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RESUMO

Introducdo: Os tendbes estdo suscetiveis a lesbes, sendo o tenddo calcanear
frequentemente lesionado. No, entanto, ha muita controvérsia sobre os tratamentos
das lesdes tendineas. Nesta perspectiva, a utilizacdo do biopolimero de fibrina
heterdlogo (BFH), um agente homeostatico que vem sendo utilizado em diversos
tipos de cirurgias € uma estratégia cirdrgica para o tratamento de lesédo tendinea.
Além disso, o tratamento ndo cirdrgico por meio da utilizagcdo da terapia por
fotobiomodulacdo (TFBM) a laser tem demonstrado ser efetivo no processo de
reparo. Objetivo: Avaliar o efeito do biopolimero de fibrina heter6logo associado, ou
nao, a fotobiomodulacdo no processo de reparo tendineo. Metodologia: Foram
utilizados 84 Rattus norvegicus pertencentes a linhagem wistar. Os animais foram
divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais com N=21 animais em cada:
Controle (GC); Biopolimero de fibrina heterdlogo (BFH); Fotobiomodulacédo (FBM);
Biopolimero de fibrina heterdlogo + Fotobiomodulacdo (BFH + FBM). Os grupos
foram subdividido em 3 periodos experimentias: 7, 14 e 21 dias. Os animais
receberam o BFH imediamente apés a transecc¢ao parcial do tenddo. A FBM iniciou
24 horas a inducédo da lesao e segui-se por 7, 14, 21 dias. Para a FBM foi utilizada o
laser 660 nm,40 mW, 0,23 J e 6 segundos. Foi avaliado o volume do edema,
imediatamente antes da transeccao tendinea; 24 horas ap0s a transeccao tendinea,
no dia da eutandsia, seguindo seus respectivos periodos experimentais. A analise
histopatolégica descritiva e através da escala de Bonar na regido tendinea
transectada parcialmente e a quantificacdo de vasos sanguineos foram realizadas
através das laminas coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). A quantificacdo de
colageno foi realizada através das laminas coradas com Tricrdbmio de Masson.
Resultados: Os resultados do volume do edema demonstraram que, apos 24 horas
da transeccéo parcial do tenddo calcaneo, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos experimentais. Apds os trés periodos experimentais, observou-se que 0s
grupos de tratamento foram eficazes na reducdo do edema quando comparados ao
controle. A analise histologica revelou que FBM teve uma lesdo maior do tendao
apos 7 dias. Porém, nos periodos de 14 e 21 dias, a FBM teve um melhor processo
de reparo em relagdo ao GC, enquanto o BFH e BFH + FBM tiveram um melhor
processo de reparo quando comparado ao GC nos 3 periodos experimentais. A FBM
apresentou maior numero de vasos sanguineos apos 7, 14 e 21 dias. Na
quantificacdo do colageno, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, nos 3
periodos experimentais. Conclusdo: Os achados sugerem que os tratamentos BFH
e FBM, isolados ou associados, foram eficazes na reducdo do volume do edema,
estimulando o processo de reparo. Porém, o uso de BFH sozinho foi mais eficaz na
promocao do processo de reparo do tenddo. Assim, este estudo consolida estudos
anteriores de reparo de tenddo com este novo BFH. Futuros ensaios clinicos serdo
necessarios para validar esta proposta.

Palavras-chave: Lesédo tendinea, Biopolimero de fibrina, Fotobiomodulagéo.
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ABSTRACT

Introduction: The tendons are susceptible to injuries, and the calcaneal tendon is
frequently injured. However, there is much controversy about the treatment of tendon
injuries. In this perspective, the use of heterologous fibrin biopolymer (HFB), a
homeostatic agent that has been used in several types of surgeries and a surgical
strategy for the treatment of tendon injuries. In addition, non-surgical treatment using
laser photobiomodulation therapy (PBMT) has been shown to be effective in the
repair process. Objective: To evaluate the effect of heterologous fibrin biopolymer
associated or not with photobiomodulation in the tendon repair process.
Methodology: 84 Rattus norvegicus belonging to the Wistar strain were used. The
animals were randomly divided into 4 experimental groups with N=21 animals in
each: Control (CG); Heterologous fibrin biopolymer (HFB); Photobiomodulation
(PBM); Heterologous fibrin biopolymer + Photobiomodulation (HFB + PBM). The
groups were subdivided into 3 experimental periods: 7, 14 and 21 days. The animals
received HFB immediately after partial tendon transection. PBM started the lesion
induction for 24 hours and was followed for 7, 14, 21 days. For PBM, a 660 nm, 40
mW, 0.23 J and 6 second laser was used. The volume of the edema was evaluated,
immediately before the tendon transection; 24 hours after tendon transection; on the
day of euthanasia, following their respective experimental periods. The descriptive
histopathological analysis and through the Bonar scale in the partially transected
tendon region and the quantification of blood vessels were performed using slides
stained with Hematoxylin and Eosin (HE). Collagen quantification was performed
using slides stained with Masson's trichrome. Results: The results of the edema
volume showed that, 24 hours after partial transection of the calcaneus tendon, there
was no statistical difference between the experimental groups. After the three
experimental periods, it was observed that the treatment groups were effective in
reducing edema when compared to control. A histological analysis revealed that
PBM had a major tendon injury after 7 days. However, in the periods of 14 and 21
days, the PBM had a better repair process compared to the GC, while the HFB and
HFB + PBM had a better repair process when compared to the GC in the 3
experimental periods. PBM showing a greater number of blood vessels after 7, 14
and 21 days. In the quantification of collagen, there was no statistical difference
between the groups, in the 3 experimental periods. Conclusion: The results
obtained with the HFB and PBM treatments, granted or associated, were effective in
reducing the volume of the edema, stimulating the repair process. However, the use
of HFB alone is more effective in promoting the tendon repair process. Thus, this
study consolidates previous studies of tendon repair with this new HFB. Clinical
futures will be included to validate this proposal.

Keywords: Tendon injury, Fibrin biopolymer, Photobiomodulation.
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DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTOS

A pesquisa em questdo teve como objetivo geral avaliar o efeito do biopolimero de
fibrina heterélogo associado, ou ndo, a fotobiomodulacdo no processo de reparo
tendineo. Os resultados relacionados ao edema apoés 24 horas da cirurgia, ndo teve
diferenca estatistica entre os grupos experimentais. Apos 7, 14 e 21 dias observou-
se que os grupos tratados com o biopolimero e a fotobiomodulagdo reduziram o
edema comparado ao grupo controle. A analise histolégica revelou que os animais
qgue usaram o biomaterial tiveram melhor processo de reparo tendineo nos 3
periodos experimentais. Na quantificacdo do colageno, ndo houve diferenca
estatistica entre 0s grupos, nos 3 periodos experimentais. Os achados sugerem que
os tratamentos com biopolimero e fotobiomodulacéo, isolados ou associados, foram
eficazes em reduzir o volume do edema, estimular o processo de reparo. No
entanto, o uso do biopolimero isoladamente, teve a maior eficacia em promover o
processo de reparo tendineo.
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1 INTRODUCAO

As lesBes musculoesqueléticas causam um 6nus significativo para a sociedade
e podem ter um impacto consideravel na morbimortalidade do paciente. As lesdes
nos tecidos moles, incluindo tendao e ligamentos, representam 50 % dessas lesdes
(JAMES et al., 2008). Os tendbes sao estruturas alongadas, formadas por tecido
conjuntivo denso e modelado que transmitem forca de contracdo muscular ao tecido
0sseo para que ele possa produzir o movimento ou simplesmente manter sua
postura. Este tecido & formado predominantemente de colageno, do tipo I,
produzidos por tendcitos e apresentam a estrutura de hélice tripla que se alonga
guando é submetida a forca ténsil (resisténcia ao estiramento), ofertando ao tendao
as suas propriedades mecanicas (FRAUZ et al., 2019; VOLPI, 2016).

Devido sua complexa estrutura altamente organizada, os tenddes séo capazes
de suportar grandes cargas e estrese (THORPE et al., 2016). Os grandes tenddes
que apresentam uma alta demanda de carga, como o tenddo -calcaneo,
normalmente sdo 0s mais acometidos e estas lesfes tendineas estdo entre os
problemas ortopédicos mais comuns (KARAASLAN et al., 2016). Essa organizacao
permite o tenddo calcaneo carrear a forca de tensdo do musculo gastrocnémio e
sb6leo até o osso calcaneo realizando o movimento de flexdo plantar. Durante a
realizacdo de um esforco fisico essa tensdo € multiplicada e podem provocar lesao
(BOGAERTS et al., 2016; EGGER; BERKOWITZ, 2017). Assim, as evidéncias
sugerem que o tenddo é suscetivel a diversos traumas como as micro lesées ou
overuse (traumas de baixa energia) ou macros lesdes (traumas de alta energia) por
gue podem acarretar a lesées agudas, crénicas e/ou ruptura parcial/total (KRAEMER
et al., 2012).

O tratamento de lesbes em tendao, por muito tempo foi fundamentado em
técnicas cirdrgicas, sejam elas por técnicas minimamente invasiva ou aberta e em
técnicas nao cirargicas (conservadoras). O tratamento cirdrgico é a técnica mais
escolhida, pela maioria dos especialistas, por apresentar uma menor taxa de
reincidéncia da lesdo, contudo as intervencdes cirurgicas tornam possivel o risco de
infeccéo, formacao de queloide e lesdo nervosa (DENG et al., 2017; MEULENKAMP
et al., 2018; STAVENUITER et al., 2019).
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Nesta perspectiva, diversas estratégias tém sido estudadas, com a finalidade
de acelerar o reparo tendineo, dentre eles, a utilizacdo de um biopolimero de fibrina,
que € um agente hemostético que pode ser utilizado em varios tipos de operacdes e
tem a capacidade de promover a adesdo, estabilidade tecidual, aceleracdo da
cicatrizacdo do tecido e controle de sangramento durante cirurgias, dentre outros
(DE BARROS et al., 2016).

