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RESUMO

O extrato de acai tem sido investigado como estratégia farmacoldgica devido aos
seus efeitos anti-inflamatoérios, antioxidantes e antinociceptivos. Além disso,
estudos relatam que o laser de baixa intensidade (LBT) pode favorecer o reparo
tecidual devido aos seus efeitos proliferativos no aumento do niumero de fibroblastos
e na sintese de colageno. Portanto, o uso combinado de acai com LBT pode ser
uma alternativa terapéutica no manejo da reparacdo tendinea. O objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos do tratamento combinado com gel de agai e LBT nos
aspectos morfofuncionais e nociceptivos da lesdo do tend&o de calcaneo na fase
proliferativa de reparo. Para isso, 40 ratos Wistar foram divididos em grupo controle
(CTRL), lesdo (LESAO), gel de acai 10% (LESAO+GA), laser infravermelho 2J,
(LESAO+LAS) e tratamento combinado (LESAO+LAS+GA). O teste de Von Frey,
Angulo Articular e indice Funcional de Aquiles foram realizados em 0, 3, 7, e 14 dias
pos-lesdo (DPL). Ap6s 14 dias, os tendbes foram coletados e o padrdo de
organizacéo tecidual foi analisado por H&E e Alcian Blue para avaliar as variagoes
de glicosaminoglicanos na matriz extracelular, marcagcao com DAPI para quantificar
o numero de células e autofluorescéncia de colageno para avaliar o padrdao de
orientacdo das fibras colagenas. Demonstramos melhora das caracteristicas
macroscopicas do tenddo dos grupos tratamentos em relacdo ao LESAO, o que
pode estar correlacionado com melhor organizagcéo e orientacao tecidual, assim
como, das fibras coldgenas nesses grupos. O aumento do numero de células e
fibroblastos foi mais evidente no grupo laser enfatizando o papel proliferativo da
laserterapia. A recuperacao funcional foi observada em 7 DPL no grupo laser
isolado, enquanto o tratamento combinado melhorou a nocicepcdo na fase aguda
(7° DPL). Na fase proliferativa (14° DPL), o IFA apontou melhora dos aspectos
funcionais no grupo tratamento combinado. Em contrapartida, a sensibilidade
nociceptiva foi reestabelecida em todos os grupos tratamentos. Em suma, nossos
achados indicam que o uso combinado de gel de acai com LBT pode ser uma

alternativa terapéutica no manejo do reparo de lesdes tendineas.

Palavras-chaves: lesdo tendinea; reparo tecidual; acai; laserterapia.



ABSTRACT

Acai extract has been investigated as a pharmacological strategy due to its anti-
inflammatory, antioxidant and antinociceptive effects. Furthermore, studies report
that low-intensity laser (LBT) may favor tissue repair due to its proliferative effects in
increasing the number of fibroblasts and collagen synthesis. Therefore, the
combined use of acai with LBT may be a therapeutic alternative in the management
of tendon repair. The aim of this study was to evaluate the effects of combined
treatment with acai gel and LBT on the morphofunctional and nociceptive aspects of
Achilles tendon injury in the proliferative phase of repair. For this, 40 Wistar rats were
divided into control group (CTRL), injury (INJURY), 10% acai gel (INJURY+GA), 2J
infrared laser, (INJURY+LAS) and combined treatment (INJURY+LAS+GA). The
Von Frey test, Joint Angle and Achilles Functional Index were performed at 0-, 3-, 7-
, and 14-days post-injury (DPL). After 14 days, the tendons were collected and the
tissue organization pattern was analyzed by H&E or Alcian Blue to assess variations
in glycosaminoglycans in the extracellular matrix, staining with DAPI to quantify the
number of cells and collagen autofluorescence to assess the orientation pattern of
collagen fibers. We demonstrated improvement in the macroscopic characteristics
of the tendon in the treatment groups in relation to INJURY, which may be correlated
with better organization and tissue orientation, as well as collagen fibers in these
groups. The increase in the number of cells and fibroblasts was more evident in the
laser group, emphasizing the proliferative role of the laser. Functional recovery was
observed in 7 DPL in the isolated laser group, while the combined treatment
improved nociception in the acute phase (7th DPL). In the proliferative phase (14th
DPL), the IFA showed improvement in functional aspects in the combined treatment
group. On the other hand, nociceptive sensitivity was reestablished in all treatment
groups. In summary, our findings indicate that the combined use of acai gel with LBT

may be a therapeutic alternative in the management of tendon injury repair.

Keywords: tendon injury; tissue repair; acai; laser therapy.
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1. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES GERAIS

Os tendbes sao estruturas anatdbmicas que desempenham funcéo
biomecanica essencial para o0 movimento articular por meio da transmissao de
forca resultante da contracdo do musculo para o 0osso (ANDARAWIS-PURI;
FLATOW,; SOSLOWSKY, 2015; LEE; CHIEH; LIN; JOU et al., 2017). Devido a
susceptibilidade de sobrecargas mecanicas, os tenddes sédo frequentemente
acometidos com lesbes que resultam em grave comprometimento da qualidade
de vida, especialmente o tendao calcaneo, devido sua localizacdo anatémica
(RILEY, 2005).

O tendado calcaneo (TC) é o mais frequentemente lesionado do corpo
humano, com incidéncia anual de 18 por 100.000 pessoas (MILLER, 2017). A
causa mais comum de lesdes tendineas € o esforco exagerado ocasionando
sobrecarga mecanica sobre os tenddes. Dessa forma ocorre um estiramento de
suas fibras, que por ndo suportarem a tracdo mecanica, podem apresentar
microtraumas, rupturas parciais e totais, desenvolvendo quadro de tendinopatia
(ANDARAWIS-PURI; FLATOW; SOSLOWSKY, 2015; MARCOS; LEAL JUNIOR;
MESSIAS FDE; DE CARVALHO et al., 2011).

A tendinopatia é atualmente descrita como degeneracdo ou falha na
cicatrizacdo devido a sobrecarga continua sem recuperacédo adequada (SCOTT,;
SQUIER; ALFREDSON; BAHR et al., 2020; SCOTT A FAU - BACKMAN;
BACKMAN LJ FAU - SPEED; SPEED, 2015). O termo tendinite, entendido como
inflamagé&o caracterizada durante a fase aguda de lesédo, ndo é mais tao utilizado,
pois o0 processo inflamatério pode ou ndo estar presente no tenddo lesionado
(SCOTT,; SQUIER; ALFREDSON; BAHR et al., 2020). Histologicamente, a
tendinopatia é caracterizada pelo aumento da espessura e degeneracdo do
tendao (tendinose), perda da arquitetura de colageno, aumento da quantidade de
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proteoglicanos e desorganizacédo tecidual (SCOTT A FAU - BACKMAN;
BACKMAN LJ FAU - SPEED; SPEED, 2015). Essas alteracdes estruturais no
tenddo levam a reducdo da rigidez tendinea, alteracdes nas propriedades
viscoelasticas e aumento da area de secc¢do transversal que resultam no
comprometimento funcional. Embora a definigéo original baseie-se nos achados
clinicos e histopatoldgicos, a tendinopatia pode ser definida como dor persistente
no tendao e perda da funcéo relacionada a carga mecanica. A correlacao entre
dor, funcéo e achados histopatologicos tem demonstrado importancia no manejo
clinico dessa condicdo (TRIPODI; FEEHAN; HUSARIC; SIDIROGLOU et al.,
2021).

Considerando a relevancia e a alta incidéncia da tendinopatia do calcaneo,
diversos tratamentos tém sido empregados para alivio da dor e para acelerar o
processo de reparo (CASALECHI; DE FARIAS MARQUES; DA SILVA; AIMBIRE
et al., 2014). O tratamento convencional € baseado no uso de anti-inflamatorios
ndo esteroidais, entretanto, o uso desses farmacos € controverso. O uso
prolongado de AINES cursam em diminui¢do significativa a tracao dos tenddes e
alteracdo das propriedades biomecanicas, tais efeitos colaterais resultam no
aumento do risco de rupturas (SOUZA; CREPALDI; SILVA; SILVA et al., 2017).
Diante dessa problematica, outras terapias tém sido reportadas como alternativas
para melhorar o reparo tecidual, como a laserterapia (SOUZA; CREPALDI;
SILVA; SILVA et al., 2017) (LOPES SILVA; PESSOA; MARIANO; CASTRO et al.,
2020).

O laser € uma fonte de radiacdo, capaz de produzir campos eletromagnéticos
intensos e coerentes que se estendem do infravermelho ao ultravioleta. Os
aparelhos de laser sao classificados em alta poténcia (produz efeitos térmicos) e
baixa poténcia (produz efeitos fotobiomoduladores), esse tem sido amplamente
estudados para favorecer o processo de reparo do tendao calcaneo (GUERRA
FDA; VIEIRA; DOS SANTOS DE ALMEIDA; OLIVEIRA et al., 2014; LOPES
SILVA; PESSOA; MARIANO; CASTRO et al., 2020).

O uso do laser de baixa poténcia (LBP) promove trés efeitos principais:
analgésico, anti-inflamatorio e aceleracdo do processo cicatricial. O laser

apresenta esses efeitos devido favorecer a neovascularizagdo, aumentar a
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sintese e a reorganizacao das fibras de colageno, reduzir as metaloproteinases
da matriz, e diminuir a expressao de mediadores pro-inflamatorios na fase aguda,
proliferativa e cronica, ocasionando melhora no desempenho biomecanico em
modelo de lesdo tendinea em ratos (ANDERS; LANZAFAME; ARANY, 2015;
CASALECHI; DE FARIAS MARQUES; DA SILVA; AIMBIRE et al., 2014; DE
JESUS; SPADACCI-MORENA; DOS ANJOS RABELO; PINFILDI et al., 2015;
HOCHMAN, 2018; PIRES; XAVIER; ARAUJO; SILVA et al., 2011). Esses efeitos
biologicos estéo relacionados com a intera¢do da luz monocromatica emitida pelo
LBP, dentro do espectro eletromagnético visivel (vermelho) e invisivel
(infravermelho) com as células e tecidos. Essa luz ao interagir com as moléculas
fotorreceptoras (cromoforos) do complexo citocromo ¢ oxidase localizado na
mitocondria, leva ao aumento da producdo de adenosina trifosfato (ATP) e
consumo de oxigénio, com potencial de gerar efeitos bioldgicos primarios e
secundarios (ANDERS; LANZAFAME; ARANY, 2015; HAMBLIN, 2016;
TRIPODI; FEEHAN; HUSARIC; SIDIROGLOU et al., 2021). Atualmente, muitos
estudos vém trazendo tratamentos associados que potencializam os efeitos do
laser de baixa poténcia (HASLERUD; LOPES-MARTINS; FRIGO; BJORDAL et
al., 2017; LUCKE; BORTOLAZZO; THEODORO; FUJII et al., 2019; WOOQOD;
PINFILDI; NEVES; PARIZOTO et al., 2010).

O uso de produtos naturais como estratégia de tratamento vem se mostrando
cada vez mais promissores, devido suas multiplas propriedades terapéuticas
combinadas (POULOSE; FISHER; LARSON; BIELINSKI et al., 2012; SCHAUSS;
WU X FAU - PRIOR; PRIOR RL FAU - OU; OU B FAU - HUANG et al., 2006). A
Euterpe oleraceae (EO), popularmente conhecida como acai, € um dos produtos
naturais que possui potencial utilizagdo farmacolégica devido acumulo de
evidéncias de seus efeitos anti-inflamatérios, anti-oxidativos e antinociceptivos
por conta de seus componentes do grupo flavonoides e polifendis. Esses
componentes sdo efetivos na inibicdo da ciclo-oxigenase 2 (COX-2), oxido
nitrico-sintase induzivel (iNOS) e outros mediadores inflamatérios como, fator de
necrose tumoral a (TNFa), interleucina 1B (IL1B) e interleucina 6 (IL-6), reduzindo
assim a producdo de prostaglandinas e oOxido nitrico (POULOSE; FISHER,;
LARSON; BIELINSKI et al., 2012; SUDO; NETO; MONTEIRO; AMARAL et al.,
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2015) (JENSEN; AGER DM FAU - REDMAN; REDMAN KA FAU - MITZNER,;
MITZNER MA FAU - BENSON et al., 2011; SCHAUSS; WU X FAU - PRIOR;
PRIOR RL FAU - OU; OU B FAU - HUANG et al., 2006).

Terapias ndo invasivas vém ganhando mais espaco nas pesquisas cientificas
devido os efeitos adversos de técnicas invasivas e farmacos com efeitos
colaterais. Dessa forma, o laser de baixa poténcia associado ao uso de produtos
naturais como o acai, pode potencializar e favorecer o processo de reparo sendo
assim uma estratégia promissora de tratamento. Tendo em vista a relevancia da
problemética acerca das lesdes do calcaneo, faz-se necessario o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas mais eficientes para melhor

regeneracao tecidual e recuperacao sensorial e funcional.

1.2 ESTRUTURA E FUNCAO DO TENDAO CALCANEO

Localizado na regido posterior da perna, o tendao de Aquiles é descrito como
0 maior e mais resistente tendao do corpo humano (WONG; JARDALY; KIEL,
2022). Originalmente nomeado de Aquiles, em alusdo a morte do semi-
imortalizado Deus grego Aquiles, esse tendao também pode ser chamado de
calcaneo devido sua insercdo. Formado pela confluéncia dos tenddes dos
musculos gastrocnémio e séleo ao osso calcaneo (Figura 1), ele permite a
transmissao de forca a partir da contracdo muscular para o 0sso possibilitando
0 movimento articular de flexdo plantar do pé (MANSFIELD; DOPKE;
KORONEOS; BONADDIO et al, 2022; WINNICKI; OCHALA-KLOS;
RUTOWICZ; PEKALA et al., 2020; WONG; JARDALY; KIEL, 2022).
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Figura 1 - llustracdo dos musculos séleo, gastrocnémio, tendao de Aquiles e sua insergdo no
calcaneo.

Fonte: Wong et al., 2022.

