfoide, que vao atuar na destruicdo de
microrganismos e toxinas especificas. Os linfocitos B (produtores de
anticorpos) agem através do sistema complemento, neutralizando ou
destruindo os antigenos, enquanto os linfocitos T secretam a interleucina—2
gue potencializa a a¢édo dos linfécitos B (GUYTON, 2002).

As células da fase inflamatéria atuam na remocéo de tecido necrotico e
microrganismos localizados na area lesada, processo esse que dura cerca de 5
a 7 dias pos-lesdo, a partir do qual se inicia a fase proliferativa (JOZSA &
KANNUS, 1997).
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2.3.2 Fase Proliferativa

Esta fase € caracterizada pela presenca de fibroblastos,
miofibroblastos e células endoteliais, atraidas por fatores de crescimento,
liberados pelas plaguetas e macréfagos teciduais, 0os quais também estimulam
a proliferacéo das mesmas (KAKAR et al., 1998 JOZSA e KANNUS, 1997).

A ativacdo angiogénica (formacéo de novos capilares sanguineos) € de
fundamental importancia para o processo de reparacao tendinea, uma vez que
ap6s a lesdo, seu suprimento vascular é drasticamente reduzido. A
angiogénese ocorre atraves de ramificagdes de micro vasos pré-existentes,
estimulados por varios fatores, como o fator de crescimento dos fibroblastos,
acido latico e baixa quantidade de oxigénio (BAXTER, 1994). Trata-se de um
processo morfogenético e que caracteriza a reconstituicdo do suprimento
vascular em tecidos adultos no processo de remodelacédo (ZHANG et al., 2003;
BATTEGAY, 1995).

Esta fase € de fundamental importancia para a formacéo do tecido de
granulacao e para o restabelecimento da integridade vascular da area lesada.
Nesta fase também se restaura a oxigenacdo e a nutricdo adequada do novo
tecido, melhorando a demanda metabdlica local, permitindo a continuacdo da
sintese, divisdo, migracdo e crescimento celular (PETERSEN et al., 1999;
AGAIBY et al., 2000).

Um importante mediador da angiogénese € o fator de crescimento
basico dos fibroblastos, o qual, além de possuir uma grande funcdo no
processo de reparo tendineo, € capaz de induzir a migracao e a proliferacao de
células endoteliais ao local da lesdo (Chang et al., 1998). O fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) também apresenta uma consideravel
importancia por estimular a atividade mitogénica local direta nas células
endoteliais de artérias, veias e vasos linfaticos. Possui ainda a capacidade de
iniciar a producgéo de outros fatores de crescimento no reparo tendineo, como o
TGF — 3, e aumentar a proliferacédo fibroblastica (ZHANG et al., 2003; BIDDER
et al., 2000).

Segundo Chan et al. (1997), a regulacdo da proliferacdo dos
fibroblastos e a sintese de colageno, a inducédo de ativadores plasminogénicos

e colagenases no remodelamento do tenddo e a facilitacdo da migragcéo e
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proliferacdo de células endoteliais na angiogénese, séo feitas pelos fatores de
crescimento fibroblasticos FGF 3 e FGF2.

Capazes de secretar uma grande variedade de substancias como
colageno, fibronectina, elastina, acido hialurénico, glicosaminoglicanas e
mucopolissacarideos, o0s miofibroblastos possuem caracteristicas ultra
estruturais, funcionais, imunologicas e quimicas, apresentando em seu interior
uma grande quantidade de micro filamentos de actina e miosina, capazes de se
contrair e de se mover, contribuindo, desta forma, para a retracdo da regiao
cicatricial (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1990; PARIZOTTO, 1998).

Os fibroblastos e miofibroblastos compdem juntamente com uma
combinacdo de novos capilares e matriz extracelular formada por fibra de
colageno fina (principalmente colageno tipo lll), &cido hialurénico e moderada
quantidade de proteoglicanos, um tecido conjuntivo frouxo, que preenche a
area lesada, recebendo o nome de tecido de granulagdo (JOZSA e KANNUS,
1997; PEREIRA, 1994).

Por volta do 14° dia ocorre o pico da deposicdo de colageno em
conjunto com o tecido de granulacdo onde se observa, além do inicio da
predominéncia do coldgeno tipo | sobre o tipo Ill, uma reducdo da sintese de
glicosaminoglicanas, especialmente do acido hialurénico, e a lise de algumas
fibras, agregacdo e aumento de outras, resultando num intenso processo de
remodelamento (ENWEMEKA & SPIELHOLZ, 1992).

O tecido de granulacao passa a ter uma constituicdo progressivamente
mais densa e menos vascularizada, onde também ocorre um espessamento e
aumento de numero das fibras de colageno, e desaparecimento das células
fagocitarias (ENWEMEKA, 1989). No entanto, vale dizer que o processo de
contragao cicatricial continua no intuito de aproximar ainda mais as bordas da
area lesada, seguindo uma taxa uniforme de 0,6nm a 0,75nm ao dia, variando
de acordo com o estado de nutricdo do tecido (GOGIA, 1995).

Ap6s um periodo de 21 dias de reparo tecidual, tem-se um
remodelamento progressivo do colageno, caracterizado por um aumento das
ligacbes cruzadas intermoleculares, o que torna o tecido mais resistente,
organizado e com um maior alinhamento das fibras no eixo longitudinal do

tenddo, o qual pode ser observado através da microscopia eletrdnica
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(GIGANTE et al., 1996; ENWEMEKA & SPIELHOLZ, 1992; ENWEMEKA
1989).

2.3.3 Fase de Remodelamento

Nesta fase, que se inicia por volta da 22 semana de cicatrizagéo e se
estende por um periodo de um ano ou mais, nas rupturas totais (TILMAN e
CUMMINGS, 1992) e cerca de 30 semanas em tenotomias parciais
(POSTACCHINI e DE MARTINO, 1980). A cicatriz contém fibras colagenas
bem organizadas, passando de predominantemente celular para fibroso (3% de
componentes celulares e 97% de fibras colagenas) (ENWEMEKA e
SPIELHOLZ, 1992). O tecido lesado se apresenta mais resistente em
decorréncia do remodelamento do colageno, principalmente do colageno tipo |,
0 qual apresenta fibras compactas e espessas por volta do 600 dia, e do
aumento das ligacfes cruzadas entre as moléculas (PEREIRA, 1994).

O processo de reparacdo tecidual ocorre como uma tentativa do
organismo de reconstituir a morfologia dos tecidos destruidos em consequéncia
do processo inflamatorio e, objetiva conferir funcionalidade aos mesmos. Em
geral, hd um equilibrio entre os processos de degradacdo e formacdo de
colageno (PARIZOTTO, 1998). De acordo com JOZSA e KANNUS (1997), o
tecido tendineo lesado dificilmente conseguira atingir a morfologia e a funcao
biomecanica de tenddes normais. Entretanto, Parizotto (1998) afirma que uma
das formas de fornecer maior funcionalidade aos tecidos lesados € a
recuperacdo ou a substituicdo por células do mesmo tipo que havia antes da
leséo.

2.4 Avalia¢gbes da Reparacdo Tendinea

2.4.1 Avaliacéo Fisica e Ultrassonografica

Na medicina Humana a avaliacéo fisica inclui o histérico do paciente e
inspecdo da atrofia muscular, assimetrias, inchagos e eritema. A atrofia
muscular estd muitas vezes presente em condi¢cbes crbnicas e é um ponto
importante para avaliar a duracdo da tendinopatia. Inchaco, eritema e
assimetria s&o comumente observados ao examinar tenddes lesados. Nos

testes de amplitude de movimento, muitas vezes o lado sintomatico esta
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limitado. O exame fisico também inclui testes que apliquem carga sobre o
tendao, de forma a reproduzir a dor (MAIA, 2012).

Na Medicina Veterinaria a avaliacdo fisica é feita com o animal em
estacdo, onde se inspeciona e palpa-se a estrutura afetada, na busca de sinais
de inflamacdo. O exame também é realizado com o animal em movimento para
verificacdo de claudicacdo. Entretanto, esses meétodos sao limitados em definir
com precisdo a intensidade do comprometimento, bem como a fase de
reparacao (GENOVESE et al., 1986; REEF, 1998).

Introduzida em 1982, a avaliacdo ultrassonografica se tornou um
meétodo clinico potencial a ser utilizado na avaliagdo das alteracbes
morfologicas em estruturas tendineas e ligamentos. A partir desse evento, o
ultrassom diagnostico passou a ser utilizado, incrementando os métodos
diagndsticos de lesdes dos tecidos moles (RANTANEN et al., 2003).

Segundo Allen e Stone, 1990, a ultrassonografia diagnéstica € o
método de eleicdo a ser utilizado para tecidos moles, uma vez que possui as
vantagens sobre a ressonancia magnética por oferecer imagens em real-time e
por se utilizar de aparelhos portateis e relativamente baratos.

Devido essas vantagens os exames ultrassonograficos devem ser
repetidos sequencialmente monitorando o processo de reparagdo, a fim de
evitar o atraso na cicatrizacdo durante a reabilitacdo (DYSON, 2004). Essa
avaliacdo permite identificar ndo s6 a presenca de lesdo como também a sua
localizacdo e o grau de severidade, através de uma avaliacdo quantitativa
(quanto ao tamanho ocupado pela leséo longitudinalmente e transversalmente)
e qualitativa (pelo grau de ecogenicidade e paralelismo) da lesdo (GILLIS,
1997).

Dentre as nomenclaturas da avaliagdo ultrassonografica, o termo
ecogenicidade se refere ao brilho de wuma estrutura na imagem
ultrassonogréfica, resultante da sua consisténcia morfolégica. A estrutura do
tenddo focando na &rea lesionada pode ser classificada em: isoecdica, quando
a ecogenicidade da estrutura € normal (escore=0), hipoecéica se dividindo em
dois niveis variando a intensidade do brilho (escore=1, escore=2) e também em
anecdica quando a imagem focal € predominantemente preta (escore=3)
(RANTANEN et al., 2003).
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Segundo Genovese (2000), a imagem ultrassonografica nas tendinites
varia em funcéo da fase de cicatrizacdo tendinea. A imagem ultrassonografica,
ao corte transversal, pode apresentar:

» fase aguda da lesdo (até uma semana) — hipoecodica, hipoecdica e
anecoica ou anecdica;

» fase de granulacdo (1 a 8 semanas) — hipoecodica, hipoecdica e
anecoica ou anecoica;

« fase de fibroplasia (6 a 26 semanas) — aumento de ecogenicidade em
relacdo a fase anterior, contudo, mantém-se hipoecdica,

+ fase de remodelacédo (a partir de 26 semanas) — aumento da
ecogenicidade com lesdo comecando a se ligar as bordas do tendao.

Tendo por referéncia o corte transversal, as lesdes sao classificadas
em graus que variam de | a IV. O grau | é caracterizado por uma lesdo de
aparéncia anecéica. O grau |l é caracterizado pelo equilibrio entre os aspectos
ecolico e anecdico. O grau lll é caracterizado por lesdo mais anecéica que
ecobica. O grau IV tem lesdo de aspecto anecéico. O grau de gravidade da
leséo cresce no sentido I-1V (MAIN, 1995).