O biopolimero de fibrina heter6logo (BFH) € composto por um crioprecipitado
extraido do sangue de bufalo (Bubalus bubalis) associado a uma enzima tipo
trombina, chamada protease serino protease extraida do veneno de cobra cascavel
(Crotalus durissus terrificus). Sabe-se que a enzima do tipo trombina, na presenca
de célcio, atua sobre a molécula de fibrinogénio transformando-o em mondémeros de
fibrina, formando um coagulo estavel com efeitos adesivo, hemostético e selante
(FERREIRA et al., 2017; FRAUZ et al., 2019; KRYUKOVA et al., 2018).

O selante de fibrina heterdlogo pode ser utilizado em procedimentos cirlrgicos
como um método eficiente para substituir as suturas convencionais, tornando o
processo menos invasivo e ainda pode controlar o sangramento, logo pode diminuir
o tempo de recuperacao e aumentar a taxa de sucesso (FERREIRA et al., 2017; HE
et al.,, 2013). Sua eficacia tem sido demonstrada em diversos tecidos como, por
exemplo, no reparo de feridas cirurgicas (PERES, 2014), cartilagem (DE BARROS et
al., 2016), na reducdo de hematoma e complicacdes em lifting facial (GIORDANO et
al., 2017), no tratamento do sistema nervoso apos lesbes e doencas (BISCOLA et
al., 2017) e no tratamento de transeccédo do tenddo (FRAUZ et al., 2019).

Um recurso que vém amplamente sendo investigado e tém demonstrado
resultados efetivos é a terapia por fotobiomodulacdo (TFBM). Esta terapia pode ser
definida como o uso de fontes de luz n&o ionizantes para fins terapéuticos
(VAGHARDOOST et al., 2018). A acdo da TFBM é baseada na absorcdo da luz
pelos tecidos, o0 que resulta em uma expressdo aumentada de trifosfato de
adenosina (ATP), producdo de oxigénio molecular e fatores de transcricdo (DE
FREITAS; HAMBLIN, 2016). Esses efeitos podem aumentar a sintese de DNA, RNA
e proteinas reguladoras do ciclo celular, promovendo a proliferacdo celular
(HAMBLIN, 2018). Além disso, a TFBM modula a expresséo de alguns mediadores
inflamatorios, estimula fatores angiogénicos e a producdo de colageno,

desempenhando assim, um papel essencial no processo de reparo (TIM et al.,
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2016a). Assim, essa modalidade terapéutica tem sido utilizada para estimular o
reparo tendineo (DE MATTOS et al., 2014; NATERSTAD et al., 2018).

Apesar dos dados encorajadores sobre os efeitos potenciais da TFBM e do
BFH no reparo tecidual, o tratamento de ruptura de tenddo ainda ndo € totalmente
compreendido. Assim, o presente estudo hipotetizou que a utilizagcdo do biopolimero
de fibrina heterdlogo associado ou ndo a aplicacao de terapia por fotobiomodulagéo

atuam de forma positiva no processo de reparo tendineo.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do biopolimero de fibrina heter6logo associado ou nédo a
fotobiomodulacao no processo de reparo tendineo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a eficacia dos tratamentos, biopolimero de fibrina heterélogo e
Fotobiomodulacéo, isolados ou associados, na reducdo do edema apdés leséo
parcial do tend&o calcaneo;

e Quantificar colageno total nos tendfes tratados com biopolimero de
fibrina heterdlogo, fotobiomodulagéo e associacao dos tratamentos;

¢ Quantificar vasos sanguineos nos diferentes grupos;

e Avaliar alterac6es morfolégicas no local da leséo;

e Avaliar a influéncia dos tratamentos na cinética de reparo tendineo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Lesao Tendinea

A composicdo dos tenddes é bastante organizada, a fim de permitir que forcas
de grande magnitude possam convergir do masculo para 0S 0SS0S e assim possam
gerar movimentos ou permanecem estaticos. Sua organizacao (Figura 1) se deve a
acao mutua entre as células locais e a matriz extracelular (MEC), que por sua vez é
composta de fibroblastos (células que sintetizam as proteinas de colageno e
elastina), agua (70%), colageno tipo | (entre 90% e 95%), colageno tipo Il (entre 1%
e 5%) e elastina. Os tecidos conjuntivos epitenénio e endotendnio, agrupam e
circundam as fibras dos tenddes, a fim de permitir que ocorra movimento sem atrito
entre elas, além do que fornecem vasos sanguineos, nervos e vasos linfaticos para
as estruturas mais profundas do tendé&o, desta forma suas propriedades mecanicas
sao preservadas e previnem lesdes (LIN; CARDENAS; SOSLOWSKY, 2004).

Figura 1 - Organizagéo hierarquica do tend&o.
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Notas: O alinhamento do coldgeno é baseado na organizacdo em fasciculos, fibras e fibrilas. Os
tendcitos, diferenciados terminalmente dos tenoblastos, sdo o principal componente celular dos

tenddes. Fonte: Docheva et al. (2015) e Nourissat; Berenbaum; Duprez (2015).

As lesbes tendineas podem ocorrer em consequéncia de traumas repetitivos,
devido ao atrito anormal contra superficies 0sseas, podem ser provenientes de
traumas contundentes, por exemplo, em decorréncia de acidentes, aléem de lesdes

por infec¢des, esses traumas podem provocar uma ruptura parcial ou total do tendao
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caracterizando-se por inflamacdo e alteracdes degenerativas (BOGAERTS et al.,
2016). As lesbBes mais frequentes ocorrem no manguito rotador, o tibial posterior,
tenddo patelar e tendao calcaneo (DOCHEVA et al., 2015). As lesdes tendineas
podem gerar uma incapacidade de varios meses na &rea afetada e resultar em uma
estrutura mais fraca posteriormente a lesdo e, portanto ficar susceptiveis a
reincidéncias (NOURISSAT; BERENBAUM; DUPREZ, 2015).

Varios séo os fatores que influenciam na predisposi¢do das lesfes tendineas,
idade, sexo, doencgas, fatores hereditarios, além € claro do alto estresse provocado
durante a pratica de exercicios (DOCHEVA et al., 2015). Além do impacto emocional
e na reducdo de qualidade de vida provocados por este tipo de lesdo, no que se
refere a impossibilidade de realizar as atividades da vida diaria (AVDs), existe
também o aspecto financeiro, que deve ser levando em conta, uma vez que esse
acometimento constantemente leva ao afastamento do trabalho, perda de
produtividade, seguido de custos elevados no tratamento, levando-se em conta
custos médicos e ambulatoriais, sessbes de fisioterapia, aplicacdo de corticoides
entre outros, gerando elevado gasto, entre £ 20.000,00 e 30.000,00 em libras
esterlinas, durante o periodo da realizacdo da pesquisa (HOPKINS et al., 2016).

As lesbes tendineas pedem ser provenientes de micro lesdes, traumas
contusos ou uma combinac¢éo entre os dois (THOMOPOULOS et al., 2015). As micro
lesbes sdo decorrentes de micro traumas repetitivos e prejudica a estrutura do
tendao, uma vez que, ndo da tempo o suficiente para que ocorra 0 mecanismo de
reparo e podem ser induzidos por constante ativagdo muscular e producao de forca
nao uniforme. As alterac6es degenerativas causadas por micro traumas pode ser um
agravante no caso de ocorréncia de traumas contusos (NAKAMA, et al., 2007).

Embora o reparo tendineo esteja relacionado a localizacdo e gravidade da
leséo, a regeneracédo do tecido tendineo envolvem varias etapas de cura e envolve a
producdo de fatores mdultiplos de crescimento celular (LIN; CARDENAS;
SOSLOWSKY, 2004). Logo apos a lesdo aguda dos tenddes ocorre a liberacdo de
moléculas sinalizadoras das células intrinsecas e a formacdo de hematoma. Com
isso vai haver a liberacdo de citosinas pro-inflamatoérias que vao atrair as células
inflamato6rias para a lesdo a fim de quebrar o coagulo sanguineo e o tecido

necrosado.
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Apos a lesdo também ocorre a aglomeracao de células sanguineas chamadas
neutrofilos, que sdo responsaveis pela defesa do organismo no caso de infec¢des ou
inflamacgBes. Os macrofagos se responsabilizam por fazer a remocéo das células
circundantes (fagocitose), além de auxiliar na proliferacdo de fibroblastos e
angiogénese, que sintetizardo e entregardo DNA, Colageno tipo Ill e assim dar inicio
a geracdo de uma nova matriz extracelular. Neste momento os macrofagos e
neutrofilos liberam novamente citosinas que fazem a transicdo desta primeira fase
para a proxima fase (SHARMA; MAFFULLI, 2005; WOO, 2009).

A segunda fase, chamada de proliferativa, se caracteriza por uma
desorganizacao do tecido depositado e uma maior concentracdo de colageno tipo lll,
DNA, proteinas, que tem o papel de regular a angiogénese, a migracao celular,
promover a neovascularizacéo e a diferenciacao de células-tronco, preparando toda
a estrutura para a fase subsequente. Nesta segunda fase, especificamente em
relacdo ao tenddo, ocorre a proliferacdo dos tendcitos do epitenddo e do
endotenddo. A partir do terceiro até o sétimo dia apds a lesdo tendinea, a
proliferacdo se mantém elevadas devido a migracdo de células intrinsecas. Os
tenoblastos, células que dardo origem aos tendcitos, localizadas no epitendéao,
iniciam o processo de reparacdo. Ostendécitos também contribuem na proliferacéo
através da producédo de fibras de coladgeno mais larga. A producdo de diferentes
tipos de colageno e a funcéo dos tendcitos é influenciada de acordo com o tipo de
leséo, sua localizagdo anatdomica e de acordo com a presenca de membrana sinovial
(YOUNGSTROM; BARRETT, 2016; WALDEN et al., 2017).

A terceira fase é a da remodelacdo, que pode levar anos, e caracteriza-se
pela transi¢do do colageno tipo Il para o tipo | através dos fibroblastos, regulacéo da
proteinase, degradacao e reorganizacao do coladgeno (SHARMA; MAFFULLI, 2005).
Nesta uUltima fase serd gerado um tendéo estruturalmente semelhante ao original, no
entanto, mecanicamente terd desempenho inferior e maior possibilidade de sofrer
novas lesdes, se comparado ao original (MOLLOY; WANG; MURRELL, 2003).