O tendao calcaneo (TC) saudavel é composto de tecido conjuntivo que inclui
uma matriz extracelular (MEC) que consiste principalmente de colageno e
células especializadas denominadas tendécitos (WAGGETT; RALPHS; KWAN;
WOODNUTT et al., 1998). Caracterizado por uma rede organizada de fibrilas de
colageno dispostas em niveis hierarquicos, as fibrilas, por sua vez, séo
agrupadas principalmente longitudinalmente em fibras de colageno,
subfasciculos (feixe primario), fasciculos (feixe secundario), feixes terciarios e o
tenddo em si. Cada fibra do tenddo, que compreende a menor unidade visivel
sob microscopia de luz, é circundado por uma fina rede reticular de tecido

conjuntivo: o endotendao. Os feixes terciarios, assim como todo o tendao, sédo
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cobertos por uma fina bainha de tecido conjuntivo frouxo (o epitendé&o)

garantindo o sistema vascular, linfatico e nervoso. Superficialmente o epitendéo

€ circundado pelo paratenddo, um tecido conjuntivo frouxo formado por fibras

coladgenas tipo | e lll, fibras elasticas e células sinoviais (SHARMA; MAFFULLI,
2006; ZHANG; JU; CHEN; ZHAO et al., 2022). A estrutura hierarquica do tendéo

€ apresentada na figura 2.

Diametro 1.5 nm 10-350 NM 1-20 nm 50-300 nm | 15 mm
Hierarquia Mol(;efulas de Fibrilas de Fibra de Fasciculo Tenddo
SoSeene colageno colageno .
=SS e, Epiten
p Tenocitos Vasos e nervos
( intrafasciculares /
\ o Tenécitos
<=

interfasciculare:

crimpagem

i P
Endotendédo

Figura 2 - Diagrama esquematico da estrutura hierarquica do tenddo mostrando a organizagéo dos

Fonte: Adaptado de Zhang et al., 2022.

feixes de colageno.

O TC é composto por 95% de colageno tipo I, representando 70% do peso

seco do tendao, sendo o restante constituido por glicosaminoglicanos (GAG),

proteoglicanos, glicoproteinas e outros subtipos de colageno, como colageno
tipo Ill, V e Xlll. (DEDERER; TENNANT, 2019; MILLAR; SILBERNAGEL;
THORBORG; KIRWAN et al., 2021; O'BRIEN, 1992; RILEY, 2008). As fibras de

colageno tipo | sdo as mais abundantes nos tenddes, elas sdo agrupadas em

feixes paralelos — o qual garante resisténcia e elasticidade do tecido - e
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envolvidas por uma rede de proteinas que as conectam entre si e a matriz
extracelular (WINNICKI; OCHALA-KLOS; RUTOWICZ; PEKALA et al., 2020).

Os tendcitos, células semelhantes a fibroblastos, apresentam como
caracteristicas nucleos alongados, em formato de fuso, dispostos paralelamente
ao longo das fibrilas de colageno. Eles sintetizam, secretam e degradam
componentes da MEC do tend&do para manter a homeostase (KANNUS, 2000).
Em sintese, a principal funcdo dos tendcitos é regular o metabolismo celular para
responder a estimulos mecéanicos experimentados rotineiramente pelo tendéo.
Em resposta a carga mecanica, os tenocitos podem remodelar a MEC
aumentando a sintese de colageno e/ou degradando as fibras de colageno
existentes. Essa remodelacdo € essencial para a manutencdo da integridade
estrutural e funcional dos tendbes (SHARMA; MAFFULLI, 2006;
SUBRAMANIAN; KANZAKI; GALLOWAY; SCHILLING, 2018).

Ressalta-se que, em condi¢cbes de homeostase, o tendao é caracterizado por
ser pouco vascularizado, consequentemente € pouco oxigenado; recebendo
suprimento sanguineo através de vasos do perimisio, na insercéo periosteal, e
do tecido circunvizinho por meio dos vasos do epitenddo e paratenddo. Além
disso, o tenddo é pouco inervado, o suprimento nervoso esta localizado na
bainha do tenddo originada da juncdo miotendinea. No paratendao, fibras
nervosas formam ricos plexos e enviam pequenos ramos que penetram no
epitenddo. Enquanto o tend&o propriamente dito, isto €, matriz intrafascicular, é
desprovida de inervagcdo (ACKERMANN, 2013; ACKERMANN; SALO; HART,
2016; MILLAR; SILBERNAGEL; THORBORG; KIRWAN et al., 2021; RILEY,
2008).

Sendo assim, o entendimento das caracteristicas do tendao saudavel &
fundamental para compreensdo das alteracfes histoldgicas, funcionais e

nociceptivas apos uma lesao tendinea.

1.2.FISIOPATOLOGIA DA LESAO TENDINEA
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Os tendbes tém fraca capacidade de cicatriza¢do intrinseca devido sua
hipocelularidade e hipovascularidade. Este problema, torna a cicatrizac&o pouco
eficiente e prolongada (BREBELS; MIGNON, 2022; SHARMA; MAFFULLI, 2006)
Por esse motivo, 0 processo de reparo dos tenddes é um mecanismo complexo
e envolve varias etapas. As fases de reparo do TC podem ser divididas em trés
estagios principais definidas temporalmente de forma imprecisa, sdo elas:
inflamacé&o, proliferacdo e remodelacéo, demonstrados na figura 3 (HE; RUAN;
HUANG; WANG et al.,, 2022; SCHULZE-TANZIL; DELGADO-CALCARES;
STANGE; WILDEMANN et al., 2022).

Inflamacdo /

Remodelacdo

Hemorragia

Minutos-  Dias -Semanas Meses - Anos

Horas
Figura 3 - llustracdo da sobreposicéo das fases do processo de reparo.

Fonte: Adaptado de Schulze-Tanzil et al., 2022.

O primeiro estagio do processo de reparo apos lesdo tendinea, é o
inflamatério. Os principais componentes dessa fase sdo a adesdo, mobilizacéo
e migracdo de células inflamatérias e do sistema imune para o local da leséo.
Imediatamente apos a lesédo, ocorre o0 aumento da permeabilidade vascular e
infiltragéo de células inflamatorias no local lesionado, formando um hematoma.
O hematoma contém células imunes, como plaquetas, neutrofilos, mondcitos,
macrofagos e células-tronco/progenitoras de tenddo (TSPCs). Estas Ultimas
produzem citocinas como IL-6 e IL-1 B, responsaveis por regular as respostas

imunes por meio da atracdo de fibroblastos para o local da lesdo (HOPE;
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SAXBY, 2007; MILLAR; SILBERNAGEL; THORBORG; KIRWAN et al., 2021;
MOLLOY; WANG Y FAU - MURRELL; MURRELL, 2003; MURRELL; LILLY;
DAVIES; BEST et al., 1992)

A fase de inflamacéo é seguida e parcialmente sobreposta pela fase de
proliferacdo como pode ser visto na figura 3. Durante a fase de proliferacao,
ocorre a liberacdo de varios fatores de crescimento, incluindo fator de
crescimento de fibroblastos basico (bFGF), fator de crescimento transformador
beta (TGF-B), fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) (BREBELS; MIGNON, 2022; GALVEZ; CROWE; FARNEBO;
CHANG, 2014). Enquanto isso, os fibroblastos especializados (tendcitos)
sintetizam componentes da MEC; principalmente colageno tipo I,
proteoglicanos e fibronectina. Neste momento, o bFGF expresso a partir de
células recrutadas como tendcitos, fibroblastos e células inflamatérias atinge um
pico, promovendo assim a proliferacdo celular e a angiogénese (BREBELS;
MIGNON, 2022; MOLLOY; WANG Y FAU - MURRELL; MURRELL, 2003).

O VEGF também é altamente expresso, induzindo sinergicamente a
angiogénese para oferecer nutrientes, células recrutadas e fatores celulares
adicionais para a regido lesionada. A matriz recém-formada é organizada
aleatoriamente e forma uma ponte entre as regides lesadas. Esta matriz
extracelular promove a migracdo de células, estimula a diferenciacdo das
células, atua na remodelacdo e aumenta a resisténcia mecéanica da cicatriz de
tendao (BEDI; MAAK; WALSH; RODEO et al., 2012; RILEY, 2008).

Por ultimo a fase de remodelacéo, na qual observa-se uma diminuicdo na
celularidade e na producdo de MEC. O tecido torna-se mais fibroso devido a
substituicdo do colageno tipo lll organizado aleatoriamente por colageno tipo |
ondulado. A organizagdo das fibras de coldgeno tipo | no eixo longitudinal
restaura parcialmente a resisténcia a tracéo e a rigidez do tenddo (BREBELS;
MIGNON, 2022; DOCHEVA; MULLER; MAJEWSKI; EVANS, 2015). Ocorre
aumento na reticulacdo das fibrilas de colageno e posterior conversao do

colageno tipo Il para tipo I. No entanto, o processo de maturagéo continuara em
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segundo plano para aumentar as propriedades mecéanicas do tendao. Por fim,
um tecido mais maduro é formado (Figura 4). A densidade celular e a atividade
de sintese na regido reparada ndo sdo capazes de retornar as condicdes
normais. (LIN; CARDENAS; SOSLOWSKY, 2004; THOMOPOULOS; PARKS;
RIFKIN; DERWIN, 2015).

S —

=

V)

Cicatrizacéo
do tenddo
— \
Fases de -
Remodelacdo
reparo Sl
(Consolidag&o)
Plaquetas/granulécitos Celularidade e componentes
- Neutréfilos da MEC Celularidade e producéio de Colag tipo |
Alteragdes Monécitos/macréfagos Colageno tipo Il componentes da MEC Fibrilas de colageno
celulares e na Eritrocitos Ativacio de células Colageno tipo 111 (Crosslinking)
MEC Circulagéio de células tr progenitoras do tenda Fibroblastos Formagio de tecido maduro
mesenquimais do tendéo
Alteragdes Interleucina s, 1beta, IGF-1, IGF-1, IGF-3, TGF BETA1, PDGF, IGF-1, TGF BETA 1, GDF-5 IGF-1, TGF BETA 1, GDF-s
moleculares TGF BETA1, PDGF. VEGF, bFGF VEGF, bFGF
Horas ¢esssssss—=) Dias ¢ Semanas M

Figura 4 - llustracdo das fases de reparo do tendéo.

Fonte: Adaptado de Schneider et al., 2018.

1.3.ALTERACOES HISTOLOGICAS E FUNCIONAIS APOS LESAO TENDINEA

Os mecanismos exatos do reparo tendineo ainda ndo sdo completamente
compreendidos, pois ainda ha um baixo nimero de estudos com abordagem
biomecanica, histopatoldgica e bioquimica, bem como pouco se sabe sobre

diferencas entre modelos experimentais no processo de cicatrizacdo (SHARMA,;
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MAFFULLI, 2006). Boa parte dos estudos relacionados as respostas
fisiopatoldgicas e funcionais decorrentes das lesdes no tendao utilizam modelos
animais de ruptura induzida experimentalmente para estudar alteracfes
fisiologicas e comportamentais, especialmente o modelo murino, amplamente
utilizado nas pesquisas sobre anatomia, fisiopatologia do tenddo (WARDEN,
2007).

Estudos demonstram que alteracdes histolégicas mais proeminentes
ocorrem na matriz extracelular, o tenddo normal que antes apresentava fibras
colagenas bem alinhadas, paralelas e compactas com tendécitos adjacentes,
apos a injuria apresenta desorganizacdo da matriz com fibras colagenas
desorganizadas, onduladas, didmetro diminuido com perda da estrutura
hierarquica tipica. Além disso, ocorre a perda da integridade da MEC pela
reducdo do contetddo de coladgeno e aumento dos componentes da matriz
(proteoglicanos e glicosaminoglicanos) que resulta no enrijecimento do tendao
(FU; ROLF; CHEUK; LUl et al., 2010; JARVINEN; JOZSA; KANNUS; JARVINEN
et al., 1997; STEINMANN; PFEIFER; BROCHHAUSEN; DOCHEVA, 2020).

O tecido tendineo apresenta aumento da densidade celular
(hipercelularidade), com tendcitos arredondados e &reas de morte celular
necrética ou apoptética. Observa-se uma hipervascularizacdo, bem como,
infiltracdo de fibras nervosas (figura 5). A presenca de nervo que antes era
presente apenas no epitendao, apos a lesado € vista dentre a malha colagena, e
isso pode ser acompanhada de resposta inflamatéria e dor. Recentemente, os

achados de aumento de inervacdes e substancias nociceptivas sugerem que a
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dor crénica da tendinopatia pode ser resultado direto das alteracfes patoldgicas
(FU; ROLF; CHEUK; LUl et al., 2010).
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Figura 5 - Alteracdes histopatoldgicas na tendinopatia.

(a) Tecido tendineo normal, (b) enrugamento e tor¢ao das fibras e afrouxamento da matriz,
(c) aumento da producéo de proteoglicanos (PG)/glicosaminoglicanos (GAG) e alteracbes
nos perfis de citocinas, (d) hipercelularidade, (e) apoptose, (f) presenca de outros tipos
celulares como condrdcitos (fibrocondrogénese), (g) ostedcitos (calcificacdo), (h) acumulo
de adipdcitos, (i) hipervascularizacao e (j) inervacéo.

Fonte: Adaptado de Steinaman et al., 2020.
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Essas alteragBes estruturais e histologicas alteram a rigidez do tend&o,
levando a uma menor resisténcia ao estresse e a tensido, 0 que, por sua vez,
afeta negativamente a capacidade do tenddo de transmitir for¢a e gerar energia,

predispondo o tend&o a novas lesodes.