Na rotina de avaliacdo tendinea, vem se tornando usual o exame
através de ultrassonografia Doppler, método de eleicdo para avaliacdo da
vascularizacédo de diversos tecidos (ZANETTI et al., 2003). O exame Doppler
utiliza uma escala de cores para promover medidas de velocidade de fluxo
sanguineo. O Color Doppler permite detectar a velocidade média e possui um
limite maximo de velocidade detectavel. Em contrapartida, o exame Power
Doppler, nédo fornece dados sobre direcdo do fluxo ou velocidade, porém é
sensivel a presenca e volume de fluxo, independentemente da angulacao,
possibilitando a visualizagédo de pequenos vasos (RISSELADA et al., 2006).

Devido sua sensibilidade na identificacdo de processos inflamatérios
em sua fase inicial, o Doppler vem se tornando uma ferramenta importante no
monitoramento das terapias e também na identificacdo de processos de
hiperemia, tornando-se mais acessivel recentemente na prética veterinaria
(BOESEN et al., 2007).
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2.4.2 Avaliacao histopatolégica e imunoistoquimica

Pensando-se em estudos experimentais, o método invasivo de
avaliacdo do processo de reparacdo tendineo € realizado por exame
histolégico e imunoistoquimico, por meio de biépsia ou coleta do tecido
tendineo. O exame histoldgico é de suma importancia na avaliacdo das fibras
colagenas, avaliacdo da quantidade de células e organizacdo da MEC (ALVES,
1998).

Sao descritas diversas técnicas de coloracdo para avaliacdo das fibras
coldgenas ao microscopio Optico. Mesmo sendo bem coradas por estes
métodos, as fibras colagenas podem ficar mescladas com outras estruturas
contendo colageno, também coradas, como as fibras reticulares e as
membranas basais. Para isso, € necesséria a analise imunoistoquimica para
diferenciar os tipos de colageno entre si, bem como a relagcdo aos demais
componentes (HORTON, 1984; ALVES et al., 2001).

O exame imunoistoquimico realiza a marcacdo de antigenos
especificos, por uma reacao antigeno-anticorpo, permitindo a caracterizacao de
expressdo de uma determinada substancia ou constituinte (CHANG et al.,
1997).
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3. FOTOTERAPIA

Desde os tempos antigos, varias formas de luz tém sido estudadas e
utilizadas para o uso terapéutico (TURNER e HODE, 2002; YOUNG et al.,
1989). A evolucdo da engenharia permitiu o desenvolvimento de protocolos
para uma utilizacdo eficaz da luz, no tratamento de disturbios médicos
complexos (LIM et al., 2007).

A Fototerapia, também conhecido como a terapia laser de baixa
intensidade (LLLT), laser de bioestimulacdo, e terapia de laser, pode ser
definida como o uso de baixa poténcia, tipicamente 500mw ou menos, para
emissdo de laser e diodos superluminosos no tratamento de problemas
clinicos, com base em reacgbes atérmicas no tecido. A palavra “LASER” é um
acronimo para amplificacdo de luz por emissao estimulada de radiacdo e,
especificamente, define uma forma de radiagdo eletromagnética que é visivel
ou perto do espectro visivel (McDONOUGH e BAXTER, 2007).

As bases teoricas deste recurso terapéutico foram expostas pela
primeira vez em 1917 por Albert Einstein, que explicava os principios fisicos da
emissao estimulada. Em 1958, Towners e AL Schalow demonstraram a
possibilidade de constru¢do de um laser. Contudo, em 1960, que Theodore H.
Maiman construiu o primeiro transmissor laser de rubi. Em 1961, em Nova
York, a primeira cirurgia com laser foi realizada, consistindo na extirpacao de
um pequeno tumor da retina. Em 1962, o primeiro laser semicondutor foi
desenvolvido e em 1965 Sinclair e Knoll adaptou o uso da radiagao laser na
aplicacao terapéutica (VECOSO, 1993). Uma vez que a invencado dos diodos
se deu na década de 70, o termo LED (Diodo Emissor de Luz) define um diodo
com base em juncbes positivos e negativos (PN), que emite luz quando
energizado (AL-WATBAN e ANDRES, 2003).

O processo de emissao de foton por laser relne as caracteristicas de:
Monocromaticidade, onde as ondas eletromagnéticas possui 0 mesmo
comprimento de onda emitindo uma cor Unica; Coeréncia: os fétons oscilam em
fases semelhantes (coeréncia temporal); colimacdo: a luz viaja em feixes
paralelos seguindo a mesma diregcdo, com pouco ou nenhuma divergéncia
(coeréncia espacial) e intensidade ou a quantidade de energia produzida em

uma area especifica. Em um laser pontual, a energia do feixe é sempre
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concentrada na mesma é&rea e assim a intensidade n&o diminuiu com a
distancia de propagacao (VECOSO, 1993; LOW e REED, 2001; ENWEMEKA e
REDDY, 2000).

O LED é similar ao laser, mas diferencia-se na forma como as ondas
sao formadas. Embora o diodo de laser seja delimitado por uma cavidade de
ressonancia que promove a amplificacdo de fotons e sua emissao, formando
um feixe coerente e colimado. O LED nédo possui esta cavidade Optica,
tornando a luz ndo coerente e também nao colimada, mas produz um espectro
eletromagnético semelhante ao do laser. Os LEDs ndo possuem filamento, o
gue € altamente suscetivel a vida-longa, por isso possui uma vida util de
10.000 horas ou mais. Por outro lado, eles ndo produzem calor e as taxas de
consumo de energia sao baixas (AL-WATBAN e ANDRES, 2003; CORAZZA,
2005). Assim, os LEDs superluminosos s&o considerados “lasers nao
convencionais” por néo produzirem radiagcdo coerente. Tem-se afirmado que a
coeréncia do feixe € rapidamente perdida quando a radiacdo penetra nos
tecidos. Assim, a producdo de uma luz coerente, ndo seria necessaria para a
utilizacao na terapéutica (KARU, 1989; VLADIMIRQV et al., 2004).

Demonstrando a eficicia da terapia mesmo com diferentes emissores
de luz, Agnol et al. (2009) realizaram um estudo muito rico para as pesquisas
da fototerapia onde compararam a eficiéncia do LASER (660nm) coerente e de
LEDs (640nm) ndo coerentes no tratamento de feridas de ratos diabéticos.
Seus resultados mostraram que os efeitos das duas técnicas sdo similares
principalmente pela utilizacdo LED, promovendo um melhor estimulo a
neovascularizacdo e controle da inflamacao. Agnol e colaboradores também
citam que muitos trabalhos se preocupam com a coeréncia das ondas, onde na
verdade o que importa é o comprimento de onda para que este estimule os
cromoforos especificos e também haja um pico de energia suficiente para

promover os efeitos buscados nos receptores alvos.

3.1 Classificacao do laser

O Laser pode ser classificado de acordo com a intensidade, poténcia,
tempo de reflexdo e tempo de intervalo on-off. Assim, o laser é dividido em seis
classes (1, 2, 3A, 3B, 4 e 5). Os lasers de Classe 1 possuem a menor

intensidade de luz e sao utilizados em aparelhos de codigo de barras, entre
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outros. Os lasers utilizados na forma terapéutica estdo entre a classe 2 e 3B, e
possuem uma poténcia entre 1-500mW. As classes 4 e 5 incluem os lasers de
alta poténcia (isto é, maior do que 500 mW) e representam risco elevado para
os olhos e pele ndo protegidas (ROBERTSON et al., 2009; LOW e REED,
2001).

O Laser de baixa intensidade (poténcia inferior ou igual a 500mW) teve
seu primeiro uso clinico no final dos anos 60 e inicio dos anos 70 pelo Dr.
Endre Mester e parceiros em Budapeste (BRAVERMAN et al., 1989). Mester
estudou a cicatrizacdo de feridas através das avaliagBes histoldgicas e
imunoistoquimicas e funcionais. Seus resultados demonstraram aumento na
neovascularizagdo e sintese de enzimas e colageno nas éareas irradiadas
(BAXTER, 1994; SIMUNOQVIC et al., 2000; HAMBLIN e DEMIDOVA, 2006).

3.2 Mecanismo de acéo fotobiol6gico

A Fototerapia é caracterizada pela capacidade de induzir processos
fotobiologicos dentro das células por estimulacdo dos fotorreceptores
especificos no ambito de um espectro de luz especifica. No entanto, os
mecanismos de acdo da fototerapia permanecem obscuros (KITCHEN e
PARTRIDGE, 1991).

A interacdo do laser de baixa intensidade e da terapia por diodo
superluminoso em tecidos sdo 0s mesmos que o0s de outras radiacdes
eletromagnéticas equivalentes, incluindo dispersao, reflexdo e absorcdo. As
diferencas dependem das caracteristicas de cada tecido, o angulo de
incidéncia e comprimento de onda (KITCHEN e PARTRIDGE, 1991; LOW e
REED, 2001).

Para se conseguir a mais elevada taxa de absor¢éo de luz, a fonte tem
gue estar em contato direto com o tecido, em um angulo de 90 graus, de modo
a minimizar a reflexado e dispersédo, tornando o tratamento mais eficaz. Sabe-se
gue 5-7% da radiacao é refletida pela pele, quando o angulo de incidéncia &
diferente de 90 graus. Em relacdo ao LED, deve-se haver um contato direto
entre pele e diodo a fim de evitar a dispersdo, uma vez que o feixe ndo é
coerente (LOW e REED, 2001; GRESTHOUSE et al., 1985; LAAKSO et al.,
1993).
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A primeira lei da fotobiologia afirma que a luz deve ser absorvida por
uma molécula (cromoforos naturais), a fim de produzir uma mudanca
fotoquimica (MAHMOUD et al., 2008; SMITH, 1991). Nos tecidos, os fétons séo
absorvidos por bandas de absorcdo especificas para fotorreceptores primarios
(SUTHERLAND, 2002). Assim, os cromoéforos naturais atuam como
fotorreceptores primarios responsaveis pela absor¢cdo de fotons e também
incluem a por¢do heme da hemoglobina, bilirrubina, citocromo C mitocondrial,
melanina, etc. Os receptores secundarios sao estruturas que absorvem a
energia fornecida aos tecidos através de campos electromagnéticos, causando
um efeito de ressonancia, alterando as taxas especificas de membranas
celulares e proteinas (McDONOUGH e BAXTER, 2007; MIKAIL, 2009;
ROBERTSON et al., 2009). Assim, os fotons absorvidos séo transformados em
energia bioquimica (isto €, a reacao primaria), promovem uma série de efeitos
biolégicos (reacc¢des secundarias), tais como a modulacao de funcdes celulares
(McDONOUGH e BAXTER, 2007). Portanto comprimentos de onda especificos
irdo ter uma profundidade de penetracédo especifica, sendo mais eficientes em
causar reacfes quimicas especificas correlacionadas com seus fotoreceptores
(HUANG et al., 2009).