O tendao calcaneo, assim como os demais € composto hierarquicamente de
fasciculos, fibras e fibrilas, sua capacidade depende da direcdo em que for medida,
mas é o mais resistente e vulneravel do nosso corpo, podendo suportar uma tensao,
durante as atividades, cargas superiores a 356,9 Kg (FREEDMAN; GORDON;
SOSLOWSKY, 2014) ou de 5,1 a 10,2 Kg/mm de tracao (VIIDIK, 1969). O tendé&o



22

calcaneo possui cerca de 15 cm de comprimento, se origina no meio da panturrilha e
se insere no 0sso calcaneo, formando-se pela unido dos dois tenddes do musculo
s6leo e do tenddo do musculo gastrocnémio. Mesmo com toda a capacidade de
suportar grandes tensdes, o tendao calcaneo é frequentemente afetado por lesdes,
sendo na maioria das vezes (75%) durante a pratica de exercicios fisicos, em
homens entre 30 e 40 anos (LONGO et al., 2013; PEEK; MALAGELADA,; CLARK,
2016).

Assim como os demais tenddes, o calcdneo pode apresentar lesbes ou
rupturas, de forma aguda (micro lesdes) com capacidade de recuperacao mais curta
ou cronica (macro lesdes) quando o tempo de recuperacdo € maior que 6 semanas
(SHARMA; MAFFULLI, 2005). As formas de tratamento do tend&o calcaneo devem
ser de acordo com as caracteristicas individuais do paciente e levando em
consideracéo seu estilo de vida, podendo ser cirdargico e ndao cirargico, ndo havendo
consenso entre a melhor forma de tratamento (KARAASLAN et al., 2016).

Os tratamentos ndo cirdrgicos consistem na imobilizacdo do tendao calcaneo
até a cicatrizagcdo, no entanto esse tipo de tratamento estd associado a uma maior
taxa de re-ruptura, cerca de 13% (HUTCHISON et al., 2015). No que refere ao
tratamento cirdrgico, ocorre menos atrofia da panturrilha, além de melhor
desempenho e uma taxa de re-ruptura menor. Um fator negativo relacionado ao
tratamento cirargico esta associado a um risco aumentado de provocar avarias
superficiais na pele e problemas de ferimentos, que por sua vez podem se
minimizados com aplicacdo de medicamentos superficiais, seguidos de reabilitacdo
superficial (VOLPI, 2016).

3.2 Biopolimero de Fibrina Heterélogo

O selante de fibrina trata-se de um composto de fibrinogénio e trombina, usado
primeiramente como hemostatico em 1909 na Alemanha por Bergel, posteriormente
em 1940 foi usado por Young e Medawar como adesivo associando fibrinogénio
autdlogo e trombina. Em 1972, Matras usou o fibrinogénio (Figura 2) concentrado
como adesivo (BUCHAIM et al., 2019; SPOTNITZ, 2014). Por ser homeostatico o
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selante de fibrina tem a capacidade de coagular o sangue, também consegue atuar
como barreiras de contencdo impedindo o vazamento de liquidos de uma estrutura
por ser selante, e considerado adesivo cirargico, j& que consegue unir tecidos
(SPOTNITZ, 2010).

Figura 2 - Estrutura do Fibrinogénio.
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Fonte: TROVATTI et al., 2016. Biopolimeros: aplicacdes farmacéutica e biomédica. Eclética Quimica
Journal, vol. 41, 1-31, 2016.

O uso do selante de fibrina mencionado até entéo, tem como composi¢do uma
mistura de fibrinogénio humano e trombina que era aplicada a qualquer area
afetada. Em 1970, os principios basicos para a extragdo dos componentes
crioprecipitados ricos em fibrinogénio ja eram conhecidos e comercializados,
passando a ter como composi¢cao o crioprecipitado humano rico em fibrinogénio,
trombina bovina e como diluente o cloreto de calcio. No entanto, no fim da década
de 1978 a agéncia federal do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos
Estados Unidos, o Food and Drug Administration (FDA), responsavel pela
administracdo de alimentos e medicamentos suspendeu a comercializagdo do
produto por conta da possibilidade de transmissao de doencgas infectocontagiosas,
isso devido ao composto fibrinogénio ser de origem humana (FERREIRA et al.,
2017). Entretanto, em 1998, duas formas de selantes foram novamente licenciadas
no mercado americano. Assim, 0s selantes comerciais passam por um tratamento
para inativar virus e evitar transmissdao de doencas, como a pasteurizacao,
aguecimentos a vapor e solventes. Contudo, o uso de solventes pode néo ser efetivo

naqueles virus que nao possuam lipidio no seu envelope (SPOTNITZ, 2010).
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O selante de fibrina € um biomaterial que mimetiza o final da cascata de
coagulacéo, assim como todo biomaterial eles podem ser classificados em aut6logo,
obtidos do préprio doador. Este pode ser o mais indicado, pois ndo h& risco de
transmissdo de doenca. Porém, € inviavel em cirurgias emergenciais, e a
necessidade da autodoacdo alguns dias prévios ao seu uso pode aumentar a
possibilidade de transfusdo sanguinea no momento do procedimento operatorio. Tal
situacd@o poderia ser solucionada utilizando o selante homologo, ou seja, obtidos de
individuos da mesma espécie do receptor. No entanto, este tipo de selante é
extensivamente testado pela possibilidade de transmissdo viral. Desta maneira,
apesar de cuidados na inativacdo viral em sua producéo, ainda permanece 0 risco
de transmissdo de doencgas. Por fim, o selante de fibrina pode ser de origem
heterdlogo, obtidos de espécie diferente do receptor (LE NIHOUANNEN et al.,
2006).

Diante do exposto e com o intuito de resolver o problema de transmisséo de
doencas observada nos selantes de fibrina autélogo e homologo o Centro de
Estudos de Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP), pertencente a Universidade
do Estado de Sao Paulo (UNESP) comecaram os estudos para o desenvolvimento
de um novo selante com diferentes elementos, mas ainda com a finalidade de
acelerar o reparo tecidual (FERREIRA et al., 2017).

Este selante de fibrina heterdlogo imita a etapa final da cascata de coagulacao,
devido a sua composi¢ao possuir uma enzima chamada serino protease, incluindo a
giroxina semelhante a trombina (Figura 3), que pode ser extraida do veneno de
serpente da espécie Crotalus durissus terrificus, essa enzima atua sobre a molécula
do fibrinogénio que na presencga do calcio sdo transformadas em mondémeros de
fibrina, essa acdo promove a formagdo de um coagulo estavel e produz efeito
selante, adesivo e homeostéatico. Além do mais, tem uma concentracdo rica de
fibrinogénio em diferentes formas (fator VIII, fator de Willebrand, fator Xl e
fibronectina) extraido do sangue de Bufalo Bubalino Bubalus. Ainda, € importante
destacar que o criopreceptado extraido do sangue de bufalo apresenta os maiores
niveis de fibrinogénio quando comparado aos de humanos, bovinos, ovinos e
equinos, tornando o selante de fibrina heter6logo um produto muito mais seguro,
além de ser também mais barato (BUCHAIM et al., 2019; FERREIRA, 2014,
FERREIRA et al., 2017; GOGULANATHAN et al., 2015; SPOTNITZ, 2014).
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Figura 3 - Estrutura da Trombina.
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Sua vasta aplicacdo clinica deve-se basicamente as suas propriedades
quimicas, com destaque para sua capacidade de adesdo, biodegradabilidade e
biocompatibilidade. Considerando todas as propriedades descritas para este
bioproduto, que vai além da capacidade adesiva, o nome “selante” foi reconsiderado
e foi recentemente chamado "Biopolimero de fibrina" (BUCHAIM et al., 2019).

O primeiro estudo que utilizou o biopolimero de fibrina heterélogo (BFH),
produzido pelo CEVAP, foi um experimento desenvolvido em laboratério por luan et
al., (1995). Os autores atestam a eficiéncia deste biopolimero no tratamento de
nervos periféricos, contribuindo para sua melhor aderéncia e regeneracdo. Ainda,
investigando os efeitos do BFH em nervos periféricos, Biscola et al. (2017), através
de uma reviséo de literatura, sobre as multiplas utilizacdes do biopolimero de fibrina
heterélogo no reparo do sistema nervoso demosntraram que ambos os biopolimeros
foram excelentes para promover a coaptacdo dos nervos periféricos, assim
promoveram a neuroprotecdo e regeneracado de axonios motores e sensoriais. No

entanto, os autores destacam que o biopolimero de fibrina heterélogo, do CEVAP,
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tenha apresentado ser mais facil de manusear no momento da cirurgia. Da mesma
forma, Leite et al. (2019) em seus experimentos observaram que o BFH pode ser
uma opc¢ao de tratamento na reconstru¢cdo nervosa, apos lesdo do nervo periférico.
Uma vez que, demonstraram que o uso do biopolimero de fibrina heterélogo
associado a sutura convecional promoveu o restabelecimento do impulso nervoso,
além da regeneracdo axonal. Ainda, os autores sugerem que esta terapia pode
reduzir o numero de ponto de sutura, reduzindo assim trauma causado pela agulha
do fio de sutura, que consequentemene pode acelerar a prética cirurgica.

Os efeitos do biopolimero de fibrina heterdlogo em lesdes de pele também
foram investigado. Rahal et al., (2004) realizaram enxerto de pele (4 x 4 cm) em
cées. Entdo, os autores dividiram os enxertos em dois grupos: apenas suturados
com muitos pontos de suturas e enxerto que receberam biopolimero de fibrina
heter6logo em seu leito receptor e receberam apenas 8 pontos de suturas para fixar
o enxerto. O enxerto que recebeu BFH mostrou caracteristicas histologicas
semelhantes ao enxerto suturado. No entanto, o reparo tecidual no segundo grupo,
foi mais pronunciado, além de apresentar mais células e um maior numero de fibras
colagenas na camada papilar da derme. Seu uso também teve um importante efeito
na reducdo do tempo de cirurgia, pois minimizou a uso de materiais de sutura, o que
€ uma vantagem especialmente para pacientes com alto risco cirargico.