Uma vez que a rigidez do tendé&o é essencial para a resisténcia do tendéo a
tensdo, a tendinopatia pode levar a reducédo na forca e resisténcia do tendao as
cargas mecanicas ao longo do tempo. Essas alteragbes biomecanicas
acarretam limitagcdo funcional com alteragcées no padréo da marcha, bem como
anormalidades no padrdo da pegada em modelo murino. Como consequéncia,
variacfes na velocidade e amplitude de movimento, na distancia percorrida pelo
animal e na maneira como o animal posiciona a pata e os dedos no solo para a
descarga de peso indicam perda funcional decorrente da dor ou perda da
integridade do tecido (LEE; HSIEH; LIANG; YEH et al., 2012; LIANG; CHEN;
HSIEH; LIU et al., 2012; MURRELL; LILLY EG FAU - DAVIES; DAVIES H FAU
- BEST; BEST TM FAU - GOLDNER et al., 1992)

Varios métodos foram desenvolvidos para mensurar as alteracdes funcionais
apos lesdo no tendao calcaneo, incluindo analise da marcha e analise da pegada
do animal, o chamado teste do indice Funcional de Aquiles (IFA). Recentemente,
uma série de videos baseados sistemas de pista de caminhada foram
desenvolvidos para andlise da marcha em modelos de ratos. O sistema de
analise de marcha baseado em video determina ndo apenas 0s parametros
espaciais, mas também inclui os parametros temporais para avaliar com mais
precisdo a recuperacédo funcional de tenddes de Aquiles de ratos no processo
de reparo (AMADO; ARMADA-DA-SILVA PA FAU - JOAO; JOAO F FAU -
MAURICIO; MAURICIO AC FAU - LUIS et al., 2011; COUTO; FILIPE VM FAU -
MAGALHAES; MAGALHAES LG FAU - PEREIRA; PEREIRA JE FAU - COSTA
et al., 2008; LIANG; CHEN; HSIEH; LIU et al., 2012)

1.4.PROBLEMATICA DA DOR NA TENDINOPATIA
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Evidéncias atuais sugerem que o quadro doloroso manifestado na
tendinopatia ndo esta associado a alteracdes histolégicas no tecido, incluindo
neovascularizacdo (ACKERMANN; ALIM; PEJLER; PETERSON, 2022).
Histologicamente a tendinopatia pode apresentar desorganizagcdo das fibras
coldgenas, aumento de colageno tipo Ill, aumento de componentes da MEC e
crescimento de vasos sanguineos no tenddo. Entretanto, essas caracteristicas
mencionadas também podem ser encontradas em pacientes assintomaticos que
nao expressam o quadro doloroso (DE MARCHI; POZZA; CENNA; CAVALLO et
al., 2018; DOCKING SI FAU - OOI; OOI CC FAU - CONNELL; CONNELL, 2015).
Os achados encontrados atualmente em relacdo a problematica da dor na
tendinopatia demostram: (1) crescimento interno prolongado de nervos no
tenddo; (2) niveis elevados de mediadores de dor; (3) regulacdo positiva da
expressdo e excitabilidade dos receptores de dor e (4) vias neuroimunes

envolvidos na regulacéo da dor (Figura 6).

O brotamento interno do nervo sensorial, regulado pelo fator de crescimento
nervoso (NGF), em tenddes patolégicos parece representar importante
mecanismo da dor (FREEMONT; PEACOCK TE FAU - GOUPILLE; GOUPILLE
P FAU - HOYLAND; HOYLAND JA FAU - OBRIEN et al.,, 1997). Ja foi
demonstrado que o tratamento com anti-NGF diminuiu o crescimento interno do
nervo e os sintomas relacionados a dor e comportamento em camundongos em
modelo de osteoartrite (GHILARDI; FREEMAN KT FAU - JIMENEZ-ANDRADE;
JIMENEZ-ANDRADE JM FAU - COUGHLIN; COUGHLIN KA FAU -
KACZMARSKA et al., 2012).

Esse crescimento interno de ramos nervosos no tendao apds lesao, tem
potencial de gerar nocicep¢do em resposta a estimulos mecanicos, térmicos ou
qguimicos. Dessa forma, muitos pacientes sentem dor apenas ao movimentar a
articulacdo do tornozelo pois gera estimulos mecanicos. Além disso, os
pacientes podem sentir dor persistente apds o término do exercicio, indicando
uma sensibilizacdo dos nociceptores, o qual pode ser explicada por alteracoes
tanto na quantidade de mediadores nociceptivos, bem como uma sensibilizacéo
periférica e central do sistema nervoso (PLAZA-MANZANO; RIOS-LEON;
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MARTIN-CASAS; ARENDT-NIELSEN et al., 2019; RIO; MOSELEY; PURDAM,;
SAMIRIC et al., 2014).

A compreensdo dos mecanismos subjacentes a dor é necessaria para
desenvolver novos tratamentos. Apesar do grande avango, esse mecanismo
ainda nao é totalmente elucidado. Estudos de dor em humanos sao subjetivos e
limitados por consideracdes éticas, levando ao uso generalizado de animais
como modelos para estudar a dor, sendo as espécies mais utilizadas
camundongos e ratos (MOGIL, 2009). A dor ndo pode ser medida diretamente
em roedores, sendo necessario desenvolver métodos indiretos para quantificar
e avaliar comportamentos semelhantes a dor em animais ndo anestesiados que
fossem confidveis, reprodutiveis, sensiveis e especificos (DEUIS;
DVORAKOVA; VETTER, 2017).

E importante destacar a distingdo entre dor e nocicepgdo, a dor é definida
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano
tecidual real ou potencial - por esse motivo nenhum teste pode, portanto, medir
a dor em animais diretamente - ja o termo nocicepcéo € utilizado para descrever
a resposta neuronal periférica a estimulos nocivos, que engloba quaisquer
estimulos, sejam eles mecanicos, térmicos, elétricos ou quimicos, que tenham
o potencial de causar danos aos tecidos (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010).

Assim, comportamentos semelhantes a dor, podem incluir a retirada de uma
parte do corpo a partir de estimulo, reducéo da deambulacéo, agitacdo, aumento
da limpeza da area afetada, alteracdes na marcha e na descarga de peso em
roedores, e podem ser analisados como uma medida de nocicepcao (DEUIS;
DVORAKOVA; VETTER, 2017).
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Figura 6 - llustracdo esquemaética da fisiopatologia da dor crénica no tend&o.

Em tendbes saudéaveis, as fibras nervosas, 0s vasos sanguineos e as células inflamatdérias estao
confinadas as estruturas circundantes do tendao. Assim, pode ocorrer inflamacéo e dor aguda nas
estruturas circundantes do tenddo. Estimulos mecénicos, terminacdes nervosas periféricas e
células tendineas (tendcitos) podem liberar mediadores neurotréficos e neuroinflamatérios.
Fatores neurotréficos, como o fator de crescimento nervoso (NGF) e o fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF), atuam tropicamente nas terminagdes nervosas causando brotamento nervoso
com crescimento interno de fibras nervosas no tenddo propriamente dito. Mediadores
neuroinflamatérios, como glutamato e substancia P (SP), pode ativar o sistema imunolégico
(especificamente mastécitos), tendcitos e terminacdes nervosas periféricas por meio de seus
respectivos receptores, ou seja, receptores de glutamato (por exemplo, NMDAR1) e receptores
NK1. Os mastdcitos ativados liberam proteases, por exemplo, triptase, que podem funcionar
impactar as células do tend&o ou ativar os nervos préximos. Os mastocitos também liberam NGF,
que, além disso, estimulam a regulacdo positiva dos receptores de dor (por exemplo, NMDR1),
bem como mediadores da dor (por exemplo, SP, glutamato) nos nervos periféricos. Além disso, os
tendcitos ativados impulsionam a produgéo de neuroinflamat6rios compostos (por exemplo, SP,
NGF, IL-6). SP, por sua vez, pode ativar nervos periféricos (ou seja, sensibilizacao) via receptores
NK1 nos quais NMDARL1 torna-se ativado (fosfo-NMDAR1) e causa inflamacdo neurogénica.
Legenda: NMDR1: receptor N-metil-D-aspartato tipo 1; NK1: neuroquinina 1.

Fonte: Adaptado de Ackermann et al., 2022. NMDAR1,

1.5.TERAPIAS UTILIZADAS NO TRATAMENTO DA TENDINOPATIA

Multiplas estratégias de reabilitacdo tém sido recomendadas para uso em
pacientes com tendinopatia. Embora essas abordagens atuem por mecanismos
divergentes, o objetivo da terapia € reduzir os sintomas, em particular a dor,

promover a cicatriza¢ao do tendao e melhorar a fungao do paciente. Os regimes
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terapéuticos podem ser divididos em modalidades passivas, que incluem
tratamentos farmacologicos, terapia de injecéo, terapia por ondas de choque,
ultrassonografia terapéutica e fotobiomodulacdo (FBM) por laser de baixa
intensidade; e modalidades ativas, como exercicios excéntricos, educacao do
paciente e gerenciamento de carga (AICALE; BISACCIA; OLIVIERO; OLIVA et
al., 2020; MILLAR; SILBERNAGEL; THORBORG; KIRWAN et al., 2021).

Diferentes estudos investigaram a eficacia dessas diferentes estratégias de
tratamento isoladamente, bem como em combinacdo. Em geral, a eficacia de
um tratamento deve ser determinada pela reversao da patologia da tendinopatia

e ndo apenas pela resolucao da sintomatologia (ANDRES; MURRELL, 2008).

Como abordado anteriormente, uma variedade de tratamentos
conservadores tem sido proposta para controlar a tendinopatia, incluindo a
fisioterapia com o emprego de recursos fisicos e a farmacoterapia. Esta ultima
modalidade de intervencéo € destinada a controlar a inflamacéo, com injecdes
de corticosteroides e medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES),
entretanto, pode ndo ser a op¢ao mais eficaz. As bases cientificas para o uso de
AINEs na tendinopatia crénica sdo questionaveis, pois na histologia da
tendinopatia o tecido mostra poucas ou nenhuma célula inflamatéria (KEARNEY;
COSTA, 2010).

Alguns estudos demonstraram que os AINEs podem inibir a migracao e
proliferacdo de células do tenddo e prejudicar o processo de reparo. Outro
estudo descobriu que as células tendinopaticas do calcaneo in vivo sdo em
grande parte ndo responsivas ao tratamento com ibuprofeno (1800 mg-d-1)
(HEINEMEIER; OHLENSCHLAEGER; MIKKELSEN; SONDER et al., 2017,
TSAI; HSU CC FAU - CHOU; CHOU SW FAU - CHUNG; CHUNG CY FAU -
CHEN et al., 2007). Além disso, o uso prolongado de AINEs aumenta o risco de
doencas gastrointestinais, cardiovasculares, e complicagbes renais associadas
a esses medicamentos (AICALE; BISACCIA; OLIVIERO; OLIVA et al., 2020).
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Diante dessa problematica, outras terapias tém sido reportadas como
alternativas para melhorar o reparo tecidual, dentre elas o laser de baixa

poténcia, o qual sera explicado na proxima seccao.

1.6.LASER DE BAIXA POTENCIA NO REPARO TENDINEO

Atualmente, na pratica clinica fisioterapéutica, os recursos mecanicos e
eletromagnéticos tém sido amplamente estudados para favorecer o processo de
reparo do tenddo calcaneo, dentre eles destaca-se a terapia de
fotobiomodulacéo (FBM) por terapia a laser de baixa poténcia (DE JESUS;
SPADACCI-MORENA; DOS ANJOS RABELO; PINFILDI et al., 2015;
FERRARESI; HUANG; DE FREITAS; CARROLL et al., 2018).

Baseado nas leis fundamentais da interagcdo da radiagdo luminosa com a
matéria, o laser € uma fonte de radiacdo, capaz de produzir campos
eletromagnéticos intensos e coerentes que se estendem do infravermelho ao
ultravioleta. Assim, os aparelhos de laser sdo classificados em alta (Hight
Intensity Laser Treatment — HILT) e baixa poténcia (Low-level Laser Therapy —
LLLT). O laser de alta poténcia produz efeito térmico, tem poténcia superior a
500 mW e é largamente empregado em cirurgias para coagular, seccionar ou
vaporizar tecidos (EMING; KRIEG T FAU - DAVIDSON; DAVIDSON, 2007;
MAIYA; KUMAR P FAU - NAYAK; NAYAK, 2009). Os lasers de baixa poténcia
sdo aplicados em processos de reparacdo tecidual, tais como traumatismos
musculares, articulares, neuronais, 6sseos e cutaneos. Esse tipo de laser esta
situado na porcdo visivel do espectro das radiagbes eletromagnéticas, néo
produz efeito térmico e emite no maximo 500 mW de poténcia. Dentre as
substancias que compdem os aparelhos de laser de baixa poténcia encontram-
se: Laser Rubi (694 nm), Arseneto (488 e 514 nm), Hélio-Nednio (632,8 nm),
Krypton (521, 530, 568 e 647 nm), Arseneto de Galio e Aluminio (805 ou 650
nm) e Arseneto de Galio (904 nm) (LIN; JOSEPHS SF FAU - ALEXANDRESCU,;
ALEXANDRESCU DT FAU - RAMOS; RAMOS F FAU - BOGIN et al., 2010).
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A energia eletromagnética possui espectros visiveis ao olho humano e
espectros nao visiveis, e sua classificacdo baseia-se de acordo com o
comprimento de onda e a frequéncia. O espectro € formado de radiacdes
ultravioletas, visiveis, infravermelhas, e a luz assume cores que variam de
acordo com amplitude ou intensidade luminosa, e dispdem de diferentes
aplicacoes praticas (Figura 7) (COLOMBO; NETO ADE; SOUSA; MARCHIONNI
et al., 2013).
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Figura 7 - Espectro eletromagnético

Fonte: Imagem disponivel em UC Davis ChemWiki, CC-BY-NC-SA 3.0.

Para compreender as propriedades do laser, que resultam de determinados
aspectos da interacdo da radiacdo com os atomos ou moléculas que constituem
0S meios materiais, € necessario recorrer aos conceitos e principios da fisica.
Primeiramente é fundamental entender a origem, estrutura e propagacéo da luz.
A luz consiste nos chamados fétons, que sdo definidos pela quantidade de
energia absorvida ou emitida pelo elétron nas suas transicdes de Orbitas e que
se propagam na forma de ondas (CHUNG; DAI; SHARMA; HUANG et al., 2012).
Assim, a intensidade de um feixe luminoso esta intimamente ligada ao numero

de fotons por segundo que chegam a uma determinada area. Dessa forma, o
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laser consiste em trés componentes principais: meio ativo, emissdo espontanea

e emissao estimulada.