O laser de baixa intensidade atua sobre as organelas celulares
(MIKAIL, 2009), especialmente na membrana mitocondrial, lisossomo e
membrana citoplasmatica, causando um aumento de adenosina trifosfato (ATP)
e modificando o transporte i6nico. Fotorreceptores celulares sensiveis a
comprimentos de onda especificos provocam rea¢fes quimicas apos absorcao
de fétons (HAMBLIN e DEMIDOVA, 2006). Demonstrou-se que 0s espectros de
absorcéo de citocromo C oxidase (Cox) foram semelhantes aos do espectro de
acao para varias respostas biolégicas de células experimentais imortais (HelLa)
expostas a luz monocromatica com comprimento de onda diferente, porém,
especifico. Assim, propds-se que o fotorreceptor Cox € primordial para o
vermelho ou no infravermelho proximo (NIR), em células de mamiferos (KARU
e KOLYAKOV, 2005; AMAT et al., 2006).

O 6xido nitrico (NO) inibe a respiracdo através do deslocamento
competitivo de oxigénio a partir de Cox. Pela acéo da luz, moléculas de NO sao
libertadas a partir de seus locais de ligagdo em Cox permitindo a interagcdo com
0 oxigénio, de modo a restabelecer a respiracdo celular ao seu estagio anterior
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e aumentar a sintese de ATP (HUANG et al., 2009). O Laser também aumenta
a concentracdo de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) em fibroblastos de
hamster, melhora os processos de regeneracdo (KARU, 1988) e acelera a
mitose de fibroblastos (LUBART et al. 1990). Estes resultados indicam que o
efeito terapéutico da luz pode ser consequéncia de pequenas quantidades de
oxigénio singleto produzido por porfirinas neutras ou citocromos celulares. O
oxigénio singleto € um potente antioxidante que pode estimular a atividade
redox na cadeia respiratdria, aumentando quimiosmose e assim promover a
mitose (LUBART et al., 1990).

Os efeitos da fototerapia podem ser classificados como de curto e
longo prazo. Efeitos em curto prazo incluem a producdo de beta-endorfinas e
de cortisol, ajudando o organismo a superar 0 estresse associado com a
doenca em si (LIU et al., 2009). Os efeitos sao significativos em 5% a 10% dos
casos, durante ou apds o tratamento inicial, mas um maior efeito é observado
em tratamentos de longo prazo, devido ao efeito cumulativo (VENEZIAN et al.,
2010). Nestes casos, observa-se um aumento da producdo de ATP que resulta
na melhoria do metabolismo celular, estimulacdo da atividade mitocondrial,
melhoria da atividade da neurotransmissao em fungcdo do aumento nos niveis
de serotonina e acetilcolina, angiogénese, regulacdo do potencial de
membrana e libertacdo de citocinas (RAYEGANI et al., 2010; VENEZIAN et al.,
2010; LIU et al., 2009; DISSEMOND e HAUTARZT, 2010).

Em relagdo ao seu efeito antiinflamatdrio, um estudo recente investigou
o efeito da LLLT (810nm) sobre as células dendriticas in vitro dose a dose 0,3;
3 e 30J/cm? e irradiancias de 1, 10 e 100mW/cm?. Concluiu-se que estas doses
em conjunto possuem um efeito antiinflamatorio nas células dendriticas
ativadas, possivelmente mediada por AMPc e sinalizacao por reducgéo do factor
nuclear kappaB (NF-kB) (CHEN et al., 2011).

3.3 Fototerapia na reparacgéo tecidual

A reparacdo de tecidos constitui um processo dinamico que envolve
diversas fases, tais como a proliferacdo, inflamacédo celular e sintese de
substancias, entre elas, o colageno, fibras elasticas e reticulares (PUGLIESE,
2003). A aceleracdo da reparacao de tecidos e modulagcédo do processo de cura

em diferentes niveis sdo os objetivos da fototerapia clinica. Por exemplo, a
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perna esquerda de um paciente geriatrico apresentando Ulceras venosas
bilaterais foi tratada com LEDs fixados no comprimento de onda de 628nm,
semanalmente, durante 18 semanas. O paciente nao tinha historia de doenca
arterial ou diabetes e a perna direita permaneceu néo tratada sendo utilizada
como um controle. Os resultados apontaram uma melhora de 30% em relacdo
a area total de Ulcera da perna tratada, juntamente com a diminuicdo da
percepcdo da dor. Os autores concluiram que a fototerapia tem potencial no
tratamento de Ulceras venosas (SIQUEIRA et al.2009).

Um dos fatores que interferem nos protocolos com laser de baixa
intensidade € a dose. Os pesquisadores mostraram que o tratamento com a
dose de 830nm e 2J/cm? ndo influenciou significativamente na cura de feridas
induzidas em cavalos (PETERSEN et al. 1999). No entanto, doses iguais ou
superiores a 45J/cm?, com 685nm ou 830nm promoveu a cicatrizacdo de
feridas em ratos do terceiro para o sétimo dia (MENDES, 2004).

Estudos in vitro tém sido amplamente utilizados para verificar os efeitos
do laser de baixa intensidade. Utilizando culturas priméarias de fibroblastos
humanos a partir de gengiva humana, avaliaram-se os efeitos da fototerapia no
crescimento celular utilizando uma fluéncia (energia fornecida por unidade de
area) de 2J/cmz e diferentes comprimentos de onda (670, 692, 780, e 786nm).
Observou-se baixo crescimento de fibroblastos em condicbes ideias de
nutrientes (DMEM + 10%FBS). No entanto, o laser promoveu a proliferacao
celular significativa sob o stress nutricional (DMEM +FBS a 5%). Além disso, o
laser infravermelho (780nm e786nm) estimulou o crescimento de células maior
do que a fototerapia e luz vermelha visivel (670nm e692nm) (ALMEIRDA-
LOPES et al., 2001). Outro estudo com o mesmo tipo celular que utilizou
diodos de Arsenieto de Aluminio-Galio (AsGaAl), com comprimento de onda de
890nm, usando fluéncias diferentes (1,96, 3,92 e 7,84J/cm?2) cada 24 horas,
durante trés dias, a atividade das células aumentou de todos os grupos
tratados, quando comparado com o controle (KREISLER et al., 2002).

Uma meta-andlise de 2000-2007 analisou os efeitos da fototerapia na
cicatrizacdo de tecidos. Os trabalhos foram escolhidos a partir de todas as
fontes disponiveis. O efeito geral médio da fototerapia na cicatrizacdo foi
altamente significativo (intervalo de confianca de 96%). Outra meta-analise

revelou efeitos positivos da fototerapia em reparacdo celular em animais
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experimentais, e moderado efeito em seres humanos. Concluiu-se que, em
animais, a fototerapia € uma ferramenta eficiente para a reparacéo tecidual nos
animais, mas, apesar de eficiente, requer mais pesquisa em seres humanos
(FULORP et al., 2009).

Recentemente, o0s investigadores realizaram estudos procurando
acelerar e facilitara a regeneracdo do tecido, bem como para diminuir a
formacéo de cicatrizes e de contracdo da ferida, utilizando fototerapia pulsada
de baixa intensidade por diodo AsGaAl, com poténcia de saida de 10Mw,
comprimento de onda de 890nm e frequéncia de 20kHz. A ferida na regiéo
glutea foi induzida em20 coelhos. Seis horas mais tarde, um protocolo foi
iniciado com as especificagdes acima mencionado (5min por dia durante sete
dias). Nos grupos controle, as células inflamatérias, sobretudo neutroéfilos e,
vasos congestionados nos bordos da ferida foram detectados ao fim de trés
dias. Ao sétimo dia, houve a presenca de neutréfilos mortos e hemdélise na
derme. Por outro lado, o grupo tratado tinha infiltrado inflamatorio,
principalmente os neutrofilos, proliferacdo de fibroblastos depois de trés dias.
Apoés sete dias, as feridas do grupo tratado foram caracterizadas por tecido
conjuntivo denso. Os autores concluiram que este protocolo foi eficiente em
feridas abertas, pois acelerou o processo de cicatrizagdo (HUSSEIN et al.,
2011).

Em 1998 Reedy utilizou um laser de Hélio-Neon (HeNe), com
comprimento de onda 632,5nm e dose diaria de 1,0J/cm?, durante 14 dias em
coelhos tenectomizados. Os animais foram sacrificados no dia 15 para
avaliacdo de tenddo. Confirmou-se um aumento de 26% na concentracdo de
colageno, bem como no colageno soluvel neutro e do colageno insoluvel de
32% e 33%, respectivamente, no grupo tratado com laser. Concluiu-se que o
laser facilita a cura por processo de modulacdo da sintese de colageno
(REEDY et al., 1998). Em contraste, a utilizac@o de laser de Arsénieto de Galio
(AsGa) na dose de 8J/cm? pareceu ser ineficaz para o tratamento de cavalos
com tendinite bilateral induzida por colagenase, apés 40 dias de terapia
(MACHADO et al., 2000).

Pesquisadores compararam os efeitos do ultrassom terapéutico, laser e
estimulacdo elétrica na cicatrizacdo do tenddo de Aquiles apds tenectomia

experimental e religagéo por sutura em ratos. Quatro grupos foram utilizados
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da seguinte maneira: controle, laser, ultrassom e estimulo elétrico. Neste
estudo, a estimulacdo eléctrica promoveu uma maior sintese de colageno
(ARAUJO et al., 2007).

Enfrentando polémica sobre a acdo do laser em tendinopatias, uma
revisdo sistematica com meta-andlise em humanos foi realizada para avaliar a
eficacia da fototerapia, relevancia dos parametros de irradiacdo e de validacao
das atuais doses recomendadas no tratamento de tendinopatias. Doze dos 25
ensaios clinicos controlados apresentaram efeitos positivos, enquanto o0s
resultados de 13 dos estudos foram inconclusivos ou ndo mostraram efeito da
fototerapia. Dos 12 ensaios positivos foi encontrada uma correlacéo entre o uso

de protocolos adequados e resultados positivos (TUMILTY, 2010).
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4. OBJETIVOS

O estudo experimental foi realizado em ovinos submetidos a
tenectomia segmentar do Flexor Digital Superficial (FDS), induzido
cirurgicamente, com 0s seguintes objetivos:

- Avaliar a técnica de tenectomia segmentar do FDS, mimetizando uma
leséo tendinea por ruptura parcial;

- Avaliar a interagcdo da fototerapia por diodos superluminosos de
890nm de comprimento de onda com o tecido tendineo;

- Avaliar e qualificar o processo de reparacao tendinea durante a fase

aguda da leséo, frente ao tratamento fisioterapico.
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5. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), no campus de Botucatu da
Universidade Estadual Paulista (UNESP).

5.1 Animais Experimentais

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de
Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista (protocolo n° 272/2011-CEUA). Foram utilizados 10 animais
da espécie ovina (Ovis Aries), submetidos a uma lesdo no TFDS do membro
torécico direito, realizada através de um procedimento experimental de
tenectomia segmentar (TS). Os animais foram divididos em dois grupos, um
grupo realizado o procedimento cirargico e tratado com o aparelho desligado
(tratamento placebo), grupo controle (GC); e um grupo onde foi realizado o
mesmo procedimento de tenectomia e apOs vinte e quatro horas iniciado o
tratamento com a fototerapia, grupo tratado (GT).