Menezes et al.,, (2015) avaliaram o reparo de defeitos cranianos, apos
aplicac@o de enxerto e adicdo com biopolimero de fibrina heter6logo e hidroxiapatita
em ratos. Assim os animais foram divididos em quatro grupos, o primeiro sem
enxerto, o segundo tratado com hidroxiapatita, o terceiro com BFH e um quarto
grupo associando hidroxiapatita e BFH. O resultado demonstrou que o biopolimero
de fibrina heter6logo é biocompativel com o tecido 6sseo, pois ndo foi observada
inflamacdo e houve uma integracdo entre o tecido vivo e o implante, jA que o
biopolimero é formado por uma rede de fibrilas interpostas e porosas.

O potencial osteogénico do biopolimero de fibrina heterdlogo € destacado no
tratamento de defeitos O0sseos. Cassaro et al., (2019) avaliaram o potencial de
reparo do fosfato de calcio em conjunto com o biopolimero de fibrina associado ou
nao as células tronco mensequimais em ratos submetidos a defeito 6sseo femoral.
Todos os animais foram submetidos a um defeito 6sseo de 5 mm no femur. Em

seguida, foram dividos em cinco grupos aleatorizados, grupo controle, grupo fosfato
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de calcio biofasico, grupo biopolimero de fibrina + fosfato de calcio biofasico, grupo
biopolimero de fibrina + células tronco mesenquimais e grupo biopolimero de fibrina
+ fosfato de célcio biofasico + células tronco mesenquimais. Apos 30 e 60 dias, 0s
animais foram submetidos a tomografia computadorizada e ap6s serem eutansiados
foi realizada uma analise por microscopia eletronica de varedura e analise
histologica. Os autores, concluiram que o biopolimero de fibrina € um excelente
candidato para arcaboucos em terapia de reparo 0sseo, por ser de facil aplicacéo,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e possuir propriedades bioativas.

Pesquisando sobre o tratamento de defeitos dsseos, De Oliveira et al., (2020),
avaliaram o efeito do biopolimero de fibrina associada com enxerto ésseo em tibias
de ratos. Em seu estudo os animais foram divididos em 4 grupos com 10 animais em
cada grupo e em cada animail foi realizado um defeito 6sseo de 2 mm no terco
proximal da tibia. Os grupos foram distribuidos como grupo controle, animais
tratados com biopolimero de fibrina, tratados com enxerto autolégo e tratados com
biopolimero de fibrina e enxerto autolégo. Apds analise macroscépica, tomografia
computadorizada e densitometria mineral éssea, concluiu-se que o uso do
biopolimero de fibrina heter6logo estimulou o crescimento 0sseo, aumentou a
densidade 6ssea e o conteido mineral, além da boa interagdo com 0 enxerto 0sseo
autologo.

Foi sugerido o uso do biopolimero de fibrina heterélogo como arcabouco para
células troncos. Em um estudo in vitro, demonstrou-se que este biopolimero é capaz
de manter a viabilidade celular sem interferir na sua deferenciacdo (GASPAROTTO
et al., 2014). Entdo, em um estudo in vivo, Orsi et al., (2017) avaliaram o
desempenho do biopolimero de fibrina heter6logo como um arcabouco, ou seja, para
carrear células-tronco mesenquimais em defeitos criticos de fémur de ratas
osteoporéticas. Nesse estudo, os resultados demonstraram que os defeitos 6sseos
que receberam o arcabouco de biopolimero de fibrina heter6logo com células
apresentaram maior formacdo Ossea no local, quando comparado ao controle.
Sugerindo que o biopolimero de fibrina heterélogo serviu de suporte e carreaou as
células até o local da lesé&o.

O biopolimero de fibrina heterélogo também teve seu efeito pesquisado no
tratamento de lesdo tendinea, sendo utilizado apenas o selante ou associado a

células tronco. Dois estudos publicados no mesmo ano, ambos de Ferraro et al.,
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(2005)a e Ferraro et al., (2005)b, avaliaram o efeito do biopolimero de fibrina
heter6logo no tenddo de cédes. O primeiro avaliou a forca do tecido reparado
tendinea e o segundo estudo verificou a sua capacidade de promover reparo. Em
ambos os estudos os animais foram divididos em trés grupos avaliados apoés 7, 15 e
30 dias. No que se refere a forca de do tecido tendineo neoformado as propriedades
biomecanicas avaliadas foram, limites de elasticidade, carga maxima, rigidez e
resiliéncia. O resultado demosntrou que o biopolimero impediu a formacgéo excessiva
de aderéncia e permitiu um aumento prograssivo da resisténcia para obtencdo de
forca maxima e tracdo e deformacbBes permanentes. No segundo estudo foi
detectado que o uso do biopolimero modula a inflamacé&o ap6s 7 dias, facilitando os
estagios de maturagéo do processo de reparo do tendao.

Frauz et al.,, (2019) investigaram o biopolimero de fibrina heterélogo no
tratamento de tenddo lesionado parcialmente associado, ou ndo, a células tronco.
Os autores observeram que o biopolimero de fibrina heter6logo € uma boa opc¢éo de
uso como arcabouco no tratamento de lesdo tendinea, pois foi mais eficiente em
promover o reparo tecidual, seguindo pelo arcabouco de biopolimero associado a
células tronco. Assim, 0s autores sugerem gue mais pesquisas sao necessarias para
investigar se esta organizacao tecidual encontrada no arcabouco de biopolimero de
fibrina heterdlogo ird melhorar a biomacanica dos tenddes em longo prazo.

Conforme exposto acima, foram realizadas experiéncias em diferentes tecidos
e animais. Assim, o biopolimero de fibrina heter6logo vem sendo amplamente
pesquisado em diversas areas e demonstrando bons resultados (SARTORI FILHO
et al.,, 1998; LEITE et al., 2000; CHALHOUB et al., 2000; RAHAL et al., 2004; de
BARROS, et al., 2016; FLORIANO et al., 2016; ORSI et al., 2017; SPEJO et al.,
2018).

Além da aplicacdo em modelos animais, ensaios clinicos utilizando o
biopolimero de fibrina heterdlogo foram iniciados em 1999. A primiera aplicacdo do
biopolimero de fibrina heterélogo em humanos comparou sua efetividade com a
sutura convencional na regido nasolabial. O enxerto de pele da prega nasolabial
direita foi realizado utilizando biopolimero de fibrina heterélogo, enquanto que a
dobra nasolabial esquerda foi suturada. A avaliagdo comparativa de ambas as areas
Nno mesmo paciente mostrou eritema e edemas nas areas suturadas, enquanto

deiscéncia e exsudacao foram observadas nas areas que receberam o selante 48
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horas apds a cirurgia. A avaliacdo estética da formacéo de cicatriz foi excelente para
a area que recebeu selante e bom para a area suturada. Assim, 0s autores
demonstraram, a capacidade adesiva e de repacéo deste biopolimero (STOLF et al.,
1999).

Ensaios clinicos realizados por Gatti, (2009) utilizou o biopolimero de fibrina
heter6logo, pela primeira vez, para tratar Ulceras venosas cronicas. Os
pesquisadores avaliaram o0 processo de reparo cutdneo e concluiram que a
aplicacéo de biopolimero de fibrina heterélogo pode contribuir para o processo de
reparo de feridas. Em, Abbade et al., (2015), utilizaram o biopolimero de fibrina
heter6logo em uma fase de ensaio clinico | / Il, tratando 31 pacientes com feridas
venosas. Eles concluiram que o biopolimero era seguro para o tratamento de feridas
venosas cronicas.

O biopolimero de fibrina heter6logo também tem sido utilizado na éarea
odontologica. Barbosa; Gregh; Passanezi, (2007) estudaram 15 pacientes néo
fumantes que precisavam enxertos gengivais bilaterais ao redor da area mandibular.
Eles concluiram que o biopolimero € uma alternativa ao adesivo de fibrina tradicional
e pode representar uma alternativa as suturas em cirurgia periodontal. Além disso,
Chiquito (2007) comparou o biopolimero de fibrina heterdlogo e sutura convencional
em defeitos gengivais. Os achados demonstraram que o biopolimero é tao eficiente
guanto o tratamento tradicional.

Diante do exposto, o biopolimero de fibrina heter6logo apresenta uma ampla
aplicabilidade na préatica médica (BARROS et al., 2009), odontologia (BUCHAIM et
al., 2016), medicina veterinaria (DE BARROS et al., 2016; DE OLIVEIRA et al., 2020;
DE OLIVEIRA ROSSO et al., 2020). Além disso, o biopolimero de fibrina heterélogo
apresenta varias vantagens tais como: nao apresentar risco de transmissédo viral,
processo de producdo rapido; embora ndo esteja sendo comercializado ainda,
devido a matéria prima, apresenta baixo custo em relagdo biomaterial
comercializado (Tissucol Tissel Duo - 2ml), que é vendido por R$ 657,84; potencial
para agir como biomateriais e/ou um arcabouco para células e/ou como um novo
sistema de entrega de medicamento (FERREIRA et al., 2017; GASPAROTTO et al.,
2014). Esses resultados evidenciam o potencial uso do biopolimero de fibrina
heter6logo no tratamento de diversas condi¢des, especialmente no que se refere, no

seu potencial para promover o reparo tecidual.
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3.3 Terapia por Fotobiomodulagao

O fisico Theodore Maiman criou o primeiro laser em 1960, e trés anos depois 0
médico Leon Goldman foi o primeiro a usar em lesdes de pele. Entdo, em 1964
Endre Mester professor e presidente do 2° Departamento Cirdrgico da Faculdade de
Medicina de Budapeste na Hungria, hoje conhecido como o pai da
fotobiomodulacao, se interessou na aplicacao clinica para tratamento do melanoma.
No entanto, o tratamento com a utilizagdo do laser de rubi, realizado por Mester em
um paciente com melanoma, ja em estado avancado, ndo obteve bons resultados. A
partir dai, Mester passou a investigar os efeitos colaterais do laser de baixa poténcia,
quando aplicados na pele, comprovando que ndo ha relacdo entre a aplicacdo do
laser e efeito carcinogénico. Mester também foi o primeiro a documentar os efeitos
estimulantes e inibitérios do laser. Ele realizou a aplicacdo repetida de laser de rubi
com baixa poténcia na pele depilada de rato. Surpreendentemente, o pelo do animal
comecgou a crescer mais rapido na area irradiada da pele em comparacdo com a
pele ndo irradiada. No entanto, quando a irradiagdo com laser foi aplicada na pele,
com uma poténcia mais elevada, o pelo ndo cresceu mais, em contrapartida na area
nao irradiada foi observado o crescimento normal do pelo (DE FREITAS; HAMBLIN,
2016; MESTER; MESTER, 2017).