A primeira € responsavel por constituir a luz laser, pois contém atomos ou
moléculas, as quais os elétrons contidos emitem luz (fétons) através dos saltos
de niveis de energia. A segunda parte principal do laser € uma fonte externa de
energia, que faz com que os elétrons saltem para seus niveis mais energéticos
apos ficarem em estado de excitagdo. Os elétrons excitados se deterioram de
volta para um estado de energia inferior (HAMBLIN, 2016). Nesse processo
chamado de emissao espontanea, quando um elétron decai, um féton € emitido.
Com essa emissao, uma fonte de luz policromatica, irradia em todas as direcdes
e os fétons de luz sdo emitidos de maneira aleatodria, sendo chamada de fonte
de luz comum. Jé& o terceiro componente do laser, a emissdo estimulada, ocorre
guando o atomo ou molécula esta inicialmente excitado de energia em um nivel
e energia equivalente ao foton incidente. O féton incidente faz o elétron retornar
ao nivel de energia anterior e o resultado sdo dois fétons, o original e o emitido,
nas mesmas direcéo e fase, dessa forma, a emisséo € substituida por uma forma
mais “organizada” de emitir luz, pois fotons emitidos tem a mesma energia ou
frequéncia (luz monocromaética), mesma direcdo e sdo emitidos em instantes
bem determinados (Figura 8)(CHUNG; DAI; SHARMA; HUANG et al., 2012;
FERRARESI; HUANG; DE FREITAS; CARROLL et al., 2018).

Emissao Espontanea Emissao Estimulada

elétron elétron

—Jf'— ——nlcleo
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Figura 8 - Esquema ilustrativo da emisséo de energia apos a transi¢cao de oOrbita dos elétrons.

Fonte: Adaptado de Ferraresi et al., 2018.

A luz ao alcancar a superficie do tecido sofre reflexdo, refracdo, absorcao,
espalhamento e transmisséo (figura 9). Somente os fétons nédo refletidos, ndo
absorvidos ou espalhados na mesma direcao do feixe incidente séao transmitidos

pelo tecido.

LR 1

transmissao absorgaoc reflexao
Figura 9 - Fenbmenos de propagacao da luz no tecido biolégico.

Fonte: www.pravaler.com.br acesso em 07 de fevereiro de 2023.

Para que ocorra a absorcdo da luz pelo tecido biolégico, a onda
eletromagnética ndo deve retornar a superficie e nem se propagar pelo meio. A
frequéncia da luz deve estar proxima a frequéncia natural, destacando a
importancia de um adequado comprimento de onda. Além disso, a luz tera efeito
no sistema biolégico vivo quando for absorvida por alguns fotorreceptores
moleculares. Este fenbmeno estabelece um estado molecular eletronicamente

excitado que resulta em modulacao da atividade celular.

A primeira lei da fotoquimica explica que para que uma luz visivel de baixa
poténcia tenha algum efeito sobre um sistema biolégico vivo, os fétons devem
ser absorvidos por bandas de absorcéo eletrdnica pertencentes a alguns foto-

aceptores moleculares, chamados cromoforos, que sdo um grupo de moléculas


http://www.pravaler.com.br/
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inter-relacionadas que podem ser enzimas, membranas celulares, ou qualquer
outra substancia extracelular que possa absorver luz, como o pigmento heme da
hemoglobina, mioglobina; pigmento citocromo da cadeia respiratoria na

mitocondria e pigmento melanina.

A penetracdo da luz laser dentro do tecido € determinada principalmente pelo
comprimento de onda e de maneira secundaria, pela poténcia do aparelho,
assim como também pelos fendbmenos de disperséo e de absorcdo. Acredita-se
que o pico da penetracdo no tecido acontece no intervalo espectral do
infravermelho préximo, entre comprimentos de onda de 600 nm a 1200 nm,
devido a fraca absorcdo pela agua. A agua absorve fortemente a luz
infravermelha em comprimentos de onda superiores a 1100 nm. Portanto, o uso
de LLLT em animais e pacientes utiliza quase que exclusivamente luz vermelha
e infravermelho préximo a luz visivel (600-1100 nm) (FERRARESI; HUANG; DE
FREITAS; CARROLL et al., 2018)

O mecanismo de acédo exato do LBP ainda nédo foi bem estabelecido. Sabe-
se que um dos cromoéforos mais importantes € a citocromo ¢ oxidase (unidade
IV na cadeia respiratéria mitocondrial), que contém centros heme e cobre e
absorve a luz na regido proxima do infravermelho. A principal hip6tese € que os
fétons dissociam o 6xido nitrico inibitério da enzima, levando a um aumento no
transporte de elétrons, no potencial de membrana mitocondrial e na producéo
de ATP (efeito primario). Outra hipétese diz respeito aos canais idnicos sensiveis
a luz que podem ser ativados permitindo que o célcio entre na célula. Apés os
eventos iniciais de absorcdo de fotons, inUmeras vias de sinalizacdo sédo
ativadas, como via de espécies reativas de oxigénio (ROS), adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), 6xido nitrico (NO) e calcio (Ca2+) levando a
ativacdo de fatores de transcricdo (efeito secundario). Esses fatores de
transcricdo, como fator nuclear kappa B (NF-kB), podem levar ao aumento da
expressdo de genes relacionados a sintese de proteinas, migracdo e
proliferacdo celular, sinalizacdo anti-inflamatoria, proteinas antiapoptoéticas e
enzimas antioxidantes (efeito terciario) (figura 10). Por fim, existem também a

possibilidade de efeitos quaternarios (efeitos sistémicos distantes) do LBP
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associados aos tecidos que ndo absorveram a energia fotonica, mas ainda
podem ser afetados indiretamente por secrecdes das células que absorveram a
luz do laser (DE FREITAS; HAMBLIN, 2016; HAMBLIN, 2016) (HANNA;
PAWELCZYK-MADALINSKA; SALAGEAN; NAP et al., 2022).

Efeitos
primdrios
Citocromo C Oxidase

-

Efeitos
\) tercidrios
CELULAS m

DISTANTES

Figura 10 - Mecanismo de acdo do LBP, destacando seus quatro efeitos no tecido biolégico.

Fonte: Modificado de Hanna et al., 2022.

Resumidamente, os mecanismos moleculares e celulares do LBP sugerem
que os fotons sdo absorvidos pelas mitocéndrias. Eles estimulam mais producédo
de ATP e baixos niveis de ROS, que ativam fatores de transcricdo, como NF-kB,
para induzir muitos produtos de transcricdo de genes responsaveis pelos efeitos
benéficos do LBT.

Com a vantagem de néo ser invasivo, as indica¢gdes do LBT s&o amplas, indo
desde o alivio da dor até a promocao da recuperacdo de tendinopatias, lesdes
nervosas, osteoartrite e cicatrizagéo de feridas (DE FREITAS; HAMBLIN, 2016).

Alguns estudos constataram que a fotobiomodulacéao por LBT pode estimular

0 processo de reparo tecidual de acordo com os parametros dosimétricos
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(comprimento de onda e energia) (CASALECHI; NICOLAU RA FAU -
CASALECHI; CASALECHI VL FAU - SILVEIRA; SILVEIRA L JR FAU - DE
PAULA et al., 2009; TORRES-SILVA; LOPES-MARTINS RA FAU - BJORDAL;
BJORDAL JM FAU - FRIGO; FRIGO L FAU - RAHOUADJ et al.,, 2015).
Casalechi e colaboradores demonstraram um efeito benéfico do LBP no
processo de regeneracdo do tenddo devido a um aumento significativo no
namero de fibroblastos favorecendo a sintese de colageno e melhora no reparo
tecidual (CASALECHI; DE FARIAS MARQUES; DA SILVA; AIMBIRE et al.,
2014).

Estudos anteriores investigaram alteracbes no fenotipo do macrofago
(infiltrado inflamatoério) e na expressdo de citocinas proé-inflamatérias e no
remodelamento da matriz extracelular em modelos de les6es tendineas em ratos
cuja intervencdao foi LBT. Os resultados mostraram que a expressao génica de
citocinas pro-inflamatorias, incluindo IL-6, € notavelmente aumentada nos
estagios iniciais da lesdo. No entanto, o LBP €& capaz de reduzir
significativamente a expresséo desses mediadores inflamatdérios, incluindo a IL-
6, promovendo assim uma possivel acdo anti-inflamatéria (HELRIGLE; DE
CARVALHO; CASALECHI; LEAL-JUNIOR et al., 2016; PIRES; XAVIER;
ARAUJO; SILVA et al., 2011).

Também foi demonstrado que o laser no espectro eletromagnético do
infravermelho préximo é eficaz na inducdo de reducdo de citocinas pro-
inflamatérias, como o TNF-a, um marcador de inflamacdo, que esta presente
principalmente durante a fase inflamatéria do reparo do tenddo (GUERRA FDA;
VIEIRA; DOS SANTOS DE ALMEIDA; OLIVEIRA et al., 2014).

O fator de crescimento endotelial vascular € um dos fatores mais importantes
envolvidos na angiogénese e pode ser encontrado notadamente nas lesdes do
tenddo de Aquiles. de Jesus et al. concluiram em seu estudo que a FBM por
LLLT ndo favoreceu o aumento dos niveis de VEGF, o que o0s autores
classificaram como um efeito positivo, pois 0 aumento desse mediador pode
causar complica¢cdes nos tecidos tendinosos lesados (DE JESUS; SPADACCI-
MORENA; DOS ANJOS RABELO; PINFILDI et al., 2015).
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Os resultados e a eficacia da laserterapia esta intimamente ligada aos
parametros e protocolos utilizados. Dessa forma, para a obtencéo de resultados
satisfatorios € preciso determinar comprimento de onda e quantidade de energia
(joule) fornecida para os fotorreceptores do tecido lesionado, possibilitando a
transformacao da radiacdo em energia Util absorvida para o reparo tecidual.

Uma revisao sistemética sobre a dose-resposta do LBP no reparo do tendéo
calcaneo identificou uma gama de doses efetivas de luz e parametros usados
nos estudos incluidos. Os parametros encontrados foram comprimento de onda
principalmente na faixa do infravermelho, poténcia da luz de aproximadamente
60 mW (modo continuo), 2 W cm? e 2 J ou ~45 J cm™? por ponto de irradiacéo.
Esses parametros relatados foram eficientes para controlar o processo
inflamatoério (diminuicdo dos mediadores inflamatérios principalmente) e
estimular o processo de reparo (estimulacéo de colageno tipo | e tipo lll, reducao
das metaloproteinases MMP-1 e MMP- 13) em tendfes calcaneos de ratos
(LOPES SILVA; PESSOA; MARIANO; CASTRO et al., 2020).

Em vista disso, é evidente o potencial efeito terapéutico do laser de baixa
intensidade no reparo do tecido tendineo, propiciando a aceleracéo do processo

de reparo.

1.7. LASERTERAPIA NA ABSORCAO DE ATIVOS TOPICOS EM LESOES
MUSCULO-ESQUELETICAS

Como abordado anteriormente, a terapia com laser de baixa intensidade
representa uma alternativa para o tratamento de les6es musculoesqueléticas e
pode ter efeitos inibitérios ou estimulatérios, dependendo dos parametros

utiizados no tratamento. Nesse sentido, &€ comum usar o termo

fotobiomodulacao para citar seus efeitos nos tecidos biolégicos.

Atualmente, a area dermatologica vem estudando maneiras de melhorar o
transporte ou absorcado transdérmica de algumas substancias ou drogas. Para

fazer isso, uma variedade de meios como agentes quimicos, microagulhas,
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ultrassom, entre outros, tém sido utilizados. No entanto, para algumas drogas,
nenhum desses meios conseguem melhorar a capacidade de absorcdo da
substancia ou droga na camada do estrato cérneo (EC) na pele (LIU; ZHI;
TUCHIN; LUO et al., 2010) (RAPHAEL AP FAU - WRIGHT; WRIGHT OR FAU -
BENSON; BENSON HA FAU - PROW,; PROW, 2015).

O laser de baixa intensidade tem como caracteristicas o0 aumento da
microcirculacdo local, da vasodilatacdo e recrutamento da vascularizagao
colateral. Essas caracteristicas sdo amplamente aceitas e demonstradas em
estudos com tecidos musculares e cicatrizacdo da pele que poderia ajudar ainda

mais na funcéo de absorcéo de drogas ou outras substancias (IHSAN, 2005).

Recentemente vem sendo estudado os efeitos sinérgicos do uso combinado
da terapia de fotobiomodulacdo e AINEs. Foi observado que a terapia FBM
isoladamente ou em combinacdo com diclofenaco, reduz os niveis de
marcadores inflamatérios e melhora a marcha de ratos diabéticos na fase aguda
da distensédo muscular (DOS SANTOS; SALTORATO; MONTE; MARCOS et al.,
2019). Outro estudo avaliou o efeito de terapias Unicas e combinadas (LBT,
aplicacé@o topica de diclofenaco e diclofenaco intramuscular) sobre aspectos
funcionais e bioguimicos em um modelo experimental de tensdo muscular
controlada em ratos. A analise constatou que o tratamento combinado de LBT
com gel topico de diclofenaco reduziu significativamente a expressao do gene
ciclo-oxigenase 1 (COX-1) e 2 (COX-2). Além disso, o tratamento combinado
teve melhores efeitos nos niveis de prostaglandinas E2 (PGE2) e nos aspectos
funcionais avaliado pelo teste do indice funcional do ciatico do que a aplicacao
tépica de diclofenaco e diclofenaco intramuscular isoladamente (DE PAIVA
CARVALHO; LEAL-JUNIOR EC FAU - PETRELLIS; PETRELLIS MC FAU -
MARCOS; MARCOS RL FAU - DE CARVALHO et al., 2013).

Ademais, outro estudo recente avaliou o efeito sinérgico entre o LBP e
aplicagcéo topica com gel de diclofenaco em modelo experimental de leséo
muscular induzida por alongamento em ratos. Foi observado que o pico de
concentragdo plasmatica maxima de diclofenaco sodico ocorreu 30 minutos

apos a irradiacdo com laser infravermelho (830 nm) diferentemente do grupo
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experimental que nao teve irradiagdo com laser, o qual teve seu pico de
concentracdo plasmatica apos 4 horas. Dessa forma, a irradiacdo com laser
anterior a aplicacdo tépica gel de diclofenaco potencializou a absor¢cdo do
medicamento. Esse estudo demostrou que a associagdo da laserterapia e o
tratamento topico com diclofenaco (830 nm) foi eficaz em reduzir/acelerar
processo inflamatoério e lesdo muscular em ratos além de proporcionar melhora
significativa nos padrées funcionais (DE PAIVA CARVALHO; LEONARDO;
MENDES; LIMA et al., 2019).