Os animais experimentais apresentaram idades entre 4 a 6 meses,
clinicamente sadios, sendo todos do sexo macho e sem raca definida e sem
alteracdes no sistema locomotor. Apds a chegada dos animais no Hospital
Veterinario da FMVZ, os ovinos foram acondicionados em duas baias de 5m?, e
foi realizada a pesagem e vermifugacdo com Ivermectina 0,08%. Todos 0s

animais receberdo agua ad libitum e ragdo balanceada comercial (2x/dia).

5.2 Delineamento Experimental

Os borregos foram divididos em dois grupos (GC e GT) de cinco
animais cada e foram incluidos no seguinte plano de delineamento
experimental (Figura 1):

GRUPO C: Todos os animais foram submetidos & TS do flexor digital
superficial, membro toracico direito, no terco médio-distal da regido
metacarpiana, em sua porcao superficial. Este grupo foi submetido ao
tratamento placebo com aparelho de fototerapia desligado durante 28 dias,
sendo introduzido a cinesioterapia apdés o 14° dia. Os animais foram

submetidos a avaliacdo fisica diariamente até o final do experimento e ao



28

acompanhamento ultrassonografico, nos primeiros quatorzes dias e nos dias
21 e 28. ApOs o 28° dia foi realizado o abate dos animais, sendo coletado o
local da lesé@o no tendéo para exame histoldgico.

GRUPO T: Os animais desse grupo também foram submetidos a TS
semelhante e apos vinte quatro horas de pds-operatdrio, iniciou-se o protocolo
fisioterapico com o tratamento de fototerapia com duracdo de 20 minutos,
durante os 28 dias de tratamento, sendo também introduzido a cinesioterapia
apos o 14° dia. Foi realizada avaliacao fisica diariamente do grupo até o final
do experimento e 0 mesmo acompanhamento ultrassonografico, nos primeiros
14 dias, nos dias 21 e 28. ApOs 0 exame e tratamento placebo, foi realizado o
abate dos animais, sendo coletado o local da lesdo no tenddo para exame

histoldgico.

FIGURA 1: Esquema demonstrativo do delineamento experimental.

5.3 Procedimentos Anestésicos e Cirurgicos

Para realizacdo do procedimento cirargico foi estabelecido um
protocolo anestésico que consiste em administracdo de Sulfato de Morfina
(10mg/ml) na dose de 0,3mg/kg e também Cloridrato de Xilazina (0,02mg/ml)
na dose de 0,1mg/kg e blogueio anestésico local com Cloridrato de Lidocaina
(10mg/ml) utilizando 10ml lateral e distal na origem do TFDS.

O procedimento experimental de Tenectomia segmentar do FSD
(Figura 2) foi procedido na face palmar ao membro anterior direito de todos os
animais, mediante incisdo da pele na altura do 2/3 do 0sso metacarpiano

(regido para acesso ao tendéo antes de sua divisdo). Posteriormente, realizou-
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se a exposicao e isolamento do tenddo. Neste momento, executava-se uma
incisdo, com retirada de fragmento medindo 0,5cm de comprimento X 0,2cm de
largura (Figura 3), ao centro do tendao e sutura da pele.

Os grupos nédo receberam medicacdo anti-inflamatéria para ndo haver

interagdo com o tratamento fisioterapico.

FIGURA 2: Demonstracdo do procedimento de tenectomia parcial para
inducao da lesé@o experimental. (A) Incisdo da pele e localizagcédo do TFDS;
(B-C) Exposicao e Isolamento do TFDS; (D) Inciséo e retirada de tecido
tendineo; (F) Definicdo da lesdo provocada.

FIGURA 3: Foto ilustrativa da lesdo cirurgica realizada para
tenectomia segmentar (0,5cm de comprimento x 0,2cm largura),
em peca anatdomica.
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5.4 Tratamento Fisioterapico

O protocolo fisioterapico foi instituido ao grupo tratado, pela aplicacéo
da fototerapia com aparelho de diodo de AsGaAl, utilizando trés placas (lateral,
medial e palmar) com 60 diodos cada. Os tratamentos foram realizados a partir
de 24 horas apoés a inducdo da lesdo, seguindo diariamente com duracdo de
20min cada aplicacéo (Figura 4). A partir do momento 15, todos os animais de
ambos os grupos foram introduzidos no programa de cinesioterapia com
caminhadas em piso gramado (Figura 5) durante 5 minutos apés o tratamento,

diariamente até o momento 28.

FIGURA 4: Aplicacdo da fototerapia por diodo superluminoso.

FIGURA 5: Cinesioterapia com caminhadas em piso gramado.
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5.5 Avaliacéo Fisica

A avaliacao fisica foi realizada por dois métodos: palpacdo do TFDS,
com o objetivo de verificar a reacdo do animal frente a sensibilidade dolorosa
na estrutura tendinea, sendo realizado em trés zonas (proximal a lesao, local
da lesédo e distal a lesdo); o segundo método de avaliacao fisica foi através do
perimetro do membro no local da leséo, verificando a formacédo de edema e

espessamento do membro.

5.6 Avaliacdo Ultrassonografica

Foram realizadas tricotomia e limpeza da regido com agua e
detergente, seguidas pela aplicacdo de gel acustico e avaliacdo
ultrassonogréafica em cortes transversais e longitudinais do TFDS. Todos os
tenddes foram revisados desde a regido proximal dos metacarpos até um
centimetro distal ao final da lesdo cirlrgica para determinacdo do local da
cirurgia e da regido de interesse (region of interest - ROI). Tanto para a
avaliacdo no modo-B como para o Power-Doppler (Figura 6), a ROI foi
considerada como a regido central da fenda cirdrgica, 2 a 3 mm distal ao inicio
desta. Uma vez decidida a ROI foi realizada tricotomia na regido dorsal para
marcar o sitio de colocacédo do transdutor e assim evitar erros nas avaliacfes
nos diferentes momentos.

Os exames modo-B foram realizados com o equipamento de ultrassom
Esaote modelo MyLab 70 e transdutor linear multifrequéncia de 6 a 18 MHz,
sem anteparo de silicone. Foi aferida a area total do tenddo e da lesédo, para
obter a percentagem relativa da lesdo. Também foi quantificado o aumento de
volume (edema, inflamacdo) medida a distancia linear (centimetros) existente
entre a face palmar do TFDS e a face dorsal do tecido subcutaneo adjacente a
pele. A ecogenicidade do tend&do foi avaliada seguindo a classificacdo de
Genovese (1992).

A avaliacdo ultrassonografica pelo Power-Doppler foi conduzida
utilizando uma modificacdo do sistema de afericdo de sinal doppler, na
reparacdo de fratura de ossos longos utilizado por Risselada et al. (2006)
(anexo 1). Deste modo, as mesmas regides de interesse utilizadas no modo-B

foram avaliadas, utilizando as quatro seguintes configuracdes: frequéncia de
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repeticdo de pulso (pulse repetition frequency - PRF) de 370Hz e filtro de
parede (wall filter - WF) de 3; PRF 370Hz, WF 4; PRF 1.3kHz, WF 3; PRF
1.3kHz, WF 4. Foram observados e aferidos a intensidade do sinal (brilho),
area e numero dos sinais (somatéria da area total vascularizada e nimero de
vasos exclusivamente aqueles dentro da leséo cirdrgica) nos momentos 1, 5, 7,
14, 21, 28, antes e depois dos tratamentos sendo denominados 0s momentos
como 1A, 5A, 7A, 14A, 21A, 28A. Foram utilizados trés quadros de cada video
e a media obtida utilizando o escore, segundo anexo, foi considerada como o

valor para aquele momento.

FIGURA 6: Posicionamento do animal para exame ultrassonogréfico
modo-B e Power-Dopler.

5.7 Biopsia tendinea

Para esse procedimento, os animais foram encaminhados ao frigorifico
e abatidos em linha industrial, sendo retirado o membro em estudo para
posterior coleta do tenddo e encaminhamento do processamento histoldgico.
Os animais foram todos sacrificados ao 28° dia e o tendéo coletado em sua

zona de lesdo.
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5.8 Avaliacédo Histologica

Os tecidos coletados em biopsia foram conservados em Optimal
Cutting Temperature (OCT), e em seguida congelados em nitrogénio liquido e
armazenados em freezer -80°C. Os fragmentos foram processados, obtidos
cortes histologicos de 6um de espessura, corados pelos métodos de
Hematoxilina-Eosina (H.E.) e pelo Tricrémio de Massom. A analise histolégica
foi realizada por microscopia 6ptica (10x e 20x), com leitura das laminas sem
prévia identificacdo dos grupos.

A avaliacéo foi realizada nos cortes histolégicos dos tecidos tendineos,
através de escores, segundo Nixon (2008), onde foram classificados de (1)
sendo o grau para tenddo normal e (4) nos indices mais severos.

Foram analisados os seguintes critérios: formato das células do tendéo,
densidade das células do tendado, presenca de areas hemorragicas,
neovascularizacdo (numero de vasos), infiltrado de células inflamatérias,
linearidade das fibras colagenas, uniformidade das fibras coldgenas e

espessura do epitenddo (anexo 2).

5.9 Avaliagéo estatistica

Modelos de medidas repetidas (PROC MIXED, SAS Institute, 2009)
foram usados para comparar. 1) média de edema (cm); 2) percentagem de
lesdo e 3) perimetro (cm) entre os grupos. Para testar se a diferenca entre
tratamentos foi dependente do momento analisado, um termo representando a
interacdo entre o tratamento e momento foi incluido em cada modelo. O teste
de Wilcoxon (PROC NPAR1IWAY, SAS Institute, 2009) foi usado para comparar
as medianas do 1) escore histoldgico total e de neovascularizagéo, e 2) escore
de palpacdo (sensibilidade), entre os grupos estudados, e as médias das
configuracbes da avaliacdo Power-doppler entre 0s grupos para cada

momento.
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6. RESULTADOS

O procedimento cirargico, como forma de inducédo fisica de leséo
tendinea apresentou um resultado significativo em relacdo ao tamanho da
lesédo e formato da mesma (Figura 7), havendo apenas um dos animais com
ruptura total do tenddo devido ao comportamento do animal, animal este que

foi descartado do experimento e encaminhado ao abate.

FIGURA 7: Delimitacdo da lesdo induzida em ambos os
grupos controle (GC) e tratado (GT).

Apés avaliagdo fisica realizada diariamente até o 28° dia de pos-
operatério observou-se que todos os animais de ambos 0s grupos, nao
apresentaram sinais de claudicacdo evidente nem de alteracdo das funcdes
vitais normais. N&o foi observada deiscéncia da sutura ou outra manifestacéo
indicativa de reacbes locais como secrecbes patolégicas. Uma das
observacgfes adicionais foi que alguns dos animais do GT, apés 13 dias de
tratamento, apresentaram discreta relacdo de crescimento acelerado de pelos
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ao redor da ferida em relacdo aos animais do GC (Figura 8), indicando uma
possivel estimulacédo através da fototerapia no crescimento de pelos.