O termo Laser é um acrdonimo para Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation e tem como significado Amplificacdo da Luz por Emisséo Estimulada de
Radiacdo. A luz Laser apresenta caracteristicas especiais que as diferenciam de
outras fontes luminosas e que estado relacionadas ao processo de sua producéo, ou
seja, emissdo estimulada de radiagédo, tais como coeréncia e colimagdo (DE
MATTOS et al., 2014). O laser apresenta seus fotons organizados e assim emitem
apenas um comprimento de onda, permitindo que haja coeréncia, ou seja, os fotons
gue emanam dele tém a mesma amplitude e frequéncia. Além disso, o laser possui
colimacao, sendo assim a divergéncia de luz é insignificante e seus feixes sao
paralelos e seguem em uma Unica direcdo. Com relacdo a poténcia os lasers se
dividem em alta intensidade que sdo os lasers cirdrgicos e tem a caracteristica de
produzir efeitos térmicos diante dos tecidos, realizando cortes precisos. Os lasers de

baixa poténcia, também conhecidos como lasers terapéuticos, ndo produz aumento
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de temperatura e atuam em Vvarios mecanismos de acdo (BRICENO
CASTELLANOS; GAVIRIA BEITIA; CARRANZA RODRIGUEZ, 2016).

Desde a década de 60 o laser tem sido amplamente estudado e diversas
nomenclaturas sdo utilizadas para se referir ao uso terapéutico do laser, sendo LLLT
do inglés low level laser therapy a mais utilizada. No entanto, outras fontes de luz
com objetivos terapéuticos semelhantes ao laser foram descobertas e exploradas,
como o LED (Light-emitting diode). O LED diferentemente do laser ndo produz uma
luz coerente e colimada devido a uma diferenca de cavidade de ressonancia por
onde sao irradiados os fotons que formam o feixe de luz. Assim, diversos estudos
constataram que a coeréncia do laser ndo é o parametro de maior relevancia, ja que
o LED, uma luz ndo coerente também tem demonstrado efeitos positivos no
tratamento dos tecidos. Sendo assim houve uma alteragdo na terminologia, que a
partir de 2016 seria adotado o termo terapia por fotobiomodulacdo (TFBM), e nao
mais LLLT que era utilizado na grande maioria das citacdes. A padronizacao deste
termo busca reduzir e eventualmente eliminar a confusdo no campo literario
cientifico e leigo. Isso garante um sistema unificado e gera maior credibilidade e
solidez ao mostrar as aplicaces clinicas que a TFBM pode oferecer para as mais
variadas areas da medicina (DE FREITAS; HAMBLIN, 2016; HASLERUD et al.,
2017a).

Com relacdo aos mecanismos de acgdo, estudos apontam que a
fotobiomodulacdo pode tanto estimular como também inibir processos celulares,
sendo necessario o conhecimento dos parametros (DE FREITAS; HAMBLIN, 2016;
ENWEMEKA, 2011). De acordo com Karu, (1999) a energia emitida pelo laser,
gquando alcanca a mitocondria reage com o Citocromo ¢ Oxidase (CcO) que
estimulam o transporte de elétrons na mitocondrial iniciando uma série de reacdes
citoplasmaticas ou de membrana celular (AVCI et al., 2013; HEISKANEN; HAMBLIN,
2018), que levam a alteragcfes no potencial da membrana, consumo de O: e sintese
de DNA e RNA (PRINDEZE et al., 2012). Essas alteragcdes moleculares aceleram o
processo de diferenciacdo e proliferacdo celular (GUPTA et al., 2014), aumenta a
proliferacdo de fibroblastos aumentando assim a sintese de colageno (ENWEMEKA
et al., 2004) e aumentam a sintese de proteinas (VLADIMIROV; OSIPOV;
KLEBANOV, 2004), levando aos principais efeitos terapéuticos da TFBM:
analgésico, modulador de processos inflamatorios e reparo tecidual (KARU;
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KOLYAKOV, 2005; DE FREITAS; HAMBLIN, 2016). A TFBM também esta
relacionada a reducéo do edema, através da estimulacéo do sistema linfatico.

A fotobiomodulacdo vem sendo amplamente utilizada demonstrado ser capaz
de estimular o reparo de feridas cutaneas em pés diabéticos (FEITOSA et al., 2015),
agem de forma eficiente no controle da dor (LIMA et al., 2016), promove deposicéo
de colageno na fase inicial de reparo tendineo (NATERSTAD et al., 2018) e modular
0 processo inflamatdrio acelerando o processo de consolidacdo 6ssea (TIM et al.,
2016b). Assim, a aplicagdao da TFBM tem sido amplamente estudada, a fim de
otimizar o processo de reparo do tenddo do calcaneo, pois € um tratamento
terapéutico muito promissor por modular processos inflamatorios.

Da Ré Guerra et al., (2016) investigaram os efeitos da TFBM na modulac¢éo do
processo inflamatério em ratos submetidos a indugcédo de tendinite por colagenase.
Os resultados apontaram uma reducéao significativa na citosina pro-inflamatoria IL-18
no quarto dia apos a lesdo. Da mesma forma, De Jesus et al., (2014) mostraram que
a TFBM diminuiu o processo inflamatério ao reduzir a producédo da citosina IL-1 ao
usar o comprimento de onda com infravermelho proximo (780 nm) e poténcia de 70
mW para o tratamento de lesdo parcial no tendao calcaneo. Ainda, Xavier et al.,
(2010) concluiram que a TFBM foi capaz de reduzir os sinais de inflamacdo, como a
reducdo do numero de células inflamatorias e diminuicdo da expressao de citocinas
pro-inflamatorias, principalmente IL-1f3.

Lucke et al., (2019) por sua vez investigaram se os efeitos da combinagéo de
células tronco e da TFBM, no processo de reparo tendineo e concluiu que o grupo
TFBM foi o mais eficaz na reorganizacdo do colageno, seguido por sua combinacao
com células tronco.

Por todos esses motivos a fotobiomodulacdo vem sendo amplamente utilizada
em estudos sobre o reparo de lesdes tendineas (ALLAHVERDI et al.,, 2015;
CORRIGAN; CORTES; GRAVARE SILBERNAGEL, 2019; DE CARVALHO et al.,
2016; DE OLIVEIRA et al., 2019; GOMES et al., 2017; HASLERUD et al., 2017b;
LUCKE et al., 2019b; MARQUES et al., 2016; NATERSTAD et al., 2018; SCHERER
et al., 2019; CHANG et al., 2015).

Conforme exposto acima, a TFBM é um recurso terapéutico ndo invasivo
promissor no tratamento de lesdo tendinea. Sua associacdo ao biopolimero de

fibrina heterélogo também tem sido investigado. O biopolimero de fibrina heterdlogo
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ja foi associado a fotobiomodulacéo para estimulacdo do reparo morfofuncional do
nervo facial (ROSSO et al.,, 2017) e durante a recontrugdo de lesées em 0ssos
longos (DE OLIVEIRA GONCALVES et al., 2016; DE OLIVEIRA ROSSO et al.,
2020). Os autores demosntraram o grande potencial da associacdo do biopolimero
de fibrina heterdlogo e fotobiomodulagdo para auxiliar no processo de reparo do
nervo periferico assim como na reconstrucéo ossea.

Conforme exposto acima, a TFBM e o biopolimero de fibrina heterdlogo
apresenta um alto potencial reparativo, no entanto, ainda ndo sabemos quais séo os
mecanismos de acdo e as interacdes bioldgicas que ocorrem durante a associacao
da TFBM e do biopolimero de fibrina heterélogo no tecido tendineo uma vez que néo

se tem conhecimento de estudos utilizando esta associagao.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 84 Rattus norvegicus, fémeas, pertencentes a linhagem
Wistar, obtidas no biotério do Nuacleo de Pesquisa em Biotecnologia e
Biodiversidade, da Universidade Estadual do Piaui (UESPI) Teresina — Piaui, esse
namero de animais foi baseado em calctlo amostral com dados da literatura. Com
cerca de 60 dias de idade e peso 202,8 + 27,2 g e entdo submetidos cirurgicamente
a seccdao transversal parcial do tendéo calcaneo direito. Os animais foram mantidos
em fotoperiodo claro/escuro de 12 horas, com temperatura de 24 + 1°C, com livre
acesso a agua e racao. Foi feita a ambientacdo de todos os animais junto ao
pesquisador e ao ambiente onde iria ser realizada o experimento. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Estadual do do Piaui - UESPI (0326/2019).

Os 84 animais foram separados aleatoriamente em 04 (quatro) grupos
experimentais, Contendo 21 animais em cada grupo:
Controle (GC): animais foram submetidos a transeccdo parcial no tendao

calcaneo direito e ndo receberam nenhum tratamento;
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Biopolimero de fibrina heterélogo (BFH): animais foram submetidos a
transeccdo parcial no tenddo calcaneo direito e receberam tratamento com
biopolimero de fibrina heterdlogo;

Fotobiomodulagao (FBM) animais foram submetidos a transecc¢éo parcial no
tendao calcaneo direito e receberam tratamento com a fotobiomodulacéo a laser;

Biopolimero de fibrina heter6logo + Fotobiomodulacdo (BFH + FBM)
animais foram submetidos a transeccédo parcial no tendédo calcaneo direito e
receberam tratamento com biopolimero de fibrina heter6logo associado a
fotobiomodulacéo a laser.