Diante do exposto, nossa hipotese consiste em associar o tratamento com
laser de baixa intensidade ao uso tépico de produtos naturais com propriedades
terapéuticas, como o acai, a ser abordado na proxima sec¢éo, com a finalidade
de potencializar e favorecer o processo de reparo.

1.8. ACAI COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA PARA REPARO TECIDUAL

Euterpe oleracea Mart. (EO), popularmente conhecido como acgai, pertence
a familia Arecaceae e cresce abundantemente no Brasil. O fruto desta palmeira
vem sendo amplamente estudado e destaca-se pelo grande numero de
atividades farmacoldgicas, como atividades anti-inflamatoria, antioxidante,
antimicrobiana, antinociceptiva, anticancerigena, antiaterogénica e cicatrizante,
protecdo contra sindromes metabdlicas como diabetes, hipertensdo e
hiperlipidemia, e protecdo de érgdos como pulméo, rim, figado, coracédo e
sistema nervoso. Embora a composicdo fitoquimica esteja intrinsecamente
ligada as atividades bioldgicas identificadas, as descobertas da ultima década
sobre o uso dessa espécie tém mostrado alternativas farmacologicas
promissoras (DE ALMEIDA MAGALHAES; DE OLIVEIRA MACEDO;
CONVERTI; NEVES DE LIMA, 2020).

Diferentes partes do EO como frutas, folhas, raizes e 6leo de frutas tém sido
estudadas para aplicacdo farmacolégica, sugerindo diferentes atividades

biolégicas de acordo com sua composi¢cdo quimica. Foram identificados por
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Pacheco-Palencia e colaboradores, altas concentragfes de &cidos fendlicos
como, os acidos vanilico, siringico, p -hidroxibenzdico, protocatecuico e ferdlico,
bem como oligbmeros de (+) -catequina e procianidina. Os autores afirmam que
0s extratos enriquecidos com esses compostos sao responsaveis pela atividade
antioxidante (PACHECO-PALENCIA; TALCOTT ST FAU - SAFE; SAFE S FAU
- MERTENS-TALCOTT; MERTENS-TALCOTT, 2008).

0 OH 0, OH
o) o}
(o] \
HO' ch/ OH
CH. H4C CH,
R, 3 3
o] \O O/
OH HC
OH OH

Vanillic acid Syringic acid p-Hydroxybenzoic acid Ferulic acid

OH 0
Quercetin

OH

Cyanidin-3-glucoside =

5+ Cyanidin-3-rutinoside

Figura 11 - Principais composicdes quimicas da Euterpe Oleraceae.

Fonte: De Almeida Magalhées et al., 2020.

Outros estudos relataram a presenca do flavonoide, quercetina e
antocianinas, como cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-rutinosideo em extratos
de EO (Figura 11), confirmando sua atividade antioxidante e anti-inflamatoria
(AGAWA; SAKAKIBARA; IWATA; SHIMOI et al., 2011; POULOSE; FISHER,;
LARSON; BIELINSKI et al., 2012).

O efeito anti-inflamatério do EO é uma de suas atividades farmacologicas

mais relatadas na literatura. A maioria dos estudos in vitro relata resultados
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positivos nos valores de capacidade de absor¢do dos radicais oxigenados e
diminuicao da producdo de ROS mesmo quando a linhagem celular utilizada foi
exposta a lipopolissacarideos (KANG; XIE; LI; NAGARAJAN et al., 2011

)

Em outro estudo, utilizando células microgliais murinas BV-2 observaram que
a proteina quinase ativada por mitégeno p38 (p38-MAPK) e o fator de transcrigdo
NF-kB tiveram suas atividades atenuadas pelo tratamento com fracdes da polpa
de OE, que regulava a producédo de Ca 2+, iINOS, bem como a ativacao da COX-
2 (POULOSE; FISHER; LARSON; BIELINSKI et al., 2012).

Ademais, um estudo in vivo, também relatou que o extrato de EO reduziu a
inflamac&o mediada por interleucina 8 (IL-8), fator de necrose tumoral-a (TNF-
a) e fator de crescimento transformador-f (TGF-B) e reduziu a expresséo
induzida por &lcool de fator nuclear NF -kB e CD68 em hepatdcitos de ratos
Wistar. Este estudo também relata uma reducdo no estresse oxidativo e nos
danos hepaticos (ZHOU; ZHANG; WANG; QU et al., 2018).

O acai também possui propriedades antinociceptivas e antioxidantes. Um
estudo clinico de Jensen et al. demonstraram que o consumo de suco de frutas
da EO melhorou significativamente os dados de amplitude de movimento e
intensidade da dor, bem como as atividades da vida diaria em pacientes com
dores nas articulacdes (JENSEN; AGER DM FAU - REDMAN; REDMAN KA FAU
- MITZNER; MITZNER MA FAU - BENSON et al., 2011). Carvalho e cols.
demonstraram atividade antioxidante da polpa de acai liofilizada em comparacéao
com gel contendo extrato de acai em diferentes concentracdes (8%, 12%, 16%
e 20%), observaram que as maiores concentracdes apresentaram maior teor de
fendlicos totais e, portanto, maior atividade antioxidante. (LUCIA M. JAEGER DE
CARVALHO*, 2015).

Diante da juncédo de evidéncias, ha um crescente interesse cientifico por esta
planta, e um conjunto de a¢des que apontam para o desenvolvimento de novos
medicamentos promissores para uso clinico baseado na mesma. Entretanto,

pouquissimos estudos tém priorizado ensaios clinicos, sugerindo que mais
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esforcos devem ser feitos para esclarecer a efichcia e seguranca dos

promissores extratos de acai.

Sendo assim, a combinagao do laser de baixa poténcia associado ao uso de
produtos naturais como o0 acai, pode potencializar e favorecer o processo de
reparo sendo assim uma estratégia viavel e ndo invasiva de tratamento. Tendo
em vista a relevancia da probleméatica acerca das lesdes tendineas, sobretudo
do calcaneo, faz-se necessario o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas mais eficientes para melhor regeneracao tecidual, recuperacao

sensorial e melhora funcional.

OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

Avaliar os efeitos do tratamento com laser de baixa poténcia e gel de acai em
aspectos morfofuncionais e nociceptivos na fase proliferativa de reparo apés
inducéo de lesdo do tenddo calcaneo pelo modelo de ruptura tendinea total.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Avaliar o efeito do tratamento na sensibilidade mecéanica apos lesdo do tendéao

calcaneo em ratos;

Avaliar o efeito do tratamento na recuperacao funcional dos animais apos leséo

do tendao calcaneo em ratos.

Analisar o efeito do tratamento na organizagdo macroscopica e no padrao de

organizacao tecidual do tend&o calcaneo na fase proliferativa de leséo;
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Identificar o efeito do tratamento sobre a morfologia nuclear e o numero de

células no tecido na fase proliferativa de leséo;

Avaliar as possiveis variacdes na substancia amorfa fundamental apoés

tratamento na fase proliferativa de lesao;

Analisar o efeito do tratamento sobre o padrdo de orientagcdo das fibras

coldgenas na fase proliferativa de leséo.

. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para o desenvolvimento do presente estudo foram utilizados ratos (Rattus
novergicus) da linhagem Wistar, machos, com aproximadamente 2 meses de
idade pesando entre 150 + 200 gramas (g), adquiridos do Biotério do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal do Para (UFPA) apos
aprovacao pelo comité de ética em pesquisa com animais experimentais da
UFPA. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno padrao forradas
com maravalha, mantidas em ambiente com ciclo claro/escuro de 12 horas, em
temperatura de 24 °C e receberam agua e racdo ad libitum. Os experimentos
serdo realizados nas dependéncias do Laboratério Neurofarmacologia
Experimental respeitando todas as normas éticas para pesquisa com animais de
laboratorio, estando este projeto aprovado pelo Comité de Etica de Uso de
Animal (CEUA) parecer 9091250620. Ao total, foram utilizados 40 animais, 0s
guais foram divididos em 5 grupos experimentais, conforme descrito na tabela
1. Todos os grupos experimentais, exceto o controle, foram submetidos a ruptura

total do tendao calcaneo.
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Grupo Tratamento Periodo de tratamento
CTRL Sem Lesédo e sem tratamento -
N=8
Com lesdo + tratamento | 1h apds leséo e no 29, 4°, 6°, 8°,
LESAO simulado (laser desligado e gel | 10° e 13° dia.
de carbopol)
N=8
Com lesdo + tratamento 1h apds lesado e 22, 42, 62, 82,
~ com gel de acai a 10% 102 e 132 dias.
LESAO+GA g ¥ °
N=8
Com lesao + tratamento com 1h apds lesdo e 22, 42, 62, 82,
LESAO+LAS laser de baixa poténcia | 102 e 132 dias.
N=8 (infravermelho, 2J)
Com lesao + tratamento com
~ . a 1h apds lesado e 22, 42, 62, 82,
LESAO+LAS+GA | laser de baixa poténcia
: . 102 e 132 dias.
N=8 (infravermelho, 2J) seguido 0%e 13%dias

de gel de acai a 10%.

Tabela 1:Grupos experimentais de acordo com o tratamento

3.1.

PROCEDIMENTO CIRURGICO

Para a realizacdo da ruptura total do tenddo calcaneo, os animais foram

anestesiados por via intraperitoneal com cetamina e xilazina (100 mg/kg e 10

mg/kg, respectivamente). ApoOs testar os reflexos dolorosos do animal para

confirmar a efetividade do plano anestésico, a pele sobre a regido posterior da

pata posterior direita foi higienizada e tricotomizada e em seguida realizada a
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assepsia do local com solucao de iodo 2%. Posteriormente, foi feita uma inciséo
longitudinal na pele acima da insercdo calcanea para ter acesso ao tendao
calcaneo, o qual foi seccionado totalmente por cisalhamento transversal com
auxilio de uma tesoura, seguido imediatamente por sutura segundo a técnica
modificada de Kessler (MENDES; DE SOUSA; FRANCA; DE CARVALHO et al.,
2021; MURRELL; LILLY EG FAU - DAVIES; DAVIES H FAU - BEST; BEST TM
FAU - GOLDNER et al., 1992). A pele também foi suturada com fio de poliamida
monofilamento ndo absorvivel nimero 4-0 e submetida novamente a assepsia.
Ap6s o procedimento ndo houve nenhuma restricdo ou imobilizagdo do

segmento, e 0s animais permaneceram livres na caixa.

3.2. TRATAMENTO COM LASER DE BAIXA POTENCIA

Os animais dos grupos LESAO+LAS e LESAO+LAS+GA tiveram a regi&o do
tendao calcaneo irradiados com laser de baixa poténcia, no espectro de luz
infravermelha. A aplicacéo foi realizada com a caneta posicionada em um unico
ponto, no modo continuo por 20 segundos, utilizando o aparelho Recover (MM
OPTICS, tecnologia para saude, LTDA) comprimento de onda 808 nm,
densidade de energia de 2 J/lcm2 e poténcia maxima de 100 mW/cm2. O
tratamento iniciou 1 horas apdés induzida a leséo e realizado no 2°, 4°, 6°, 8°,
10° e 13° dias apés lesdo, como no desenho experimental exemplificado na
figura 12. Para o procedimento, os animais foram imobilizados manualmente e
posicionados em decubito ventral. O aparelho foi colocado perpendicular a
lesdo, sendo a radiacdo feita sempre no mesmo horario, observando um
intervalo de 48 horas entre as aplicacdes. Oculos de protecdo foram

devidamente utilizados contra a radiagao emitida.
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3.3. TRATAMENTO COM GEL DE ACAI

O extrato de acai (Euterpe Oleracea) liofilizado utilizado em nosso estudo foi
obtido comercialmente (Evolution Slimming, UK Limited Company, Ltda). Para
a preparacao do gel, foi utilizado o gel condutor de carbopol (Carbogel Ind. e
Com. Ltda) como base para producédo do gel de acai. O extrato foi diluido em
agua destilada na concentragdo de 50% e adicionado ao gel de carbopol para
assim ficar na concentracdo final de 10% para aplicacdo tépica no tendéo
calcaneo dos animais. O tratamento iniciou-se 1 horas apoés induzida a lesao e
foi realizado no 2°, 4°, 6°, 8°, 10° e 13° dias apds lesdo no grupo LESAO+GA e

logo ap6s o tratamento com laser no grupo LESAO+ LAS+GA.

3.4. EUTANASIA

A morte dos animais foi induzida por injecao intraperitoneal com a mistura
anestésica previamente descrita seguida de decapitacdo com guilhotina,
conforme recomendado pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA) (BRASIL, 2013).

3.5. AVALIACAO MACROSCOPICA

Apoés 14 dias, os tenddes foram dissecados e logo em seguida analisados
através de uma avaliacdo macroscoépica usando uma escala semiquantitativa
como descrita por (STOLL; JOHN T FAU - CONRAD; CONRAD C FAU -
LOHAN; LOHAN A FAU - HONDKE et al., 2011). Os 12 parametros do sistema
analisado foram ruptura do tendao, inflamacgéo, superficie do tendao, tecidos
circundantes ao tendao, nivel da area lesionada, inchaco/vermelhidédo, conexao
ao redor do tecido e capacidade de deslizamento, espessura do tendao, cor do

tenddo, tensdo no musculo, transicdo para formacdo de tecido saudavel no
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tendao. Cada parametros variou de 0 a 1, exceto para inchago/vermelhidao (0

a 2) e para espessura

3.6. INDICE FUNCIONAL DE AQUILES

Para andlise do desempenho funcional, foi realizado o teste do indice
Funcional de Aquiles (IFA). Para isso, os ratos foram colocados em um aparato
de acrilico nas dimensdes de 8 cm de largura por 60 cm de comprimento e 15
cm de altura. O aparato dispde de luz de LED contornando o assoalho da
passarela com objetivo de facilitar a observacdo da descarga de peso da pata
traseira do animal. Os animais tiveram suas pegadas filmadas pela regiao
inferior do aparato (60 frames por segundo). Para a filmagem, uma camera foi
posicionada embaixo do aparato a distéancia de 0,5 m de altura. Frames com as
pegadas dos animais foram obtidos por meio das filmagens e o célculo do IFA
foi analisado com auxilio do software Image J®. Os parametros foram
contabilizados a partir do segundo par de pegadas do animal, e calculado de
acordo com a equacao: IFA = 74(PLF) + 161(TSF) + 48(ITF) — 5 (MURRELL;
LILLY EG FAU - DAVIES; DAVIES H FAU - BEST; BEST TM FAU - GOLDNER
et al., 1992). O teste funcional foi realizado nos dias 0, 3, 7 e 14 dias apoés

inducéo a lesao.