A abordagem primaria da fisioterapia, na questdo de lesdo tendinea
seria 0 controle da dor. Pelo exame de palpacdo do tend&o, os animais do GC
apresentaram em média maior sensibilidade (0,94+0,84), em relacdo aos
animais do GT (0,68+0,90). Nosso estudo demonstrou que a utilizacdo da
fototerapia por AsGaAl, com comprimento de onda 890nm, foi eficaz no
controle da dor pela palpacdo do TFDS, sendo que o grupo tratado apresentou
uma diferenga estatistica significativa (p=0,004) em relacdo ao grupo controle.

O perimetro médio da regido apresentou-se maior no grupo controle
em todos os momentos, porém nao houve diferenca estatistica entre os grupos
(p=0,42).

FIGURA 8. Esquema demonstrativo do crescimento de
pelos diferenciados entre os grupos controle (GC) e
tratado (GT).
O edema local, avaliado pelos exames ultrassonograficos, foi aferido
medindo a distancia entre o TFDS e a derme nas imagens longitudinais dos

exames. O grupo controle apresentou, em média (0,35+0,12), maior formacédo
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de edema durante o periodo avaliado, em relacéo ao grupo tratado (0,26+0,10)
(Figura 9). Houve diferenca significativa entre os tratamentos (P < 0.04), que
nao foi dependente do momento analisado (p=0.56 para o termo de interacéo
momento x tratamento).

A evolugéo da leséo foi aferida em percentagem, correlacionando a
area do tenddo com a area da lesdo pelos exames ultrassonograficos. Com
iISso, 0 grupo controle e grupo tratado apresentaram evolucdo semelhante
(Figura 9), ndo havendo diferenca estatistica significante (p=0,79) e que nao

houve interacdo com o momento avaliado (p=0,86).
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FIGURA 9: Perfil comparativo entre os grupos tratado e controle, da formacao
de edema aferidos pelos exames ultrassonogréficos, apresentando diferenca
estatistica (p=0,04) entre os grupos, independente do momento.
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FIGURA 10: Perfil comparativo entre os grupos tratado e controle, da
percentagem de area de lesdo (area do tendéo x &rea da lesédo), aferidos pelos
exames ultrassonogréficos, ndo apresentando diferenca estatistica.
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Os resultados da avaliacdo ultrassonografica da evolucdo da lesao, a
28 dias da inducdo da lesdo, demonstraram uma imagem hipoecdica na
maioria dos animais, possibilitando sua delimitacdo e mensuracao.

Ao avaliar a média dos escores de ecogenicidade segundo Genovese
(1992) da lesdo nos dois grupos em seus diferentes momentos (Figura 11),
observou-se que no local da lesdo a ecogenicidade apresentou uma diferenca
a partir do momento 3 e um pico de diferenca entre os grupos no momento 14.
Porém ndo houve diferenca estatistica (p=0,21) entre os grupos e também nao
houve diferenca significativa na interacdo momento x grupos. Ao final da
pesquisa houve uma inversao do grau da lesdo, sendo um escore menor no
grupo controle. O periodo estipulado para pesquisa néo foi suficiente para total
cicatrizacdo tendinea, ndo atingindo um padréo ecéico normal tanto no grupo

tratado quanto no grupo controle.
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FIGURA 11: Perfil comparativo entre os grupos tratado e controle, do escore
médio de ecogenicidade, avaliado pelos exames ultrassonograficos, néo
apresentando diferenca estatistica significativa (p=0,021).

Os cortes histologicos foram avaliados por escore segundo Nixon
(2008), onde foram dados escores 0-4 (anexo 2) para 0S seguintes pontos:
linearidade dos tendcitos, densidade celular, areas de hemorragia,
neovascularizacdo (numero de vasos), infiltrados de células inflamatorias,
linearidade das fibras colagenas, uniformidades das fibras colagenas e
espessura do epitenddo. Ao final da classificacdo dos critérios, foi realizada a
somatoria dos escores de todos 0s quesitos e utilizado esta para o escore
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histoldgico total, indicando o tenddo com maior escore, o de menor qualidade
de reparacéo.

Como escore total da avaliacdo, os grupos apresentaram diferenca
sendo 0 grupo controle com maior pontuacdo (mediana=21), e pior indice de
reparacao tecidual e o grupo tratado (mediana=17) sendo um tend&o, no geral,
com melhor reparacéo tecidual. Porém apesar da diferenca dos escores néo
houve diferenca estatistica significativa em relagdo aos escores totais (p=0,20).

Essa mesma avaliacdo apresentou um ponto a ser destacado,
presenca de neovascularizacdo. Apesar da diferengca nos escores totais entre
os dois grupos nao terem sido significativa estatisticamente, observou-se uma
diferenca entre o grupo tratado, sendo mais vascularizado em relagdo ao grupo
controle pela mediana dos seus escores (Figura 12), havendo uma diferenca
estatistica significativa (p=0,02).
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FIGURA 12: Perfil comparativo entre os grupos tratado e controle, do escore
da avaliagcdo histolégica total e da neovascularizagcdo, apresentando
diferenca estatistica significativa nos escores de neovascularizacdo entre
0S grupos.

A vascularizacao foi avaliada pelo numero de vasos presente no foco
da lesdo durante o exame ultrassonografico Power-doppler. Os animais do
grupo tratado apresentaram diferenca estatistica significativa nos momentos
14A com PRF 1.3 WF 4 (p=0,01) (figura 13) e 21A com PRF 1.3 WF 3 (p=0,02)
(figura 14). Em relacéo a area de vasos foi maior no grupo tratado no momento

21A, havendo diferenca estatistica (p=0,02) nas imagens avaliadas pelo PRF
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1.3 WF 3 (figura 15). A andlise da intensidade de sinal, houve diferenca entre
0S grupos sendo maior no grupo tratado no momento 21A com diferenca

estatistica (p=0,02) analisado pelo PRF 1.3 WF 3 (figura 16).

FIGURA 13: Perfil comparativo entre 0os grupos, para escores médios do
numero de vasos no exame Power-doppler, nas configuracbes PRF 1.3 e
WF 4, antes e depois do tratamento placebo e fototerapia. *diferenca
estatistica no momento 14 do GT depois do tratamento.

FIGURA 14: Perfil comparativo entre os grupos, para escores médios do
numero de vasos no exame Power-doppler nas configuracdes PRF 1.3 e
WF 3, antes e depois do tratamento placebo e fototerapia. *diferenca
estatistica no momento 21 do GT depois do tratamento.



40

FIGURA 15: Perfil comparativo entre os grupos, para escores meédios da
area de vasos no exame Power-doppler, nas configuracdes PRF 1.3 e WF
3, antes e depois do tratamento placebo e fototerapia. *diferenca
estatistica no momento 21 do GT depois do tratamento.

FIGURA 16: Perfil comparativo entre grupos tratado e controle, para
escores médios da intensidade de fluxo no exame Power-doppler nas
configuragcdes PRF 1.3 e WF 3, antes e depois do tratamento placebo e
fototerapia. *diferenca estatistica no momento 14 do GT depois do

tratamento.



41

Quando comparado os dois grupos independente do momento,
observou-se que o grupo tratado apresentou maiores médias em relacdo ao
grupo controle. Na avaliacdo de intensidade de fluxo (Figura 17), houve uma
tendéncia estatistica nos exames com configuracdo de PRF 1.3. WF 4
(p=0,08), PRF 370 WF 3 (p=0,09) e PRF 370 WF 4 (p=0,051). Para a analise
do tamanho dos vasos (Figura 18), observou-se uma tendéncia estatistica nos
videos PRF 1.3. WF 4 (p=0,08), PRF 370 WF 4 (p=0,052) e PRF 1.3. WF 3
(p=0,06).

Em relacdo a contagem do niumero de vasos, observou-se que 0 grupo
tratado apresentou médias maiores que o grupo controle (Figura 19), havendo
uma diferenca estatistica significante nos videos PRF 1.3 WF 4 (p=0,02), PRF
1.3 WF 3 (p=0,02), PRF 370 WF 3 (p=0,02) e PRF 370 WF 4 (p=0,01).
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FIGURA 17: Perfil comparativo entre os grupos tratado e controle,
para os escores médios de intensidade de fluxo, em todas as
configuracdes do exame Power-doppler, independente do momento.
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FIGURA 18: Perfil comparativo entre os grupos tratado e controle, para
escores médios do numero de vasos, em todas as configuracfes do exame
Power-doppler, independente do momento.
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FIGURA 19: Perfil comparativo entre os grupos tratado e controle, para escores
medios da érea de vasos, em todas as configuragcfes do exame Power-doppler,
independente do momento.
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7. DISCUSSAO

Os tenddes, entre outras fungdes, sdo estruturas que apresentam uma
real importancia por permitirem que a forgca gerada nos musculos seja
transmitida ao sistema esquelético. Desta maneira tem-se a execucdo dos
movimentos, tanto voluntarios quanto involuntarios, de uma forma harmonica e
eficaz (STASHAK, 2002). Lesdes nessas estruturas sao consideradas de dificil
reparo devido a pobre vascularizagdo e pouca celularidade presente nessa
regido. Métodos que aceleram e determinam uma neovascularizacao eficaz e
uma boa deposi¢do e alinhamento de fibras de colageno na area lesada é de
grande importancia por permitirem um retorno a harmonia e eficacia dos
movimentos em um periodo de tempo mais curto que o habitual (SMITH e
WEBBON, 1996).

Os resultados obtidos nos exames ultrassonogréficos, 24 horas apés o
procedimento cirdrgico, demonstraram uma boa formagéo da lesdo com bordas
bem delimitadas, padronizadas para todos os animais, nos fornecendo um bom
material para estudo comparativo da reparacao tendinea. Entretanto ha de se
tomar alguns cuidados em relacdo ao manejo do animal apés a realiza¢do da
lesdo cirdrgica, pois ocorreu complicacbes devido ao comportamento de um
dos animais ruptura total do TFDS, sendo este excluido da pesquisa.

Em relacdo ao processo de inducéo da leséo tendinea para estudos de
sua reparacéao, principalmente no TFDS, trabalhos vém buscando a melhor
forma para inducdo e analise. Uma forma de indugdo da lesdo tendinea é
através da aplicacdo intratendinea de colagenase, com diferentes doses,
descritas na literatura, por exemplo, 0,5ml e concentracdo 2,5mg/ml
(WILLIAMS, 1994; ALVES 1998) e também com dose de 1,0ml com
concentracdo de 2,5mg/ml (YAMADA et al, 2008), apresentando bons
resultados na questdo de formacdo da lesdo, formacdo de edema e
sensibilidade a palpacdo dos animais, efeitos esses similares ao processo
inflamatério comum a uma lesdo natural nessa estrutura. Porém este modelo
experimental permite que a colagenase continue agindo sobre o tecido por um
longo periodo dificultando o controle da leséo.

Em relacdo ao controle da dor e sensibilidade, questdo priméaria da

fisioterapia, nosso estudo revelou que o tratamento com diodos superluminosos
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com 890nm foi eficaz observando uma média de sensibilidade menor no grupo
tratado ja nas primeiras sessoes de terapia.