Os grupos foram subdividido em 3 periodos experimentias: 7, 14 e 21 dias.

4.2 Transecc¢éao do tendao calcaneo

Para o procedimento cirdrgico os animais foram previamente anestesiados com
injecao intraperitoneal de cloridrato de ketamina 80 mg/kg e cloridrato de xilazina a
10 mg/kg, ambas da marca Ceva. Entdo, foi realizada a tricotomia e assepsia com
alcool 70 % na pata inferior direita de cada animal. Em seguida, uma incisédo
longitudinal de aproximadamente 3-5 mm foi realizada na pele do animal, para
exposicdo do tendao calcaneo (CASALECHI et al., 2009). Logo apds, com
microscoépio cirdrgico foi realizada uma transeccao parcial no tenddo (DIETRICH,
2012). Imediatamente apds a inducdo da lesdo tendinea, nos animais dos grupos
BFH e BFH + FBM, foi realizada a aplicacdo de 9 pL de biopolimero de fibrina
heter6logo. Em seguida os animais foram suturados e alocados em suas gaiolas e
levados de volta ao biotério.

O composto de Biopolimero de Fibrina foi fornecido pelo Centro de Estudos de
Venenos em Animais Peconhentos — CEVAP, da Universidade Estadual de Sé&o
Paulo — UNESP, Campus de Botucatu. O material € disponibilizado em trés micro
tubos (Figura 4). Para a aplicacédo do biopolimero, utilizou-se duas seringas de 1 mL,
misturando as fracdes, (300 pL de crioprecipitado em uma das seringas e 250 uL de

cloreto de calcio e 50 pL de fracdo semelhante a trombina na outra seringa).
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Figura 4 - Biopolimero de Fibrina Heterdlogo: fibrinogénio, trombina e cloreto de calcio.

S Selante de Fibrina
Estudo Selante: uso exclusivo em
) ensaio clinico

, Uso tépico
f Manter armazenado entre -18 e -22°C

Utilizar em temperatura ambiente (15 a 30°C)
Contém 3 frascos - 1 dose

Fonte: (BUCHAIM et al., 2019)

4.3 Protocolo de Terapia por Fotobiomodulagcao

A Fotobiomodulacéo aplicada nos grupos FBM e BFH + FBM foi realizada com
o0 equipamento Laser (InGaAlP), MMOptics™. O dispositivo foi calibrado
adequadamente pelo fornecedor. As aplicacdes da TFBM a laser foram realizadas
da seguinte forma: 24 horas apds o procedimento cirirgico e a cada 24 horas,
totalizando 7, 14 ou 21 aplicacdes com a caneta do laser foi posicionada a 90 graus
sobre o tendao e foi utilizada a técnica pontual com contato, seguindo os parametros
da tabela 1 (DE SOUZA et al., 2015; SANTOS et al., 2018).

Tabela 1 - Parametros dos instrumentos usados para a Fotobiomodulacéo.

Parametros

Comprimento de onda (nm) 660
Densidade de Energia (J/cm?) 6
Energia (J) 0,23
Poténcia (W) 0,04
Area transversa (cm?) 0,04
Tempo de irradiacéo (s) 6
Densidade de poténcia (W/cm?) 1,05
Tempo de tratamento por ponto (S) 6
Numero de pontos 1
Frequéncia tratamento 24 horas
Namero total de sessdes 7, 14 ou 21 dias

Autor: SANTOS, J. et al. Effects of low-power light therapy on the tissue repair process of
chronic wounds in diabetic feet. Photomedicine and Laser Surgery, v. 36, n. 6, p.
298-304, 2018.
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4.4 Andlises do Edema

4.5 Coleta das Amostras

ApOs cada periodo experimental, 7, 14 e 21ldias, o0s animais foram
eutanasiados por sobredose de anestesia ketamina (CEVA) (240 mg/Kg) e xilazina
(XILAZIN 2%) (CEVA) (30 mg/kg), para posterior dissecacao do tendao calcaneo. As
amostras de tenddo foram lavadas de 3 a 4 vezes em solucdo salina. Apos a
limpeza, foi feita a remocéo de qualquer tipo de tecido periférico e demais artefatos
visiveis.

Apébs a coleta, as pecas permaneceram em solucdes de formaldeidos a 10%
para a fixagcdo durante 24 horas. Em seguida elas foram lavadas em &gua
corrente por 24 horas. Na sequéncia, passaram por desidratacdo em solucdo
crescente de alcool etilico a 70 %, 90 % e 100 %. Apds os banhos de desidratacéo,
foi iniciada a diafanizacdo das pecas em solucéo de alcool/xilol (1:1) e, a seguir, em
2 banhos de xilol puro. Em seguida, as pecas foram incluidas em parafina e
cortadas por meio de um micrétomo rotativo, Spencer — 820 com cortes seriados
com 5 pum de espessura. Os cortes foram realizados no plano longitudinal. Dos
cortes obtidos, foram confeccionadas laminas coradas com Hematoxilina-Eosina
(HE) para realizacé@o da andlise histopatoldgica; tricromio de masson para quantificar

fibras colagenas.

4.6 Andlises histopatolégica

A andlise histopatolégica da regido da transeccao parcial no tenddo calcaneo
foi realizada atraves das laminas coradas com Hematoxilina e Eosina. Por meio de
um microscopio de luz (Olympus, Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) 100X. As laminas
foram avaliadas por um patologista quanto as seguintes alteragfes: presenca de
fibroblastos, processo inflamatoério, tecido fibrindide, organizacdo da matriz
extracelular (MEC) e a vascularizacéo.

Ainda, as laminas foram classificadas de acordo com o escore de Bonar,
adaptando as recomendacdes de Fearon et al., (2014). Assim, foram avaliados o0s
parametros: arranjo das fibras colagenas, morfologia celular, celularidade,

vascularizacédo e acumulo de matriz extracelular. Cada parametro foi classificado em
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uma escala de 4 pontos (de 0 a 3), sendo: 0 = normal; 1 = ligeiramente anormal; 2 =
anormal; e 3 = marcadamente anormal. A classificacdo da alteracdo tecidual do
tenddo calcaneo de cada animal foi considerada como a somatoria dos escores de
cada uma das quatro categorias avaliadas. Consequentemente, o maior valor
possivel do escore € 12 (doze) para um tenddo com alteracOes patoldgicas

maximas.

4.7 Quantificacdo de vasos sanguineos

A quantificacdo de vasos sanguineos da regido da transeccao tendinea foi
realizada através das laminas coradas com hematoxilina-eosina. Foram fotografados
doze campos distintos da lesdo, por meio de um microscopio optico (Olympus,
Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) com uma camera digital acoplada (Sony DSCs75,
Tokyo, Japdo) em um aumento de (100x).

As imagens foram analisadas no software ImageJ, no qual foram
considerados todos o0s vasos sanguineos. A quantificacdo foi realizada por dois
avaliadores e os resultados foram comparados e foi obtida a média de vasos

sanguineos.

4.8 Quantificacao de colageno

A quantificacdo de colageno foi realizada através das laminas coradas com
Tricrbmio de Masson. Para isso, a regido da transeccéao tendinea foi fotografada em
6 campos distintos, por meio de um microscopio 6ptico (Olympus, Optical Co. Ltd,
Tokyo, Japan). As imagens foram obtidas em um aumento de 100 x com uma
camera digital acoplada ao microscopio (Sony DSCs75, Tokyo, Japao).

A anadlise foi adaptada de Quinn et al., (2015). Primeiramente, as imagens
foram carregadas no software Matlab e separada em seus trés canais de cor
(Vermelho - R, Verde - G e Azul - B). A raz&o entre os canais Azul e Vermelho (B/R)
e Verde e Vermelho (G/R) formam computadas. Foram geradas duas mascaras a
partir do limiar de 15 % da maior intensidade observada no canal Azul. As duas
mascaras foram entdo combinadas utilizando-se logica AND, assim a regido branca

representa areas de colageno em preto o fundo.
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Em seguida, o numero de pixels brancos em cada imagem foi usado para
calcular a porcentagem da area da imagem que correspondia ao colageno. O

namero de pixels foi determinado e expresso em percentagem total de colageno.

4.9 Andlises Estatisticas

Os resultados estdo descritos em valores de médias e desvio padrdo e
apresentados em tabelas e graficos. A normalidade dos dados foi testada com o
teste de KS e a Homogeniedade com o teste de Levene. Para a variavel de edema
Inicial foi testada a diferenca entre os grupos com o teste de One-Way ANOVA com
pos hoc de Tukey, com o intuito de comprovar a igualdade entre eles. Para a
comparacao entre 0s grupos e o tempo e verificar se houve interacdo entre o grupo
e tempo, as demais variaveis foram testadas com Anova Two way e pds hoc de
Bonferroni. Para a diferenca estatistica foi adotado um valor de significancia de 5%.
A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa SPSS 26 (SPSS Inc.,
Chicago, Il, EUA).

5 RESULTADOS

5.1 Volume de edema

Os resultados da analise de edema estdo demonstrados nas Figuras 6 e 7. A
analise estatistica evidencia que ndo houve diferenca nos valores de edema apés 24
horas para todos os grupos submetidos a inducéo da lesao.
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Figura 6 - Volume de edema 24 horas apés a transecc¢ao parcial do tenddo nos subgrupos de 7, 14 e
21 dias.
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Legenda: Controle = sem tratamento; BFH = biopolimero de fibrina heterdlogo; FBM =

fotobiomodulacao; BFH + FBM = biopolimero de fibrina heterdlogo associado a fotobiomodulagéo.
Fonte: autor.

A andlise de volume de edema, ap0s os periodos experimentais, ou seja 0
volume final de edema apés 7, 14 e 21 dias, apontou que ocorreu a interacdo entre
0s tratamentos e os periodos experimentais (p=0,003), assim como também houve
diferenca entre os tratamentos (p<0,001) e os periodos experimentais (p<0,001)
(Figura 7). Pode-se observar que o grupo controle apresentou maior volume de
edema que os demais grupos, nos trés periodos avaliados (7, 14 e 21 dias).
Ademais, a analise estatistica revelou que o grupo BFH + FBM exibiu maior volume
de edema comparado ao grupo BFH ap6s 21 dias (Figura 7).