3.7. ANGULO ARTICULAR

Para analisar a cineméatica do movimento, foi utilizado o teste do angulo
articular, que consiste na filmagem da marcha do animal em linha reta sobre o
mesmo aparato usado para o IFA. Para executar esta andlise, os animais foram
imobilizados e tiveram as articulagcdes do tornozelo, joelho e quadril localizadas
por meio da palpacéo e identificadas com caneta marcadora de maneira bem
visivel em pontos chave (lateral ao joelho; lateral ao tornozelo e na cabeca do
quinto metatarso), de modo a ser possivel observar esses pontos na flmagem.
Em seguida, os animais foram colocados no aparato para a filmagem, cuja foi

realizada com auxilio de um tripé com camera acoplada, posicionado a 1,20 m
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de altura em relacdo ao solo, e a distancia de 1 m do aparato. Apds obtencéo
por flmagem (60 quadros/segundo) de pelo menos 3 passadas sequenciais dos
animais, os videos foram salvos no formato AVI no computador para posterior
andlise pelo software Image J® (LIANG; CHEN; HSIEH; LIU et al., 2012). As
fases da marcha analisadas foram apoio médio e pré-balanco, devido ao maior
tempo a elas atribuidas no ciclo da marcha e a estabilidade do movimento
articular delas permitir a visualizacdo adequada do angulo articular nas
condicdes de captura de imagem da camera de video. O teste funcional foi
realizado nos dias 0, 3, 7 e 14 dias ap0s inducao a leséo.

3.8. SENSIBILIDADE NOCICEPTIVA

Para avaliar a resposta nociceptiva dos animais foi utilizado o teste manual
de Von Frey (PITCHER; RITCHIE J FAU - HENRY; HENRY, 1999). Neste teste,
0s animais serdo colocados individualmente em pequenas gaiolas de acrilico
transparente em uma plataforma plana, cujo piso € de malha plastica fenestrada
gue permite a passagem do filamento. Cada rato sera colocado no aparato por
15 minutos para ambientacdo. O limiar mecéanico de retirada da pata foi
determinado usando monofilamentos (SORRI-BAURU, Brasil) com gramaturas
que variam de 0,05 g a 10 g, o qual foi aplicado perpendicularmente a superficie
plantar da pata traseira até se curvar. O método utilizado para determinar a
sensibilidade mecanica foi o “estimulo ascendente”. Esse método fornece uma
estimativa do limiar de retirada mecanica, e baseia-se na aplicacdo de
monofilamentos com forca crescente até que uma resposta de retirada seja
observada (retirada rapida da pata, lamber ou sacudir a pata). Foi considerada
uma resposta positiva para o filamento testado se a o comportamento de
retirada da pata atingir 40% em 10 aplicacdes e o numero de respostas positivas
para cada filamento foi plotado e convertido em porcentagem (DEUIS;
DVORAKOVA; VETTER, 2017). O teste sensorial foi realizado nos dias 0, 3, 7

e 14 dias apos inducéo a leséo.
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3.9. PREPARACAO HISTOLOGICA

Apés 14 dias, as amostras do tenddo foram dissecadas, coletas e fixadas em
formalina tamponada a 10% por um periodo de 48 horas. Posteriormente as
amostras foram desidratadas e submetidas a uma série gradativa de banhos de
alcool comecando com 70% e progredindo até alcool absoluto. Em seguida, os
tenddes foram diafanizados em Xilol por 2 horas e por mais 2 horas na etapa de
impregnacao da parafina. A Ultima etapa € a inclusdo, o qual as amostras foram
colocadas em um pequeno recipiente coberto com parafina fundida para
formacdo do bloco de parafina contendo o tecido. Para microtomia foram
realizados cortes longitudinais de 5 micrometros (um) de espessura em
micrometro Leica (CM3050 S). A desparafinizacdo foi realizada em estufa de
secagem a 56°C por 24 horas. As laminas com cortes longitudinais foram
criteriosamente organizadas e numeradas, sendo mantidas congeladas a -20°C

até o momento do uso.

Eutanasia e coleta

das amostras para
12 tratamento apos

avaliagdo
Linha de base lesdo histolégica
4 A
Dia 0 52, 6%e7°
tratamento
Ambientagdo 2 fratamento 3 e 4% tratamento Dia 8 Dia 13
) °
N 1206 . ‘
Z semanas oan S Dia 2 Dia4  Diab | Dia 10
esdo . | .
Dia 3 Dia7 Dia 14
Cirurgia
(Tenotomia) ~TTTmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Teste Comportamental (Von Frey
Testes Funcionais (Angulo Articular e

indice Funcional de Aquiles)

Figura 12 - Delineamento experimental
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3.10. COLORACAO POR HEMATOXILINA E EOSINA

Para avaliar a integridade e organizagdo tecidual no tend&do calcaneo foi
utilizada a técnica de coloracdo por hematoxilina e eosina (H&E). Para essa
coloracdo as laminas com os cortes histolégicos foram inicialmente diafanizadas
em xilol por 1 minuto, seguido de uma bateria de alcool absoluto por 4 minutos.
Apés isso as laminas foram imersas em &agua destilada por 1 minuto e
posteriormente coradas com Hematoxilina de Harris por 3 minutos e novamente
imersas em agua destilada. Em seguida, as laminas foram imersas em eosina
por 30 segundos e lavadas em agua destilada corrente por mais 1 minuto. Por
fim, as laminas foram desidratadas em &lcool absoluto e montadas em
Permount® (Fisher Scientific. New Jersey, USA). Os cortes foram analisados
utilizando microscépio de luz (Nikon, Eclipse E800 Yokohama, Japan) com
camera digital (Nikon, DXM 1200, Japan) acoplada, fotografados em lentes
objetivas de 20x e 40x. As imagens foram armazenadas para posterior analise
cega pela escala semiquantitativa de Movin conforme descrito (CHEN; YU Q FAU
- WU; WU B FAU - LIN; LIN Z FAU - PAVLOS et al., 2011).

3.11. NUMERO DE FIBROBLASTOS

Para quantificar o nimero de fibroblasto, as laminas foram coradas com HE,
como descrito anteriormente por Casalechi e colaboradores. Seis campos
visuais foram selecionados aleatoriamente de cada seccdo e imagens foram
capturadas sob microscopia de campo claro com aumento de 20 x. As células
em cada campo visuais foram contadas manualmente com auxilio do software

Image J®.
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3.12. ANALISE HISTOPATOLOGICA

A analise histopatolégica foi realizada por um sistema de pontuacdo
semiquantitativa proposta por Chen e colaboradores (2011) em laminas coradas
com HE, para isso, trés secdes foram selecionadas aleatoriamente de cada
amostra por um pesquisador e a analise duplo-cega foi realizada por outros dois
avaliadores. A escala consiste em seis parametros avaliados: estrutura da fibra,
arranjo das fibras, arredondamento dos nucleos, inflamagdo, aumento da
vascularizacdo e densidade celular. Essas variaveis foram quantificadas usando
uma escala de 0 a 3, com 0 sendo um parametro normal e 3 sendo totalmente

anormal. Portanto, um tendao sadio teria escore total 0 e um tenddo anormal 18

3.13. CONTAGEM DE CELULAS

Para contagem de células, amostras foram incubadas por 1 minuto com o
marcador nuclear 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), na concentracdo de
1:10.000. Ap6s a marcacdo com DAPI, imagens foram capturadas através de
microscopia de fluorescéncia (Nikon, Eclipse Ni, Yokohama, Japan) com camera
digital (Nikon, DXM 1200, Japan) para a quantificacdo do numero de células. Para
isso, utilizamos os recursos do programa de computacdo Image J® (National
Institute of Mental Health, USA). As imagens passaram por um tratamento para
aumentar o contraste, para evidenciar ainda mais apenas o0s nucleos e evitando
marcacdo inespecifica de fundo azulado. Em seguida, as imagens foram
convertidas para o formato binario, conforme indicado pelo programa, e entéo
solicitado que o programa realizasse a andlise de particulas, as quais tiveram os
valores maximos e minimos previamente medidos com auxilio da ferramenta
“straight line” para calibragdo do programa conforme descrito (MORAES;
OLIVEIRA; CRESPO-LOPEZ; PICANCO-DINIZ et al., 2013). Os dados de cada

imagem foram salvos para posterior analise estatistica.



52

3.14. COLORACAO POR ALCIAN BLUE

Para avaliar as variagdes de substancia amorfa fundamental na matriz
extracelular, foi utilizada a coloragcdo com Alcian Blue (AB). Os cortes foram
corados por Alcian Blue (1g de Alciam Blue em 100 ml de acido acético a 3%,
com pH de 2,7) por 30 minutos, lavados em agua destilada por 10 minutos, em
seguida foram montados em glicerol 30%. Para quantificacdo da intensidade de
coloracao por AB, as imagens foram analisadas pelo software Image J® (National
Institute of Mental Health, USA). Primeiramente, as fotomicrografias tiveram o
background subtraido e foram transformadas para 8 bit e convertidas para o
formato binério para posterior mensuracdo pela escala de cinza. Cada foto

forneceu um valor médio em pixel em uma escala de brilho que varia de 0 a 255.

3.15. ANALISE DA AUTOFLUORESCENCIA DE COLAGENO

Para verificar o padrdo de organizacdo das fibras colagenas, que sédo
naturalmente fluorescentes, foi utilizada a técnica de autofluorescéncia de
colageno, conforme descrito anteriormente por Hoell et al. Cortes longitudinais (5
mm) foram incubados por 30 s com solucdo de eosina. Regifes proximais,
mediais e as distais do tecido do tendao foram avaliadas por microscopia de
fluorescéncia com filtro padrdo para fluoresceina isotiocianato (FITC). A
organizacdo e o alinhamento das fibras colagenas foram avaliados
gualitativamente por fotomicrografias obtidas através de um sistema de camera
digital (Nikon, DXM 1200, Japan) acoplado ao microscopio de fluorescéncia
(Nikon, Eclipse Ni, Yokohama, Japan).

4. ANALISE ESTATISTICA
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Para a andlise estatistica dos dados o teste de normalidade Kolmogorov -
Smirnov foi primeiramente utilizado. Posteriormente, foi realizado o teste de
Kruskal- Wallis ou a Analise de Variancia de um fator (one way ANOVA) com pos-
teste de Tukey para comparagdes multiplas, bem como a andlise descritiva dos
dados. O programa Prism 8 (GraphPad, La Jolla, EUA) foi utilizado. Os valores
de p inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os
dados foram expressos como média + desvio padrdo ou mediana e intervalo

interquartil.

5. RESULTADOS

5.1. ASPECTOS MACROSCOPICOS DO TENDAO CALCANEO APOS
LESAO TENDINEA

No 14° dia ap06s cirurgia, a morfologia macroscépica dos tenddes lesionados
foi observada (Figura 13-A). Os tenddes saudaveis do grupo CTRL exibiu uma
superficie branca e lisa, sem qualquer adesao ao tecido circundante. O oposto
foi observado nos demais grupos que foram submetidos a ruptura total do
tenddo calcaneo, 0s quais apresentaram multiplas aderéncias com o
paratendao, fascia e tecido subcutaneo e aumento da espessura. Todos 0s
grupos lesionados (LESAO: 12,8 + 1,3; LESAO+GA: 10,2 + 0,8; LESAO+LAS:
9,6 +1,1; LESAO+LAS+GA: 10,2 + 0,8 vs CTRL, p < 0,0001) tiveram aumento
significativo da pontuacdo macroscépica em comparagcao ao CTRL (0,4 + 0,5).
Os grupos tratados tiveram uma reducdo significativa da pontuacao
(LESAO+GA: 10,2 + 0,8; LESAO+LAS: 9,6 + 1,1; LESAO+LAS+GA: 10,2 + 0,8,
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p < 0,004) em relag&o ao grupo LESAO (LESAO: 12,8 + 1,3), demonstrando
melhora na morfologia macroscopica do tendao calcaneo nos grupos tratados
tanto com laserterapia e gel de acai isoladamente quanto com o tratamento

combinado (Figura 13-B).

5.2. EFEITO DO TRATAMENTO COM LASERTERAPIA E GEL DE ACAI
NA RECUPERACAO FUNCIONAL APOS LESAO TENDINEA

Avaliamos se apds a lesdo tendinea, os tratamentos influenciavam na
recuperacao funcional dos animais (Figura 14). Para analise funcional da pata
posterior dos animais, foi utilizado o teste do indice funcional de Aquiles. Os
valores do teste sugerem que quanto mais negativo, maior o comprometimento
funcional. Os resultados do IFA mostraram que todos os grupos que sofreram
a lesdo apresentaram queda nos valores do IFA (LESAO: -97.9 + 21;
LESAO+GA: -92.5 + 17.8; LESAO+LAS: -81.8 + 16; LESAO+GA+LAS: - 84.5 +
29.5, p < 0,0001) em relacédo ao CTRL (1.29 + 8.7), tornando-o0 mais negativo
no 3° DPL independente do tratamento. Nao foi observado diferenca entre os
grupos lesionados neste dia de andlise. No 7° DPL, apenas os grupos LESAO,
LESAO+GA e LESAO+LAS+GA permaneceram com valores inferiores ao do
CTRL (p = 0,013). Nao foi observado diferenca estatistica entre 0s grupos
LESAO+LAS e CTRL evidenciando que o grupo tratado com laser de forma

isolada apresentou melhora precoce na resposta funcional no 7° DLP.