Alguns autores corroboram com 0 nosso estudo, demonstrando
também esta diminuicdo da dor sem, no entanto obterem melhora funcional
significativa em casos de artrite reumatoide (BROSSEAU et al., 2000), redugé&o
da dor em sindrome de epicondilite (VASSELJEN et al., 2000) e dores
miofasciais (VASSELJEN et al., 1992). Em contra partida, diversas pesquisas
ainda buscam o conhecimento da agao da fototerapia no controle da dor, onde
estudos para dor lombar cronica (KLIEN e EEK, 1990), fascite plantar
(BASFORD et al, 1992) e tendinites (VECCHIO et al., 1993), néo
apresentaram superioridade significativa entre os grupos.

Outro efeito terapéutico da fototerapia é o efeito antiedematoso,
através do estimulo a microcirculacdo e auxiliando no reparo tecidual em
diversas enfermidades. Sendo assim ha atualmente diversas discussdes sobre
a necessidade de um comprimento de onda especifico, a dosagem, o tipo de
laser, além de outros fatores, principalmente a coeréncia dos feixes emitidos
para se atingir um resultado efetivo (KITCHEN et al., 1991).

Em nosso estudo pode-se observar resultados semelhantes aos
encontrados em diversas pesquisas. Apos aplicacao diaria de laser de AsGaAl,
utilizando um comprimento de onda alto e diodos com feixes ndo-coerentes, de
890nm, frequéncia de 292Hz, emissdo de 9mw/cm2 e duracéo da aplicacdo de
20 minutos se observou que a formac&o de edema foi menor no grupo tratado
ja apresentando diferenca estatistica nas primeiras 72 horas apos a inducdo da
leséo cirdrgica.

Albertini et al. (2004) verificaram que o LLLT vermelho com um
comprimento de onda de 650nm, reduziu da mesma forma que a dose de
1mg/kg de Diclofenaco Sddico, que é um anti-inflamatério ndo esteroidal
(AINES). Em conjunto com este resultado, Ferreira (2005) e colaboradores,
demonstraram que apos a utilizacdo de laser HeNe de 632,8nm apresentou um
efeito positivo na reducdo de edema induzido em membro de ratos.

Confirmando estes resultados € demonstrado na literatura que a LBP
atua na diminuicdo do edema inflamatorio, pois tal recurso terapéutico atua na
microcirculacdo permitindo melhores condigbes de drenagem do edema
(TRELLES e MAYAYO, 1997; SCHINDL, et al., 1997). Genovese (2000) refere
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gue a LBP tem uma acao indireta sobre o esfincter pré-capilar, por meio de
mediadores quimicos, paralisando-o em abertura constante o que estimula a
microcirculacéo, levando por consequéncia a drenagem do edema da regiao.

Seguindo a lista dos efeitos terapéuticos apresentado pela fototerapia,
o estimulo a neovascularizagdo é um ponto importante nessa terapia, por ser
responsavel pelo controle da inflamacéo, nutricdo e auxilio no reparo tecidual.
Seguindo este raciocinio, neste estudo observou-se que o diodo com
comprimento de onda de 890nm ndao-coerente de AsGaAl, foi efetivo no
estimulo da neovascularizacao acelerando a reparagéo tendinea em relacéo ao
grupo controle, permanecendo o estimulo até os momentos 14 e 21.

Esses resultados mostram que a fototerapia € uma modalidade
importante no processo de angiogénese e assim, como Xavier et al. (2010)
mostraram que a fototerapia € efetiva no controle do processo inflamatdrio,
entretanto, atua nos momentos iniciais sendo necesséria a realizagdo de um
protocolo especifico para cada tratamento e a utilizagcdo de diferentes
comprimentos de onda e irradiacdes para estimulos em diversos cromoéforos
especificos.

Outros estudos também corroboram com a fundamentacdo da
fototerapia, como o de Salate et al. (2005) que utilizou diferentes irradiacdes de
LBI avaliando a angiogénese apoés ruptura parcial do Tenddo de Aquiles de
ratos. Utilizando 96 animais, divididos em grupos avaliaram-se em momentos
diferentes 3, 5 e 7 dias pds-lesdo e os animais foram divididos em subgrupos
onde um grupo recebeu irradiagdo de laser 660nm com saida de 10mW, outro
grupo com 40mW, um grupo placebo e outro sem tratamento. Foram injetados
nos vasos, tintura da india e avaliados com microscopia de video. Os animais
irradiados com 40mW apresentaram neovascularizagao antecipada com maior
namero de microvasos apos trés e sete aplicacdes.

Com os resultados deste estudo observou-se que utilizando uma
fototerapia por LED de AsGaAl, com comprimento de onda de 890nm, trés
placas de 60 diodos cada e emissédo de energia de 9mw/cmz2, por 20 minutos
em sessbes diarias a cada 24 horas, obtivemos resultados sem diferenca
estatistica na questdo de evolucdo da ecogenicidade, ou seja, preenchimento
da area de lesdo. As imagens ultrassonograficas apresentaram diferencas

entre os animais de ambos 0s grupos, porém ndo apresentando diferenca
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estatistica significativa entre os grupos. Isso nos mostra que a fototerapia ndo
estimulou de forma significativa o preenchimento tendineo apos 30 dias do
procedimento cirdrgico, ndo sendo possivel ser confirmada a qualidade da
reparacao através do ultrassom diagnéstico.

Este resultado se compara com a pesquisa realizada por Machado e
colaboradores (2000), onde foi utilizada a avaliacdo ultrassonografica para
avaliacdo da reparacédo tendinea em equinos frente ao tratamento com laser
AsGa. Nesta pesquisa ndo se obteve diferenca na reparacdo tendinea, ao fim
de 40 dias de experimento, entre 0s grupos controle (sem tratamento) e o
grupo irradiado com laser.

A fototerapia possui dentre seus efeitos bioldégicos a funcdo de
estimular a producdo de colageno através da regulacdo de genes e enzimas.
Outra teoria sobre o mecanismo de acé&o da fototerapia sugere que sao as
mitocondrias as fotorreceptoras, locais as responsaveis pela absor¢cdo dos
fotons emitidos pelo laser ou diodo, iniciando a ativacdo da cadeia de
transporte de elétrons, produzindo um acumulo de ATP e ativando a sintese do
acido nucleico (REDDY et al., 1998). Com a utilizacdo do laser de GaAs e de
HeNe foi demonstrado o aumento na sintese do colageno in vitro usando
fibroblastos de pele humana, e este efeito acelerou o gene de expressédo do
pré-colageno, o que elevou os niveis de tipo | e tipo Il (SAPERIA et al., 1986).

Alguns autores apresentaram resultados considerando a fototerapia
como tratamento eficiente para cicatrizagéo tendinea frente ao tratamento com
laser como no estudo de Mikail (2008), utilizando uma dose alta de 20J/cm2,
durante 20 minutos e um protocolo de 10 sessfes utilizando a técnica de
contato direto, promoveu um preenchimento da lesdo apés 30 dias, semelhante
ao nosso estudo onde houve preenchimento da lesdo dos animais tratados em
28 dias.

Seguindo essa linha, Casalechi et al. (2009) apresentaram resultados
interessantes frente ao tratamento de LED nas lesBes cirtrgica em tenddo de
Aquiles em ratos, onde a média obtida na andlise de remodelacéo tecidual no
grupo tratado por LED no 7° dia foi igual ao grupo controle analisado no 14° dia
e os tecidos analisados do grupo tratado no 14° dia foi semelhante ao grupo

controle avaliado no 21° dia e demonstrando a otimizagdo da cicatrizacao
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tendinea, o grupo tratado avaliado no 21° dia alcangou remodelagdo maxima
pré-estabelecida, sendo uma qualidade mais elevada que o grupo controle.
Diversos outros estudos mostraram resultados adversos frente a
resposta ultrassonografica de ecogenicidade, porém, utilizando-se de doses
mais baixas. RUPP (1990) testou a eficicia da fototerapia por laser Arsenieto
de Galio utilizando uma dosimetria de 1,5j/cm?2 durante 10, 20 e 50 dias apés
realizacdo de procedimento, ndo observando em analises histologicas e
ultrassonogréficas diferencas entre os grupos. Kaneps et al. (1984)
apresentaram resultados semelhantes a este autor, onde foi utilizado uma dose

de 57nJ por 5 sessdes cm duracédo de 15 minutos, em intervalos de 24 horas.
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8. CONCLUSOES

Conclui-se que a fototerapia € uma modalidade fisioterapica efetiva
para ser utilizado em inflamagdes agudas e/ou subagudas, controlando a
formacéo de edema e a dor.

A utilizacéo de diodos superluminosos, nao-coerentes, de AsGaAl com
comprimento de onda de 890nm foi efetivo no estimulo da circulagdo e no
processo de angiogénese.

E necessario cada vez mais estudos, com protocolos definidos para a
Medicina Veterinaria com detalhamento de doses, irradiacbes corretas e tipos
de laser utilizados, fisiologia da espécie tratada e também a utilizacdo de
diferentes comprimentos de onda para real estimulo em fotorreceptores

especificos.
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10. ANEXOS

ANEXO 1: As trés categorias com seus escores para evolucdo dos
sinais de Power-doppler, adaptado de RISSELADA et al. (2006).

Categoria/ 0 1 2 3
Escore
Intensidade de [ Sem Azul escuro / Vermelho Laranja / Amarelo /
sinal sinal escuro Azul claro Branco
Areadevasos | Sem | <1 (quando houver sinal, 1-2 >2
(mm?) sinal porém nao aferido pelo
aparelho)
Numero de Sem 1 2 >2
Vasos sinal

ANEXO 2: Sistema de pontuacdo histolégica usada para reparacao

tendinea, adaptado de Nixon et al. (2008).

Variavel Escore e critério

Formato dos tendcitos 1 = Linear (normal)

2 = Ligeiramente oval

3 = Moderadamente arredondado

4 = Predominantemente arredondado

Densidade das células tendineas | 1 = Esparsas (normal)

2 = Aumento leve

3 = Aumento moderado

4 = Acimulos de células

Hemorragias 1 = Nenhum (normal)

2 = Escassa ou irregular

3 = Mdltiplas areas com baixa

intensidade

4 = Hemorragia predominante

Neovascularizacao 1 = Normal

2 = Ligeiro aumento
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3 = Aumento moderado

4 = Aumento intenso

Infiltrado de células inflamatorias
(deposicao de leucocitos no
endotendao ou peritendao)

1 = Nenhum

2 = Ligeiro aumento

3 = Aumento moderado

4 = Aumento intenso

Linearidade das fibras colagenas

1 = Linear

2 =>de 50% linear

3 =20% a 50% linear

4 = Sem areas lineares

Uniformidade das fibras colagenas

1 = Diametro uniforme

2 = > de 50% de fibras uniformes

3 =20 a 50% de fibras uniformes

4 = Desorganizacédo completa

Espessura do epitendao

1 =1 a2 células (normal)

2 =3 a6 células

3 =7 a 15 células

4 = Fibrose massiva
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ANEXO 3: Corte histoldgico aos 28 dias demonstrando alinhamento de
fiboras entre ambos os grupos (HE, objetiva 10x). O grupo tratado (GT)
apresenta maior preenchimento de fibras porém, sem alinhamento, em relacéo
ao grupo controle (GC) onde possuem um preenchimento falho com maior

alinhamento.