Quando avaliamos os diferentes periodos, foi observado uma diferenca
significativa nos grupos GC e BFH, ou seja, o volume de edema no 7° e 14° dia
estavam maiores quando comparados ao periodo de 21 dias. Para o grupo FBM, é
possivel verificar que ocorreu uma diminuigcéo significativa de edema apenas quando
comparado os periodos 7 e 21 dias. No grupo BFH + FBM nao foi observado
diferencas estatisticas quando avaliado os diferentes periodos experimentais
(Tabela 3).
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Figura 7 - Avaliacdo do volume de edema apds 7, 14 e 21 dias.
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Legenda: Controle = sem tratamento; BFH = biopolimero de fibrina heterélogo; FBM =

fotobiomodulagao; BFH + FBM = biopolimero de fibrina heterélogo associado a fotobiomodulagao.
Fonte: autor.

Tabela 2 - Analise intragrupo do volume de edema.

7 dias (ml) 14 dias (ml) 21 dias (ml)

Controle 0,70 + 0,242 0,65 + 0,152 0,41+ 0,04
BFH 0,17 £ 0,072 0,27 £ 0,112 -0,04 £ 0,19
FBM 0,27 + 0,072 0,12 + 0,09 0,10 £ 0,15
BFH + FBM 0,34 + 0,07 0,22 +0,11 0,22 £ 0,07

@ ys 21 dias. Controle = sem tratamento; BFH = biopolimero de fibrina heterdlogo; FBM =
fotobiomodulagédo; BFH + FBM = biopolimero de fibrina heter6logo associado a fotobiomodulacao.
Média + desvio padrdo. Fonte: autor.

5.2 Analise Histopatoldgica

Os achados histopatol6gicos demonstraram que apds 7 dias o grupo controle
apresentou uma matriz extracelular (MEC) edemaciada, contendo poucos vasos
sanguineos neoformados e moderado infiltrado inflamat6ério, composto
predominantemente por macréfagos. Os fibroblastos se agruparam em feixes
dispostos aleatoriamente em diferentes orientagcdes (Fig. 8A). No grupo BFH
também observou a MEC edemaciada com leve presenca de células inflamatérias e
com fibroblastos dispostos em feixes pouco organizados e poucos vasos sanguineos

neoformados (Fig. 8B). O grupo FBM apresentou MEC edemaciada com muitos
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vasos sanguineos neoformado e intensa presenca de células inflamatdrias e
fibroblastos dispostos aleatoriamente (Fig. 8C). O grupo BFH + FBM demonstrou a
MEC edemaciada com poucos vasos sanguineos neoformados, células inflamatorias
e fibroblastos dispostos em feixes paralelos ao grande eixo do tendao (Fig. 8D).
Apoés 14 dias da transeccao parcial do tenddo, o grupo controle apresentou
uma reducdo acentuada da atividade inflamatoria, alguns vasos sanguineos
neoformados e poucos fibroblastos estavam dispostos em feixes pouco organizados
em uma MEC ainda frouxa e pouco edemaciada (Fig. 8E). O grupo BFH revelou
MEC mais densa com vasos sanguineos neoformados, auséncia de células
inflamatorias e intensa presenca de fibroblastos organizados em feixes paralelos ao
grande eixo do tendao (Fig. 8F). Da mesma forma, o grupo FBM apresentou MEC
mais densa e com numerosos vasos sanguineos neoformados e fibroblastos
dispostos em feixes paralelos (Fig. 8G). Ainda, o grupo BFH + FBM demonstrou uma
MEC densa com vasos sanguineos neoformados e proliferacdo intensa de
fibroblastos, dispostos em feixes paralelos ao grande eixo do tendéao (Fig. 8H).

Apéds 21 dias de tratamento ndo observou a recuperacao integral da estrutura
histol6gica do tendao calcaneo. No grupo controle, numerosos fibroblastos ainda se
encontraram dispostos em feixes com diferentes orientacbes e a MEC exibiu areas
de edema (Fig. 8I). Diferentemente, o grupo BFH revelou MEC densa com
proliferacdo fibroblastica com melhor organizacdo quando comparado ao GC (Fig.
8J). Da mesma forma, o grupo FBM exibiu a MEC densa com os fibroblastos
dispostos em grupos paralelos e compactos (Fig. 8K). Ainda, no grupo BFH + FBM,
a MEC densa apresentava presenca de fibroblastos organizados em feixes paralelos
(Fig. 8L).
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Figura 8 - Achados histoldgicos.

_7 dias ___ladias__ 21 dias
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Legenda: matriz extracelular; (1) tendcitos. Controle = sem tratamento; BFH = biopolimero de fibrina
heterélogo; FBM = fotobiomodulagdo; BFH + FBM = biopolimero de fibrina heter6logo associado a
fotobiomodulagéo. H.E., 100x.

De acordo com o exposto acima, quando aplicado o escore de Bonar
observamos que ocorreu a interacdo entre os tratamentos e o0s periodos
experimentais (p<0,0001). Além disso, foi evidenciado que houver efeito dos
tratamentos (p<0,0001) e dos periodos experimentais (p<0,0001). Vale ressaltar que
guanto maior a pontuacao atribuida no escore de Bonar sugere uma maior lesdo. No
7° dia observou-se diferenca estatistica entre o grupo controle com todos 0s grupos
tratados. Também foi possivel observar que o FBM demonstrou maior escore
guando comparado aos grupos BFH e BFH + FBM. Apés 14 dias, o grupo controle



43

apresentou maior pontuacdo no escore Bonar comparado aos demais grupos.
Entretanto, apos 21 dias o grupo controle apresentou maior escore apenas quando
comparado ao BFH e BFH + FBM (Figura 9).

Além disso, observando os diferentes periodos experimentais, notou-se que
todos os grupos apresentaram diferenca estatistica quando comparamos o periodo
de 7 e 21 dias. Adicionalmente, o grupo controle apresentou diferenca estatistica
apenas quando comparamos o periodo de 14 e 21 dias. Ainda, os grupos FBM e
BFH + FBM apresentaram a diminui¢cdo no escore Bonar, ou seja, score maior no 7°

e 14° dia comparados ao 14° e 21° dia, respectivamente (Tabela 3).

Figura 9 - Escore histologico de Bonar.
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Legenda: Controle = sem tratamento; BFH = biopolimero de fibrina heterélogo; FBM =

fotobiomodulagédo; BFH + FBM = biopolimero de fibrina heter6logo associado a fotobiomodulacao.
Fonte: autor.

Tabela 3 - Analise intragrupo do escore de Bonar.

Grupos 7 dias 14 dias 21 dias
Controle 7,06 + 0,452 7,27 + 0,40° 5,788+ 0,31
BFH 5,83 £ 0,302 5,63 + 0,20 4,88 + 0,57
FBM 7,98 + 0,59% 5,83 + 0,20¢ 5,07+ 0,42
BFH + FBM 5,97 + 0,36% 5,321 +0,56¢ 5,00 + 0,31

ays 21 dias; ® vs controle 21 dias; ¢ vs FBM e BFH + FBM 14 e 21 dias; ¢ vs FBM e BFH + FBM 21
dias. Controle = sem tratamento; BFH = biopolimero de fibrina heterélogo; FBM = fotobiomodulacéo;
BFH + FBM = biopolimero de fibrina heterélogo associado a fotobiomodulagcdo. Média + desvio
padrdo. Fonte: autor.
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5.3 Quantificagdo de vasos sanguineos

Na analise dos vasos sanguineos pode-se notar que houve a interagdo entre
0os tratamentos e o0s periodos experimentais (p= 0,002). Da mesma forma, foi
evidenciado o efeito dos tratamentos (p<0,001) e dos periodos experimentais (p=
0,043). Desta forma, detectou-se que o0 grupo controle apresentou menor nimero de
vasos quando comparado aos grupos FBM e BFH + FBM, no periodo de 7 dias.
Ainda, neste mesmo periodo experimental, evidenciou-se que o0 grupo FBM
apresentou maior nimero de vasos sanguineos comparado ao grupo BFH. Apés 14
e 21 dias, a analise estatistica demonstrou que o grupo FBM apresentou nameros
de vasos sanguineos estatisticamente maiores que os demais grupos (Figura 10).

Para a comparacdo dos grupos experimentais, os grupos BFH e FBM
apresentaram diferencas estatisticas significativas entre 7 e 14 dias. Ainda, o grupo
BFH + FBM apresentou maior niumero de vasos sanguineos no 7° dia quando
comparado a 21° dia.

Figura 10 - Quantificacdo de vasos sanguineos.
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Legenda: Controle = sem tratamento; BFH = biopolimero de fibrina heterélogo; FBM =
fotobiomodulagcédo; BFH + FBM = biopolimero de fibrina heterdlogo associado a fotobiomodulagéo.
Fonte: autor. * p=<0,05
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Tabela 4 - Analise intragrupo do nimero de vasos sanguineos.

Grupos 7 dias 14 dias 21 dias
Controle 9,28+ 1,79 14,67 + 1,63 21,80 £ 2,16
BFH 10,71 £ 3,772 27,17 £ 5,23 14,50 £+ 2,88
FBM 34,33 + 4,842 56,71 + 3,03 47,00 £ 4,33
BFH + FBM 16,83 + 2,63° 22,17 + 2,48 11,83 £ 1,72

a ys 14 dias; ? vs BFH + FBM 21 dias. Controle = sem tratamento; BFH = biopolimero de fibrina
heterélogo; FBM = fotobiomodulacdo; BFH + FBM = biopolimero de fibrina heterélogo associado a
fotobiomodulacao. Média + desvio padrdo. Fonte: autor.

5.4 Quantificacdo de colageno

Na quantificacdo de colageno nédo foi possivel observar a interacdo entre os
tratamentos e periodos experimentais (p=0,956), assim como, ndo encontramos
diferenca entre os tratamentos (p=0,254). Houve apenas a diferenca entre o0s
periodos experimentais avaliados (p< 0,001), como se pode perceber na Figura 11.
E possivel observar que o aumento de colageno ocorreu independentemente do

grupo, tais como aumento de colageno de 7 para 14 e 21 dias (p < 0,001).