Ja no 14° DPL, verificamos que apenas o grupo LESAO+LAS+GA retornou
aos valores préoximos ao CTRL, ndo apresentando diferenca estatisticamente
significativa. O LESAO manteve valores mais negativos em comparacdo ao
LESAO+LAS+GA e CTRL (-62.6 + 2.3 vs -32.2 + 4.8; -1.44 + 4.5, p = 0,0003)
refletindo em manutencdo da piora do desempenho funcional, enquanto 0s
animais tratados com a combinacdo do laser e gel de acai ndo diferiram do
CTRL.
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Figura 13 - Efeito do tratamento com laserterapia e gel de agai na morfologia macroscépica e
pontuacdo macroscopica dos tenddes calcaneos apds lesdo. (A) a morfologia macroscoépica dos
tenddes foi observada no dia 14 pos leséo. (B) Avaliagdo macroscopica da cicatrizacdo do tendao
usando o sistema de pontuagéo. Os dados sdo expressos como média + DP. * (todos 0s grupos vs
CTRL, p < 0,001); # (LESAO+GA, LESAO+LAS, LESAO+LAS+GA vs LESAO, p < 0,004).
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Figura 14 - Efeito do tratamento combinado com laserterapia e gel de ac¢ai na recuperacdo
funcional de ratos submetidos a ruptura total do tenddo de Aquiles direito através do indice
funcional de Aquiles. Os animais foram analisados antes da leséo e posterior a lesdo até o 14°
dia. N = 5. (A) Imagens representativas do comprimento da pegada dos animais no 14° DPL.
(B) indice funcional de Aquiles. Média + DP. Anova-Tukey, * p < 0,001 todos os grupos vs CTRL.
« p = 0,013 LESAO, LESAO+GA e LESAO+LAS+GA vs CTRL. ** p > 0,002 LESAO,
LESAO+GA, LESAO+LAS vs CTRL. # p = 0,036 LESAO vs LESAO+LAS+GA.
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3.1. EFEITO DO TRATAMENTO COM LASERTERAPIA E GEL DE ACAI
NA CINEMATICA DA MARCHA APOS LESAO TENDINEA

Para verificar as variacdes no angulo articular em resposta ao tratamento
utilizado, os animais foram analisados em dois pontos importantes da marcha.
Na fase de apoio médio, a pata posterior do animal esta em contato com o solo
e tem o peso do corpo transferido para esta, enquanto o lado contralateral inicia
a fase de balanco. A fase de pré-balanco é caracterizada pela flexao da pata
analisada ao nivel ao nivel da juncéo metatarso-falangeana a fim de se preparar

para sair do contato com o solo e iniciar a fase de balanco.

Os resultados referentes a fase de apoio médio indicam que antes da lesao,
nao houve variacdo do angulo articular entre os grupos. No 3° DPL, apenas 0
LESAO, LESAO+GA e LESAO+GA+LAS (p = 0,011) apresentaram reduc&o do
angulo articular em relacdo ao CTRL. N&o foi observado nessa fase da marcha

alteracdes no angulo articular nos dias 7° e 14° DPL (Figura 15).

Na fase de pré-balanco ndo houve diferenca no angulo articular entre os
grupos no dia 0 (antes da lesdo), contudo, no 3° DLP todos os grupos (p =0,001)
apresentaram uma reducdo nos valores angulares quando comparados ao
CTRL. Ja no 7° DPL, todos os grupos (p < 0,0001) mantiveram a reducéo dos
valores do angulo em relacdo ao CTRL, entretanto, nesse ponto de tempo é
possivel observar que o grupo LESAO+LAS (p < 0,0001) apresentou aumento
na angulacdo em comparacdo aos grupos LESAO, LESAO+GA e
LESAO+LAS+GA, mas ainda ndo alcancando os valores do CTRL.

No 14° DPL, é importante destacar que nao houve diferenca entre o grupo
LESAO+LAS e CTRL. Diferente do que ocorre com 0s demais grupos, cuja
diferenca é mantida em relacdo ao CTRL. Além disso, ocorreu aumento do
angulo articular do grupo LESAO+LAS (p =0,03) em comparacdo ao grupo
LESAO, evidenciando melhora nos aspectos da marcha no grupo tratado com
laserterapia (Figura 16).
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3.2. EFEITO DO TRATAMENTO COM LASERTERAPIA E GEL DE ACAI
NA SENSIBILIDADE NOCICEPTIVA APOS LESAO TENDINEA

Para avaliar o comportamento semelhante a dor, foi utilizado o teste de Von
Frey manual. Nao houve diferenca entre os grupos do dia O (antes da lesao),
todos os grupos permaneceram com limiares normais entre 4 e 10 g. No 3° DPL,
ocorreu reducédo do limiar de retirada da pata de todos os grupos lesionados
(LESAO: 1.5 + 0.8; LESAO+GA: 1.8 * 3.1; LESAO+LAS: 2.8 * 3.1;
LESAO+LAS+GA: 2 + 0, p=0.0006) se comparado ao CTRL (6.2 + 3.1). Ja no
7° dia, apenas os grupos LESAO, LESAO+LAS e LESAO+GA (p = 0,002)
permaneceram com aumento da sensibilidade em relacdo ao CTRL, ndo sendo
observado diferenca entre o LESAO+LAS+GA e CTRL, dessa forma, o
tratamento combinado teve retorno da sensibilidade mecanica mais precoce

gue os demais grupos.

No 14° dia, apenas LESAO (p = 0,009) permaneceu com limiar de retirada da
pata reduzido em comparacdo ao LESAO+LAS e CTRL. Os grupos tratamentos
alcancaram limiares semelhantes ao CTRL, ndo foi observado diferenca

estatistica entre os grupos (Figura 17).
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Figura 15- Efeito do tratamento combinado com laserterapia e gel de agai na cinematica da marcha
na fase de apoio médio de ratos submetidos a ruptura total do tendao de Aquiles direito através do
indice funcional de Aquiles. Os animais foram analisados antes da lesé@o e posterior a leséo até o
14° dia. N 2 8. * p = 0,01 LESAO, LESAO+GA e LESAO+LAS+GA vs CTRL.
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Figura 16 - Efeito do tratamento combinado com laserterapia e gel de acai ha cinematica da marcha
na fase de apoio médio de ratos submetidos a ruptura total do tendao de Aquiles direito através do
indice funcional de Aquiles. Os animais foram analisados antes da lesé@o e posterior a leséo até o
14° dia. N = 8. * p = 0,001 todos 0s grupos vs CTRL. e p < 0,001 todos 0s grupos vs LESAO+LAS.

# P= 0,0007 LESAO vs LESAO+LAS.
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Figura 17 - Efeito do tratamento combinado com laserterapia e gel de acai na sensibilidade
nociceptiva de ratos submetidos a ruptura total do tenddo de Aquiles direito através do teste de Von
Frey. (A) Heat-map representativo das altera¢cdes na sensibilidade mecénica, azul mais escuro
significa reducao do limiar de retirada. (B) grafico dos valores do limiar de retirada da pata. Os
animais foram analisados antes da lesdo e posterior a lesdo até o 14° dia. N = 5. Média £ DP. Anova
Tukey, * p < 0,0006 todos os grupos vs CTRL. # p = 0,002 LESAO, LESAO+GA e LESAO+LAS vs
CTRL. * p = 0,009 LESAO vs. LESAO+LAS e CTRL.
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3.3. EFEITO DO TRATAMENTO COM LASERTERAPIA E GEL DE ACAI
NA ORGANIZACAO TECIDUAL APOS LESAO TENDINEA

Com intuito de avaliar se o tratamento combinado com laserterapia e gel de
acai influenciava no padrdo de organizacdo tecidual ap0s 14 dias de lesao,
avaliamos cortes histolégicos por microscopia de luz corados com hematoxilina-

eosina.

Os resultados demonstrados na figura 18 apontam o tecido tendineo do
grupo CTRL com caracteristicas histolégicas normais, pouco numero de
células, morfologia alongada e orientacdo em fileira; auséncia de vasos
sanguineos ou terminais nervosos e matriz extracelular em abundancia, tendo

o colageno tipo | como principal constituinte.

Nos grupos LESAO, LESAO+GA, LESAO+LAS e LESAO+LAS+GA a
desorganizagdo celular e tecidual € evidente em relagdo ao grupo CTRL.
Contudo, destacamos a melhor organizagéo tecidual nos grupos LESAO+GA,
LESAO+LAS e LESAO+LAS+GA e pior padrido de organizacdo no grupo
LESAO.

O grupo LESAO apresenta desorganizacdo da matriz com fibras colagenas
desalinhadas, presenca de células com morfologia nuclear arredondada,
presenca de vasos sanguineos e perda da orientacéo tecidual. Nos trés grupos
de tratamentos é possivel observar a predominancia de células mais alongadas
e finas se comprado ao grupo LESAO, além da melhora na orientagéo celular
com tendéncia a disposicdo das células em fileiras, caracterizando um padréo

mais préximo de um tenddo saudavel (CTRL).

Na pontuacéao histopatoldgica total, ocorreu aumento significativo do escore do
grupo LESAO+LAS (p= 0,004) e LESAO (p = 0,018) em comparacdo ao CTRL,
evidenciando piora nos aspectos histopatolégicos gerais. Nao foi observado
diferenca estatistica entre os grupos LESAO+GA e LESAO+LAS+GA e 0 grupo
CTRL.
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Em relacdo ao numero de fibroblasto, todos os grupos tratados aumentaram o
namero de fibroblasto em relacio ao CTRL, entretanto, o grupo LESAO+LAS

teve aumento ainda maior se comparado ao LESAO+LAS+GA.

3.4. EFEITO DO TRATAMENTO COM LASERTERAPIA E GEL DE ACAI NO
NUMERO DE CELULAS E MORFOLOGIA NUCLEAR APOS LESAO
TENDINEA

Observamos através da marcacao com DAPI (Figura 20) que houve aumento
no nimero de células no tecido de todos os animais lesionados (LESAO: 1266.8
+ 269.9; LESAO+GA: 1525.8 + 370.1; LESAO+LAS 2133.6 =+ 488;
LESAO+LAS+GA 1414.9 + 364, p<0.007) em relacéo ao grupo CTRL (355.3 +
65.4). Além disso, destaca-se aumento significativo na quantidade celular no
grupo LESAO+LAS (p< 0,001) quando comparado ao LESAO, LESAO+GA,
LESAO+LAS+GA. Notamos também que a organizacdo e morfologia mais
alongada, analoga ao CTRL, foi encontrada com maior evidéncia no grupo
LESAO+LAS+GA (tratamento combinado), enquanto mais desalinhamento e

morfologia celular arredondada foi verificada no grupo LESAO.

3.5. EFEITO DO TRATEMENTO COM LASERTERAPIA E GEL DE ACAI NA
VARIACAO DE GLICOSAMINOGLICANOS NA MATRIZ
EXTRACELULAR APOS LESAO TENDINEA

Nossos resultados mostraram que apos lesdo do tendao calcaneo houve
aumento na intensidade de coloracdo de glicosaminoglicanos em todos os
grupos (p = 0,005) se comparado ao CTRL (Figura 21). Nao foi observado

diferenca entre o grupo LESAO e os grupos tratados.
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Figura 18 - Efeito do tratamento com laserterapia e gel de acai no padrdo de organizacao tecidual
no tenddo calcaneo de ratos tenotomizados. As seccdes histolégicas com cortes longitudinais do
tend&@o calcaneo de ratos foram coradas com HE e analisadas em microscopia de campo claro.
Asterisco (*) indica presenca de vasos sanguineos. Seta preta indica a morfologia nuclear em
formato mais alongado e o padréo de orientacéo tecidual e alinhamento celular delimitado por areas
pontilhadas em branco. Objetiva:20x. Barra de escala:100 ym. Os animais foram analisados antes
da lesdo e posterior a lesdo até o 14° dia. N = 5. Média + DP. Anova-Tukey, * p = 0,018 LESAO vs
CTRL. # p=0,04 LESAO+LAS vs CTRL. Aumento: 40x. Barra: 100 ym.
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Figura 19 - Efeito do tratamento combinado com laserterapia e gel de acai no nimero de fibroblasto
e vasos em ratos submetidos a ruptura total do tenddo de Aquiles direito. N 2 6. Media + DP. Anova-
Tukey. A, * p <0,0001 todos os grupos vs CTRL. # p=0,04 LESAO+LAS vs LESAO+LAS+GA.
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Figura 20 - Efeito do tratamento combinado com laserterapia e gel de acai no padréo do nimero de
células de ratos submetidos a ruptura total do tenddo de Aquiles direito. As secc¢des histoldgicas
foram marcadas com DAPI e analisadas por microscopia de fluorescéncia no 14° DPL. N = 5. Média
+ DP. Anova-Tukey, * p < 0,0001 todos os grupos vs CTRL. # p = 0,001 LESAO+LAS vs todos os
grupos. Aumento: 40x. Barra: 100 ym.
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Figura 21 - Efeito do tratamento combinado com laserterapia e gel de acai na presenca de
substancia fundamental em tecidos de ratos submetidos a ruptura total do tend&o de Aquiles direito.
As laminas foram coradas com Alcian Blue (A) e posteriormente quantificadas através da intensidade
de coloragdo (B). N = 5. Média + DP. Anova-Tukey, * p = 0,04 LESAO, LESAO+LAS,
LESAO+LAS+GA vs CTRL. ns= sem diferenca estatistica entre CTRL e LESAO+GA. A, aumento:
20x.
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3.6. EFEITO DO TRATAMENTO COM LASERTERAPIA E GEL DE ACAI
NO PADRAO DE ORIENTACAO DAS FIBRAS COLAGENAS APOS
LESAO TENDINEA

A presenca de colageno alinhado € essencial para a funcdo do tendéo.
Assim, para observar padrao de orientacdo das fibras colagenas no tecido,
utilizamos da fluorescéncia natural do coldgeno quando exposto a radiacdo
ultravioleta. O grupo CTRL apresenta uma matriz colagena bem abundante,
organizada e com orientacao das fibras em paralelo. Apos 14 dias de lesdo no
tenddo, todos os grupos apresentaram uma maior densidade das fibras
colagenas e desorganizacdo da matriz colagena com orientacéo aleatoria das
fibras em relacdo ao grupo CTRL. Embora os tecidos estejam bem distintos
do CTRL, é possivel observar melhor alinhamento das fibras colagenas com
tendéncia a orientacdo em feixes paralelo nos grupos LESAO+GA,
LESAO+LAS e LESAO+LAS+GA em comparacdo ao LESAO (Figura 22).
Ademais, foi observado a morfologia das fibrilas de coladgenos em formato de
“crimp” em todos o0s grupos tratamento, contudo, em maior quantidade no
grupo tratado com laser isoladamente. Isso sugere uma possivel adaptacéo
funcional da MEC com objetivo de aumentar a rigidez do tendao e a eficiéncia

da transmissao da forca.
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Figura 22 - Efeito do tratamento combinado com laserterapia e gel de agai no padrdo de orientacao
das fibras colagenas no tenddo calcaneo de ratos tenotomizados. As secgfes histoldgicas foram
marcadas com HE e analisadas com microscopia de fluorescéncia. As linhas tracejadas indicam a
tendéncia ao realinhamento das fibras colagenas. Aumento: 40x. Barra: 100 pm.
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4. DISCUSSAO

As lesbes tendineas representam cerca de 30% a 50% das lesdes
relacionadas ao esporte, entre as quais a tendinopatia do calcaneo representa 55-
65% das lesbes totais do tenddo tornando wumas das condi¢cdes
musculoesqueléticas mais frequentes. Devido ser uma condicdo debilitante
caracterizada por dor progressiva e limitagdo funcional que afeta a qualidade de
vida dos individuos, terapias alternativas vém sendo desenvolvidas para o manejo
do reparo tendineo. Nessa pesquisa, buscamos investigar os efeitos do tratamento
combinado com laserterapia e gel de acai nos aspectos morfofuncionais e

nociceptivos apés lesdo tendinea em ratos.