ANEXO 4: Corte histologico aos 28 dias demonstrando
neovascularizacao entre ambos os grupos (HE, objetiva 20x). O grupo tratado
(GT) apresenta maior niumero de vasos em relacdo ao grupo controle (GC),

demonstrando uma melhor neovascularizagao.
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ANEXO 5: Avaliagéo por ultrassonografia Power-Doppler. A) avaliacdo
do TFDS do grupo tratado no momento 14; B) avaliacdo do TFDS do grupo
controle no momento 14; C) avaliacdo do TFDS do grupo tratado no momento

21; D) avaliagdo do TFDS do grupo controle no momento 21.
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ARTIGO
Phototherapy: Physical Basis and Clinical Uses

Highlights on Phototherapy

Luiz Henrique Lima de Mattos, Luis Emiliano Cisneros Alvarez , Roberto Calderon Golcalves,

Ana Liz Garcia Alves

Abstract

This review aims to introduce the basic mechanisms and clinical applications of laser phototherapy. At
present, laser is extensively used in human and veterinary medicine. This therapeutic modality includes
the use of formal laser, diodes (LED), and superluminous diodes belonging to classes 2, 3A and 3B.
Although there is a variety of indications for laser therapy including tissue healing, treatment of
muscul oskeletal disorders, tendon repair, and nerve regeneration, determination of accurate doses and

protocols for treatment is still required in veterinary medicine.
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INTRODUCTION

Since ancient times, several forms of light have been studied and used for therapeutics (Turner
and Hode 2002; Young et al. 1989). Improvement in engineering allowed the development of
protocols for an effective use of light for the treatment of complex medical disorders (Lim et al.
2007).

Phototherapy, also known as low level laser therapy (LLLT), biostimulation laser and laser
therapy, can be defined as the use of low potency laser emission (500 mW or less) and
superluminous diodes for the treatment of clinical problems, based on athermal reactions in the
tissue. The word "LASER" is an acronym for Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation, and specifically defines a form of electromagnetic radiation which is visible or close
to the visible spectrum (McDonough and Baxter 2007).

The theoretical bases of this therapeutic resource were first exposed in 1917 by Albert Einstein,
which explained the physical principles of stimulated emission. In 1958, Towners and A. L.
Schalow demonstrated the possibility of constructing a "laser”, but it was until 1960 when
Theodore H. Maiman constructed the first ruby laser transmitter. In 1961 in New York the
extirpation of a small retinal tumor was the first surgery performed using laser. In 1962, the first
semiconductor laser was developed, and in 1965, Sinclair and Knoll adapted laser radiation for
its use in therapeutics (Vegoso 1993). Since the invention of the diodes in the 70's, light
emission has been used in several areas. The term LED (Light Emitter Diode) defines a diode
based in positive and negative junctions (p-n), which emits light when charged (Al-Watban and
Andres 2003).

Photon emission by laser devices are characterized by: monochromaticity, where the
electromagnetic waves have all the same wavelength and color, coherence: the photons oscillate
into similar phases (temporal coherence), collimation: the light travels in parallel beams
following the same direction with slightly or no divergence (spatial coherence) and intensity or
the quantity of energy produced into a specific area. In a pencil-like beam, the energy of the
beam is always concentrated on the same area and so the intensity does not decrease with the

propagation distance (Vecgoso 1993; Low and Reed 2001; Enwemeka and Reddy 2000).

LED is similar to laser but it differs in the way its light is formed. The diode of a laser is

enclosed by a resonance cavity which promotes photon amplification and emission forming a
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coherent and collimated beam. However, the LED does not have this optical cavity, and the
light is neither coherent nor collimated, but produces an electromagnetic spectrum close to the
laser. LEDs do not have a filament, which is highly susceptible to burnout, and so they have a
lifetime of 10,000 hours or more. On the other hand, they do not produce heat, and consume low
energy rates (Al-Watban and Andres 2003; Corazza 2005). Thus, the superluminous LEDs are
considered as "non-conventional lasers" because they produce no coherent radiation. It has been
stated that beam coherence is rapidly lost as radiation penetrates the tissues, and so, the
production of a coherent light would not be necessary for therapeutics (Karu 1989; Vladimirov
et al. 2004).

CLASIFICATION OF LASER

Laser may be classified according to intensity, potency, reflex time, and on-off interval. Thus,
laser is divided into five classes (i.e., 1, 2, 3A, 3B, 4 and 5). Class 1 lasers possess the lowest
light intensity, and are used for instance in bar code scans. Those lasers used for therapy are
between 2 and 3B, and have potency around 1-500 mW. Classes 4 and 5 include high potency
lasers (i.e., higher than 500 mw) and pose as high hazard risk for unprotected eyes and skin,
e.g., CO2 and Nd:YAG lasers (Robertson et al. 2009; Low and Reed 2001).

Low intensity laser (with a maximum potency of 500mW) was first clinically used in the late
60's and early 70's by Dr Endre Mester and partners in Budapest (Braverman et al. 1989).
Mestner studied wound healing using histological, immunological, and functional tests. His
results demonstrated enhancement in neovascularization and synthesis of enzymes and collagen
at the irradiated areas (Baxter 1994; Simunovic et al. 2000; Hamblin and Demidova 2006).

PHOTOBIOLOGICAL MECHANISM OF ACTION AND BIOLOGICAL
EFFECTS

Phototherapy is characterized by its capacity to induce photobiological processes into the cells
by stimulation of specific photoreceptors under a specific light spectrum. However, the

mechanisms of action of phototherapy remain unclear (Kitchen and Partridge 1991).

The interactions of LLLT and LEDT (light emitting diode therapy) on tissues are the same as
those of other equivalent electromagnetic radiations including reflection, scattering and
absorption. The differences depend on the characteristics of each tissue, angle of incidence, and
wavelength (Kitchen and Partridge 1991; Low and Reed 2001).

To obtain the highest rate of light absorption, the source has to be in direct contact with tissue
and on a 90 degree incidence angle so as to minimize reflection and scattering, making the
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treatment more efficient. It is known that 5-7% of radiation is reflected by the skin when the
angle of incidence is different from 90°. Regarding LED, the diode-skin contact is critical in
order to avoid scattering, since the beam is not coherent (Low and Reed 2001; Greathouse et al.
1985; Laakso et al. 1993).

The first law of the photobiology (see also first law of the photochemistry, Grotthus-Draper
law) states that light must be absorbed by a molecule in order to produce a photochemical
change (Mahmoud et al. 2008; Smith 1991). Photons are absorbed into tissues by specific
absorption bands onto photoreceptors (Sutherland 2002). Natural chromophores act as primary
photoreceptors and are responsible for the absorption of photons. These include the hemoglobin
heme, myoglobin heme, bilirubin, mitochondrial cytochrome C, melanin, etc. Secondary
receptors are structures that absorb the energy given to the tissues through electromagnetic
fields, causing a resonance-like reaction between these fields and the biomolecules and
changing the specific charges of cell membranes and proteins (McDonough and Baxter 2007;
Mikail 2009; Robertson et al. 2009). So, the absorbed photons transformed into biochemical
energy (i.e., primary reaction), promote a series of biological effects (secondary reactions) such

as modulation of cellular functions (McDonough and Baxter 2007).

Specific wavelengths are more efficient in causing specific chemical reactions (Huang et al.
2009). The low intensity laser acts on the cell organelles (Mikail 2009), especially on the
mitochondria, lysosome, and cytoplasmic membrane, causing an increase in adenosine
triphosphate (ATP) and modifying the ionic transport. Cell photoreceptors sensible to specific
wavelengths provoke chemical reactions after absorbing photons (Hamblin and Demidova
2006). It was demonstrated that the absorption spectra of cytochrome C oxidase (Cox) were
similar to the action spectra for several biological responses of HelLa cells exposed to
monochromatic light with different, but specific, wavelength. Thus, it was proposed that Cox is
the primary photoreceptor for red or near-infrared (NIR) in mammalian cells (Karu and
Kolyakov 2005; Amat et al. 2006). Nitric oxide (NO) inhibits respiration by competitive
displacement of oxygen from Cox. Through light action, NO molecules are released from their
binding sites in Cox allowing its interaction with oxygen, therefore re-establishing the cellular
respiration to its previous stage eventually increasing ATP synthesis (Huang et al.2009). Laser
also increases the concentration of cyclic adenosine monofosfate (AMPc) in hamster's
fibroblasts, improving the regenerative processes (Karu 1988) and accelerating mitosis of
fibroblasts (Lubart et al.1990). These results indicate that the therapeutic effect of light may be a
consequence of small quantities of singlet oxygen produced by neutral porphyrins or cellular
cytochromes. The singlet oxygen is a potent antioxidant that can stimulate the redox activity in
the respiratory chain, increasing chemiosmosis and so promoting mitosis (Lubart et al. 1990).
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The effects of the phototherapy can be classified as of short and long term. Short term effects
include production of beta endorphins and cortisol, helping the organism to overcome the stress
associated with illness per se (Liu et al. 2009). The effects are significant in a range between 5
and 10% of the cases during or after the initial treatment, but greater in long term treatments,
due to the cumulative effect (Venezian et al. 2010). In these cases an increase in ATP
production is noticed, resulting in improved cellular metabolism, stimulation of mitochondrial
activity, regulation of the membrane potential and release of cytokines. This phenomenon also
improves neurotransmission activity due to the elevation of serotonin and acetylcholine as well
as angiogenesis (Rayegani et al. 2010;Venezian et al. 2010; Liu et al. 2009; Dissemond and
Hautarzt 2010).

Regarding its anti-inflammatory properties, a recent study investigated the effect of LLLT
(810nm) on dendritic cells in vitro dosed at 0.3, 3 and 30 J/cm? and irradiances of 1, 10 and
100mW/cm?. 1t was concluded that these doses together possess an anti-inflammatory effect on
activated dendritic cells, possibly mediated by AMPc and by signaling reduction of the nuclear
factor kappa B (NF-kB) (Chen et al. 2011).

CLINICAL USES OF PHOTOTHERAPY

TISSUE REPAIR

Tissue repair constitutes of a dynamic process involving different stages such as inflammation,
cellular proliferation and synthesis of extracellular matrix products, i.e., collagen, elastic and
reticular fibers (Pugliese 2003). Acceleration of tissue repair and modulation of the healing
process at different levels are in the goal of clinical phototherapy. For instance, the left leg of a
geriatric patient presenting bilateral venous ulcers was treated with LEDs set at wavelength of
628nm, weekly, for 18 weeks. The patient had no history of diabetes or arterial disease and the
right leg remained untreated as a control. The results pointed out an improvement of 30%
regarding the total ulcer area of the treated leg, along with decrease in pain perception. The
authors concluded that phototherapy has potential in treating venous ulcers (Siqueira et al.
2009).

One of the factors interfering in protocols using low intensity laser is the dose. Researchers
proved that treatment with 830nm and dose of 2 J/cm?did not significantly influence the healing
of experimentally induced wounds in horses (Petersen et al. 1999). However, doses equal or
higher than 45 J/cm?, with 685nm or 830nm promoted wound healing in rats ranging from the
period of three to seven days (Mendes 2004).
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Studies in vitro have been widely used to verify the effects of low intensity laser. Using primary
cultures of human fibroblast from human gingiva, the action of phototherapy on cell growth was
evaluated using a fluence (energy delivered per unit area) of 2 J/cmz, and different wavelengths,
i.e., 670, 692, 780, and 786 nm. Under ideal nutritional conditions, low fibroblasts growth was
observed (DMEM + 10% FBS). However, under nutritional stress, laser promoted significant
cell proliferation (DMEM + 5% FBS). Furthermore, infrared laser (780nm and 786 nm)
stimulated greater cell growth than red and visible light phototherapy (670nm and 692nm) (34).
Another study with the same cellular type as mentioned above using diode Gallium-Aluminum-
Arsenide (GaAlAs), with wavelength of 890nm, used different fluences (1.96, 3.92 and 7.84
J/icm?) every 24 hours, for three days, obtaining increased cell activity in all of the three treated
groups when compared with the control (Almeida-Lopes et al. 2001; Kreisler et al. 2002).

A meta-analysis from 2000 to 2007 reviewed the effects of phototherapy in tissue healing.
Researches were chosen from every available source. The general mean effect of phototherapy
on healing was highly significant (confidence interval 96%). Other meta-analysis revealed
positive effects of phototherapy on cell repair in experimental animals, and moderated effect on
humans. It was concluded that in animals, phototherapy is an efficient tool for tissue repair, but

more research in humans is required (Fulop et al. 2009).

Recently, researchers conducted studies using low intensity pulsed GaAlAs diode, with power
output of 10 mW, wavelength of 890nm and frequency of 20 kHz, with the aim to accelerate
and facilitate tissue regeneration as well as to decrease scar formation and wound contraction. A
wound at the gluteus region was induced in 20 rabbits. Six hours later, a protocol was started
using the aforementioned specifications for 5 min daily during seven days. In the control
groups, inflammatory cells (mainly neutrophils) and congested vessels at the edges of the
wound were detected after three days. On the seventh day, dead neutrophils, hemolysis and
granulation tissue were observed on the dermis. On the other hand, the treated group had
inflammatory infiltrate, mainly neutrophils, and fibroblast proliferation after three days. After
seven days, wounds of the treated group were characterized by dense connective tissue. The
authors concluded that this protocol was efficient in open wounds because it accelerated the

healing process (Hussein et al. 2011).

MUSCULOSKELETAL PAIN

A randomized study with 80 patients evaluated the effects of phototherapy and exercise versus
exercise alone for the treatment of subacromial syndrome (chronic inflammation of the rotator
cuff and biceps tendonitis or "shoulder pain™). One of the groups was treated during ten sessions
with infrared pulsed laser and exercises, while the other was treated only with exercises and
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placebo. All of the parameters in group one (i.e., laser/exercise) improved significantly when
compared with the placebo group (Abrisham et al. 2011).

After a systematic review, authors concluded that the treatment with low intensity laser had
benefits in acute and chronic pain when compared with placebo and pointed out a possible
influence of laser in neurotransmitters' releasing (Chow et al. 2007). Other studies described a
number of advantages of the laser therapy including: anti-inflammatory effects of red and
infrared radiations (Bjordal et al. 2006), possible decrease of the oxidative stress of the muscular
tissue and less fatigue of the skeletal muscle (Junior et al. 2007), and inhibition of the electrical
transmission at the neuromuscular junction in miofascial pain and trigger points (Nicolau et al.
2004).

The effects of phototherapy on tissue after experimental exposition to snake venom were
assessed. One work evaluated the capacity of laser to reduce local muscle necrosis in mice after
inoculation of the toxin produced by Bothops jararacussu snake. Treatment with laser alone

significantly reduced muscle necrosis (Barbosa et al. 2009).

NERVE REGENERATION

Regarding nerve regeneration and functional repairing of lesions in peripheral nerves, laser
began to be used in the 80's (Basford et al. 1998). In 1985, the effects of infrared GaAl diode
laser (904nm) on nerve conduction as well as the changes in temperature of the tissues
surrounding the treated nerve were demonstrated. However, technical specifications were not
fully described. Authors concluded that this kind of phototherapy neither modifies the
conduction of sensorial nerves, nor increases the subcutaneous temperature when used under

correct clinical criteria (intensity) (Greathouse et al. 1985).

In 2002, using tubulization (polytetrafluorethylene tubes) of the inferior alveolar nerve
associated with GaAlAs laser (70mw) in rabbits, an increase in number of myelinated axons
was observed in irradiated individuals. It was also noticed a higher quantity of perineural
intrafascicular tissue in untreated animals (Miloro et al. 2002).

Leonard et al. (2004) performed a double-blinded randomized trial using superluminous diodes
(AnodyneTherapy System). This study demonstrated that treatment with monochromatic
infrared phototherapy decreases feet sensitivity and pain, and improves balance in diabetic
patients. Another study used the same device aiming to diminish the adverse effects of drugs in
the control of diabetic peripheral neuropathy. The author suggested monochromatic

phototherapy using LEDs as an alternative tool for pain relief of both, patients with
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unsatisfactory responses to oral medication and patients who have not begun drug therapy yet
(Burke 2007).

Recently, authors evaluated the effect of LED at 940nm of wavelength and fluence of 4J/cm? for
nervous regeneration. Forty animals were divided into four groups (control, control and LED,
sciatic nerve injury, and sciatic nerve injury treated with LED). They described a decreased
edema in the injured areas and a presence of mononuclear cells in the inflammatory infiltrate, so
indicating that phototherapy facilitated the morphofunctional recovery and nerve regeneration
(Serafim 2011).

TENDINOUS REPAIR

In 1998 REEDY used a He:Ne laser with 632.5nm wavelength and daily dose of 1.0 J/cm? for
14 days in tenectomized rabbits. The animals were euthanized at day 15 for tendon assessment.
It was confirmed an increase of 26% in collagen concentration as well as in neutral salt soluble
collagen and insoluble collagen of 32% and 33%, respectively, within the group treated with
laser. It was concluded that laser facilitates healing process by modulation of collagen synthesis
(Reddy et al. 1998). In contrast, the use of AsGa laser at dose of 8 Jicm? seemed to be
ineffective for the treatment of horses with bilateral collagenase-induced forelimb tendonitis
after 40 days of therapy (Machado et al. 2000).

Aradjo and partners compared the effects of therapeutic ultrasound, laser and electric
stimulation on healing of Achilles tendon after experimental tenectomy and suture reattachment
in rats. Four groups were used as follows: control, laser, ultrasound, and electric stimulus. In

this study, electric stimulation promoted greater collagen synthesis (Aradjo et al. 2007).

Facing controversy on the action of laser into tendinopathies, a systematic review with
metanalysis in humans was performed to evaluate efficacy of the phototherapy, relevance of the
irradiation parameters and validation of current recommended doses in the treatment of
tendinopathies. Twelve of the 25 controlled clinical trials had positive effects while results from
13 of the studies were inconclusive or showed no phototherapy effect. From the 12 positive
essays it was found a correlation between the use of adequate protocols and positive outcomes
(Tumilty 2010).

OSTEOCARTILAGINOUS REPAIR

Although several studies had demonstrated positive results of the use of phototherapy for bone

consolidation, there is a need for much research for determining irradiation potency and dosage.
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An experimental study was performed in order to assess the histological characteristics of
experimentally-induced lesions in cartilage and adjacent subchondral bone in the medial
femoral condyle in rabbits after irradiation with He-Ne laser (920nm, 4J/cm?). Cartilage
regeneration was absent, and only dense fibrous tissue was present. At the lesion site, no
significant difference between irradiated and non-irradiated groups regarding the appearance of
bone callus were found, but there was a higher formation of bone tissue in irradiated than in
non-irradiated animals. Thus, it was concluded that velocity and intensity of bone callus

formation was higher in irradiated animals when compared with controls (Cafalli et al. 1993).

To evaluate the effects of physiotherapy on osteoarthritis, a double-blinded randomized trial
compared the effects of laser and exercise. The individuals treated with laser and exercise
improved significantly more than those with placebo (Gur et al. 2003).

Pinheiro et al. (2003) histologically evaluated the effect of phototherapy on experimentally
induced 3 mm? defects in the femur of rats filled with bovine bone grafts. Protocol consisted of
830nm wavelength and doses of 4 J/cm? per point in four points around the defects. Laser
irradiation was performed every-other-day for 15 days, beginning immediately after the surgery.
It was observed that laser stimulates bone formation and increases the number of collagen fibers

surrounding the graft in the irradiated group.

Recently, a metanalysis including work with animals from 1996 to 2008 evaluated the effect of
phototherapy on biomechanical indicators as well as the impact of dosing on bone. This study
showed that low intensity laser irradiation can ameliorate the mechanical properties of the bone

along the healing process in experimental animal models (Tajali et al. 2010).
MISCELANEOUS USES FOR PHOTOTHERAPY

In animal reproduction, researchers have assessed the effects of phototherapy on spermatozoids,
aiming at improving both viability and motility. A study performed in 2009 used dose of 5
Jlem? with variations in potency and irradiation output. The study concluded that potency of
49,7mW significantly increases the mean spermatozoid number and motility, while decreases
the mean amplitude of lateral head displacement, after 45 minutes of exposure (Corral-Baqués
et al. 2009). Laffaldano and partners used He:Ne laser at different doses (i.e., 3, 6 and 9 J/cm?)
during pre-chilling, aiming at evaluating spermatozoid viability after chilled storage. Treated
spermatozoids enhanced its viability after storage at 15°C, particularly in the dose of 6 J/cm®
The authors also showed that this effect is caused by stimulation of the spermatozoid
mitochondrial respiratory chain (Laffaldano et al. 2010).



85

Another study compared the efficacy of laser (LLLT), infrared, and red LEDT along with
Bothops moojeni snake antivenom to prevent swelling and hemorrhage at a specific inoculation
site in mice. Treatment was performed 30 minutes after intraplantar injection of the venom on
one of the limbs, using a 685nm laser in doses of 2.2 J/cm® The treatment with LED was
performed using red and infrared spectra, with 635nm and 945nm, respectively and dose of 4
Jlem?. Swelling decrease was observed after treatment with laser, red and infrared LED
(p<0.05). Combination of antivenom with laser or red/infrared LED did not show difference
regarding swelling reduction when compared with the irradiation alone. These results pointed

out the clinical relevance of phototherapy (Nadur-Andrade et al. 2011).

CONCLUSION

In order to use phototherapy, the practitioner has to be aware of the wavelength and potency of
each device. Based on these parameters and the clinical picture to be treated, a right dose should
be calculated. Unfortunately, proper wavelength, intensity and doses were not already
established for their use in animals. Although methodologically rich, information from studies
in humans regarding dose and time of exposure is of poor value due to inter-species differences,
regimen of treatment, as well as specific characteristics of some regions to be treated.
Nevertheless, low intensity lasers may be a very valuable tool on veterinary rehabilitation.
Although still controversial, several studies demonstrated the beneficial effects of phototherapy.
Results pointing out the potential of phototherapy in veterinary medicine include: maintenance
of cartilage physical properties, recovering of peripheral nerves after injure and efficacy in
controlling pain in patients with osteoarthritis. It also seems to contribute for early wound/injury
healing. Phototherapy is a non-invasive, good cost-benefit therapeutic resource, with no report

of adverse effects when correctly used.
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