O presente estudo é o primeiro a investigar a funcionalidade do animal apos
tratamento com laserterapia. Nossos resultados demonstraram que a recuperacao
funcional no IFA é reestabelecida em 7 dias p6s-lesdo no grupo tratado com laser
isoladamente. Essa recuperacdo precoce da funcédo pode estar relacionada a um
aumento significativo no nimero de fibroblastos favorecendo a sintese de colageno
e melhora no reparo tecidual, além da modulacédo do processo inflamatério com a
reducdo de citocinas pré-inflamatérias (CASALECHI; DE FARIAS MARQUES; DA
SILVA; AIMBIRE et al., 2014).

Ja foi demonstrado que o LBT é capaz de reduzir significativamente os niveis
de expressao de IL-6 e TNF-q, citocinas inflamatérias presentes na fase aguda da
leséo, promovendo uma possivel acao anti-inflamatéria e acelerando o processo de
reparo (GUERRA FDA; VIEIRA; DOS SANTOS DE ALMEIDA; OLIVEIRA et al.,
2014; HELRIGLE; DE CARVALHO; CASALECHI; LEAL-JUNIOR et al., 2016).
Demonstramos no trabalho que em 7 dias o grupo tratado com laser isolado
apresentou melhora no padrdo da marcha na fase de pré-balanco, corroborando
com os achados sobre o efeito anti-inflamatério do LBT na fase aguda do reparo
tendineo (SOUZA; CREPALDI; SILVA; SILVA et al., 2017).

Diante disso, a possivel acdo anti-inflamatoria do laser na fase aguda, pode

estar repercutindo na reducdo da percepcdo dolorosa do animal e assim
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contribuindo para a melhora funcional observada tanto no IFA quanto no AA nas

duas fases analisadas da marcha.

Ao investigar se a melhora funcional tem relagdo com a nocicepcéao, verificamos
gue no 7° dia o grupo tratamento combinado (laser + gel de acai) teve retorno da
sensibilidade mecanica mais precocemente que os demais grupos. O efeito

sinérgico dos dois tratamentos parece estar relacionado com a melhora nociceptiva.

Semelhante a laserterapia, 0 acai reduz a inflamacdo mediada por reducéo da
expressao IL-8 e NF-kB (ZHOU; ZHANG; WANG; QU et al., 2018). Além disso, 0
acai possui propriedades antinociceptivas. Sudo e colaboradores usaram diferentes
metodologias para investigar a atividade antinociceptiva do extrato de EO de forma
aguda e crdnica por gavagem em camundongos e observaram que o tratamento
com EO (30, 100 ou 300 mg/kg/dia) mostrou atividade antinociceptiva dependente
da dose (SUDO; NETO; MONTEIRO; AMARAL et al., 2015).

Outro estudo investigou o efeito antinociceptivo de extratos de flores e caules
de EO, observando em ratos uma reducdo de até 50% no numero total de
contor¢Bes abdominais induzidas por acido acético (MARINHO; HERDY; SA; S. et
al., 2012). Dessa forma, € possivel que o efeito antinociceptivo observado em nosso

trabalho no grupo combinado pode estar potencializado pelo LBT e gel de acai.

Ao analisar a fase proliferativa no 14° DPL, observamos um melhor desempenho
funcional na locomogao dos animais no tratamento combinado, pois os valores do
indice funcional de Aquiles retornaram aos valores proximos de animais controles.
A analise da marcha evidenciou, nesse ponto de tempo, melhora em seu padréo
apenas no tratamento com laser isolado. Esses resultados demonstram a acgao
benéfica do LBT, decorrentes do seu efeito anti-inflamatério e proliferativo ja
descritos anteriormente (NAKAJIMA; NAKAHATA; YAMADA; YOSHIZAWA et al.,
2021), e o possivel efeito sinérgico das duas terapias influenciando positivamente o

desempenho funcional na fase proliferativa de reparo.

Quanto a andlise histoldgica, em nosso modelo experimental, notamos que 0s
grupos que receberam tratamento apresentaram um padrdo histologico

notavelmente melhor, conforme os parametros de melhora ja relatados na literatura
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(MILLAR; SILBERNAGEL; THORBORG; KIRWAN et al.,, 2021). Diferente dos
achados para o grupo LESAO que as caracteristicas histopatologicas
permaneceram com maior desorganizacao celular. Esse dado se confirma com a
pontuacao histopatolégica, o qual foi observado em 14 DPL o reestabelecimento
das caracteristicas histologicas do LESAO+GA e LESAO+LAS+GA para 0s niveis
do CTRL. Embora, o grupo LESAO+LAS tenha permanecido com a pontuaco
elevada, isso pode ser explicado pelo fato de que dentro das seis variaveis
presentes nessa escala, estid a densidade celular que em 14 dias permanece
aumentada devido a fase de reparo proliferativa, e somado a isso, o proprio LBT
induz a proliferacdo e migracdo de mais células para o local de lesdo como bem
descrito pela literatura (FERRARESI; HUANG; DE FREITAS; CARROLL et al.,
2018).

Nossos achados relacionados ao aumento numero de células no grupo
LESAO+LAS corroboram com a literatura, confirmando mais uma vez o papel

proliferativo no LBT potencializado na fase proliferativa de reparo.

Ao quantificar o numero de fibroblasto, verificamos o aumento no numero
dessas células no tratamento com laser isolado em comparacdo ao tratamento

combinado (laser + acai) evidenciando o papel proliferativo da laserterapia.

O laser de baixa poténcia favorece a inducdo da atividade mitética dos
fibroblastos, que estimulam a producdo do fator de crescimento fibroblastico
basico, importante para a proliferacdo e diferenciacao celular. Essas células séo
fundamentais para deposicdo e remodelacdo da matriz extracelular assim como
para a sintese do colageno (SOUZA; CREPALDI; SILVA; SILVA et al., 2017). Salate
e colaboradores, observaram alinhamento fibroblastos de melhor qualidade no
grupo de ratos tratado com laser (660 nm), cuja terapia foi iniciada seis horas apos
a inducado de lesdo no tenddo calcaneo. (SALATE; BARBOSA G FAU - GASPAR;
GASPAR P FAU - KOEKE; KOEKE PU FAU - PARIZOTTO et al., 2005).

Aliado a isso, nossos resultados demonstraram melhor alinhamento das fibras
colagenas com tendéncia a orientacdo em feixes paralelos nos grupos LESAO+GA,

LESAO+LAS, LESAO+LAS+GA em comparaGio ao grupo sem tratamento. Estudos
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relatam que a carga mecanica imposta precocemente ao tecido acelera o
alinhamento das fibras colagenas e a polimerizacéo das fibrilas dentro das fibras de
colageno (ENWEMEKA; SPIELHOLZ NI FAU - NELSON; NELSON, 1988).
Corroborando com nossos resultados funcionais, em que a recuperacdo foi
observada em 7 DPL depositando maior carga mecéanica ao tecido e assim

favorecendo o alinhamento das fibras de colageno.

Ademais, considera-se o alinhamento de fibras coldgenas como efeito positivo
ocasionado pela laserterapia uma vez que estd associado com proliferacdo de
fibroblastos, células responsaveis pela sintese de colageno. Sendo assim, maiores
guantidade de colageno associado ao estimulo mecanico, pode repercutir
positivamente no alinhamento das fibras colagenas (GUERRA FDA; VIEIRA; DOS
SANTOS DE ALMEIDA; OLIVEIRA et al., 2014; PIRES; XAVIER; ARAUJO; SILVA
et al.,, 2011). Importante destacar que em nosso trabalho observamos fibrilas de
colageno com tendéncia ao alinhamento longitudinal em todos os grupos tratados,
dispostas em feixes com um padrdo ondulado, chamado crimp. A estrutura
crimpada é estabelecida durante o desenvolvimento embrionario e desempenha um
papel vital no comportamento mecéanico do tendao, atuando como um amortecedor
durante a sobrecarga mecéanica (HERCHENHAN; KALSON; HOLMES; HILL et al.,
2012).

J& os beneficios do gel de acai podem ser justificados pela prépria composicao
guimica da planta. Seu extrato contém flavonoides e polifendis, responsaveis pela
atividade anti-inflamatéria, antiapoptéticas e antioxidante (MUELLER;
BROCKMUELLER; KUNNUMAKKARA; SHAKIBAEI, 2022).

Em um estudo de Fu et al., a quercetina foi investigada para a cicatrizagao do
tendao patelar em ratos, observou-se que a administracdo das flavonas nédo so
melhorou o estresse dos tenddes em cicatrizacdo, especialmente nos estagios
iniciais, mas também o alinhamento das fibras, a deposicdo de colageno, a
cicatrizacdo e a recuperacao do tendao patelar, sugerindo que eles poderiam ser
eficazes para a melhoria da recuperacao de lesdes no tendao (FU; HUI CW FAU -
LI; LI LC FAU - CHEUK; CHEUK YC FAU - QIN et al., 2005).
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A recuperacdo funcional do tenddo calcaneo estd interligada com a melhor
organizacédo das fibras colagenas no eixo longitudinal restaurando parcialmente a
resisténcia a tracao e a rigidez do tenddo (BREBELS; MIGNON, 2022). Estudos
demonstram que o alinhamento da matriz extracelular e das células residentes do
tendao estédo relacionados com a aumento da tensdo mecanica imposta ao tecido
(ANDARAWIS-PURI; FLATOW; SOSLOWSKY, 2015; LAVAGNINO; WALL;
LITTLE; BANES et al., 2015). O tendao funciona principalmente transmitindo cargas
de tracdo do musculo para 0 0sso, proporcionando estabilidade e maior eficiéncia
no movimento do sistema musculoesquelético. Essa funcdo de transferéncia de
carga provavelmente servirh como estimulo mecanico primario para as células do
tendao. Essas cargas de tracdo sao transferidas para as células do tendao através
de vérios componentes matriz. (BANES; TSUZAKI M FAU - YAMAMOTO;
YAMAMOTO J FAU - FISCHER; FISCHER T FAU - BRIGMAN et al., 1995;
LAVAGNINO; WALL; LITTLE; BANES et al., 2015). Diante do exposto, n0sSsos
resultados estdo com concordancias com esses achados, onde mostramos que a
aplicacéo tépica do gel de acai usados isoladamente ou em combinacdo com o laser
apresentou efeitos positivos no alinhamento das fibras coldgenas e potencializou a
melhora funcional, o que demonstra o papel benéfico da mecanotransducdo no

tecido tendineo.

Em quatorze dias ap0s a lesdo, quando ocorre o pico da fase proliferativa, foi
observado aumento na concentracdo de GAGs em todos os grupos lesionado do
presente trabalho. Como na fase proliferativa ocorre a sintese dos componentes da
MEC ja era esperado o aumento de glicosaminoglicanos em todos 0s grupos
lesionados.

Ressaltamos que € a primeira vez que é estudado a laserterapia e a combinacéo
de gel de acai no tratamento de lesdo do tenddo calcaneo, além desse estudo ser
0 primeiro a investigar as repercussoes funcionais do uso da laserterapia em lesdes
tendineas. Os achados desse trabalho podem auxiliar no desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para melhor regeneracao tecidual, recuperacdo sensorial
e melhora funcional levando em consideragéo o tipo de resposta em cada fase de

reparo.
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5. CONCLUSAO

v

v

A laserterapia melhora o desempenho funcional e o padrdo da marcha na
fase aguda do reparo tendineo.

O tratamento combinado reestabelece a funcionalidade na fase
proliferativa do reparo tendineo.

O tratamento combinado tem efeito antinociceptivos tanto na fase aguda
guanto na proliferativa do reparo tendineo.

O tratamento isolado e combinado com laserterapia e gel de acai melhora
a morfologia macroscépicas do tenddo calcaneo em 14 DPL.

O tratamento isolado e combinado do LBT e gel de acai promovem
melhora no padréo de organizacao tecidual e celular.

A laserterapia promove aumento no numero de células e na proliferacdo
de fibroblastos.

O tratamento isolado e combinado com laserterapia e gel de acai

resultam no melhor alinhamento das fibras colagenas.
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