Figura 11 - Quantificacao de colageno.
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Legenda: Controle = sem tratamento; BFH = biopolimero de fibrina heter6logo; FBM =

fotobiomodulagao; BFH + FBM = biopolimero de fibrina heterélogo associado a fotobiomodulagéo.
Fonte: autor.
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Tabela 5 - Analise intragrupo da quantidade de colageno.

Grupos 7 dias 14 dias 21 dias
Controle 2,78 £ 0,332 3,68 +0,72° 3,82+ 1,01
BFH 2,79 £ 0,442 3,97 £ 0,57° 4,04 + 0,56
FBM 2,95+ 0,73% 4,08 + 0,22° 4,43 £ 0,40
BFH + FBM 2,89+0,61° 3,98 +£0,26" 4,44 + 0,63

2 ys 14 dias e 21 dias; P vs 21 dias. Controle = sem tratamento; BFH = biopolimero de fibrina
heterdlogo; FBM = fotobiomodulacdo; BFH + FBM = biopolimero de fibrina heterélogo associado a
fotobiomodulacao. Média + desvio padrdo. Fonte: autor.

6 DISCUSSAO

7

A ruptura do tenddo do calcaneo € uma lesao frequente e de incidéncia
crescente. A estratégia de tratamento ideal para ruptura aguda do tenddo
permanece controversa e 0s meétodos cirargicos e nao cirdrgicos apresentam
vantagens e desvantagens distintas (DENG et al., 2017; KHAN; CAREY SMITH,
2010; WILKINS; BISSON, 2012). Assim, o presente estudo investigou a aplicacao do
BFH associado a TFBM, ou nao, na transecc¢ao parcial do tendao calcaneo. Os
resultados da avaliagcdo do volume do edema mostraram que, 24 horas apds a
inducdo da lesdo, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais
(Figura 6). Assim, podemos sugerir que a lesdo promoveu processo inflamatério
semelhante em todos 0s grupos experimentais. Dessa forma, sao liberados
mediadores inflamatérios como prostaglandinas, leucotrienos, bradicinina e outros e,
consequentemente, ha aumento da dilatacdo e da permeabilidade vascular,
resultando em edema. Apds uma leséo ou procedimentos cirlrgicos, espera-se uma
resposta inflamatéria na tentativa de realizar fagocitose local e reparar tecidos
danificados (ALLER et al., 2006; ARIAS; ALLER; ARIAS, 2009).

Quando investigado o efeito dos tratamentos na reducdo do edema,
observou-se que os grupos BFH e FBM, utilizados isoladamente ou em combinacéo,
foram eficazes na reducdo do edema quando comparados ao grupo controle,
independentemente do periodo experimental. Ainda assim, o grupo BFH apresentou
maior redugao no volume do edema em relacdo ao grupo que associou BFH + FBM,
apos 21 dias (Figura 7). Os efeitos da TFBM na reducdo do edema podem estar

relacionados a sua capacidade de ativar células como os linfocitos, estimular o fluxo
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linfatico e modular o processo inflamatorio (AIMBIRE et al., 2005; ALBERTINI et al.,
2004; BOSCHI et al., 2008). Além disso, o biopolimero de fibrina € um agente
hemostatico composto por fibrinogénio e trombina e sua interacdo mimetiza a
cascata de coagulacdo, formando um coagulo estavel e adesivo (LEE; PARK; LEE,
1991; ORSI et al., 2017). As propriedades hemostaticas, adesivas e de vedacao do
biopolimero de fibrina podem reduzir o sangramento pos-operatorio e equimoses,
selando capilares e reduzindo o inchaco pdés-operatorio (YU et al.,, 2018). Além
disso, o biopolimero de fibrina forma uma complexa rede de fibrina que pode servir
de arcabouco, uma vez que ja demonstrou promover a migragao celular sobre sua
estrutura altamente reticulada, além de permitir a proliferacéo celular sem que ocorra
deformacéo estrutural (YAMADA et al., 2003).

Varios estudos tém mostrado que o biopolimero de fibrina teve um efeito
positivo no processo de reparo do tenddo (FERGUSON; RINKER, 2006; FERRARO
et al., 2005; SOLAKOGLU et al., 2010). Usando, um novo biopolimero de fibrina
heterdlogo Frauz et al., (2019) demonstraram que essa terapia € uma boa opcédo de
tratamento, devido a sua eficacia em promover o reparo tendineo. Ainda, Ferraro et
al., (2005a, 2005b) desenvolveram dois estudos em 2005, que avaliaram o efeito do
biopolimero de fibrina heterdloga no tendao de caes. O primeiro avaliou a resisténcia
do tecido tendinoso reparado e o segundo estudo verificou sua capacidade de
promover o reparo. Em ambos os estudos os animais foram divididos em trés grupos
avaliados apos 7, 15 e 30 dias. Em relacdo a resisténcia do tecido tendinoso
neoformado e permitido um aumento progressivo da resisténcia para obter a forca
maxima e a tracdo e as deformacdes permanentes. No segundo estudo, verificou-se
que o uso do biopolimero modula a inflamacéo apos 7 dias, facilitando as etapas de
maturacdo do processo de reparo do tendao.

Esses achados estdo de acordo com os resultados do presente estudo, em
gue a analise histoldgica revelou que os grupos BFH e BFH + FBM apresentaram
menor pontuagcdo quando comparados ao grupo controle, nos trés periodos
experimentais, demonstrando um melhor processo de reparo tendineo (Figura 8).
Porém, quando avaliado o numero de vasos sanguineos, o grupo BFH néo
apresentou diferenca estatistica com o grupo controle, em nenhum periodo avaliado
(Figura 10). Esses achados sdo corroborados pela literatura, ao contrario de outros

tecidos altamente vascularizados, como pele ou 0sso, a neovascularizacdo apos



48

lesdo ndo é necessariamente uma marca registrada do reparo funcional do tecido.
Em vez disso, esta associado a degeneracdo, pois os tenddes saudaveis sao
geralmente pouco vascularizados, com relativamente poucas células incorporadas
em uma matriz de colageno abundante (TEMPFER; TRAWEGER, 2015). Assim, é
possivel sugerir que o biopolimero de fibrina heterdloga € capaz de estimular o
reparo tendineo.

Curiosamente, o grupo FBM apresentou achados histolégicos compativeis
com maior lesédo tendinea quando comparado aos demais grupos, apés 7 dias de
transeccdo tendinea. Porém, ap6s 14 e 21 dias, o grupo FBM apresentou menor
lesdo tendinea quando comparado ao grupo controle. Da mesma forma, o grupo
FBM apresentou maior namero de vasos sanguineos quando comparado aos
demais grupos, nos 3 periodos avaliados. Diante desses resultados, é possivel
sugerir que os parametros utilizados para a fotobiomodulacdo nédo foram eficientes
para promover o reparo tendineo apds 7 dias. Esses resultados sdo apoiados pela
lei de Arndt Schulz, onde uma dose muito baixa de luz ndo tem efeito, uma dose
ligeiramente mais alta tem um efeito positivo até que um platé seja atingido. No
entanto, se a dose de luz for aumentada além desse ponto, o beneficio diminuira
progressivamente, até que a linha de base seja alcancada (sem efeito), e aumentos
adicionais comecardo a ter efeitos inibitérios no tecido. Este comportamento da luz
nos tecidos também é conhecido como efeito dependente da dose (HAMBLIN et al.,
2011; ZEIN; SELTING; HAMBLIN, 2018).

Para Sommer et al.,, (2001) o efeito estimulante da fotobiomodulacdo em
tecidos biologicos € dependente do comprimento de onda, energia, area de
irradiacdo, tempo total de irradiacdo e densidade de energia. Assim, é possivel
sugerir que, nos parametros utilizados neste estudo, a fotobiomodulagdo promoveu
um efeito dependente da dose e frequéncia do tratamento, ou seja, o efeito
estimulador da fotobiomodulagéo so6 foi observado apos 14 e 21 dias de tratamento.
Esse efeito pode estar relacionado a baixa energia utilizada neste estudo, sendo
necessarias varias sessbes de tratamento para atingir o efeito estimulador.
Similarmente, Martignago et al., (2019) demonstraram que os efeitos da
fotobiomodulacdo eram dependentes do numero de dias em que 0s animais

receberam o tratamento, com 5 aplicacdes consecutivas de FBM nédo sendo
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eficientes em promover a viabilidade do tecido, enquanto 8 aplicacdes consecutivas
de FBM promoveram maior viabilidade do tecido.

Curiosamente, 0 grupo que associou os tratamentos, BFH + FBM, promoveu
um melhor processo de reparo apenas quando comparado ao grupo controle.
Quando o grupo BFH + FBM foi comparado ao uso de terapias isoladamente (BFH e
FBM), ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (Tabela 3). Assim, o presente
estudo demonstrou que o BFH (associado ou ndo ao TFBM) foi capaz de estimular a
reparagdo tendinea. Curiosamente, a adicdo de FBM ao uso de BFH no tratamento
de lesbes de tenddo nao otimizou o processo de reparo. Por outro lado, o
biopolimero de fibrina heterdloga ja foi associado a fotobiomodulacdo para estimular
o reparo morfofuncional do nervo facial (ROSSO et al., 2017) e durante a
reconstrucao de lesbes em o0ssos longos (DE OLIVEIRA GONCALVES et al., 2016;
DE OLIVEIRA ROSSO et al., 2020). Os autores demonstraram o grande potencial
da associacdo do biopolimero de fibrina heteréloga e da fotobiomodulacdo para
auxiliar no processo de reparo do nervo periférico e também na reconstrucao 6ssea.

Em relacdo ao numero de colageno Tipo | e Tipo Il e organizacdo, os
resultados percebemos em todos os grupos que houve um aumento na producédo de
colageno e uma melhora em relacdo a organizacdo, independentemente do
tratamento, mas sim relacionado ao tempo de tratamento (Tabela 5). O processo de
remodelamento do tenddo envolve sintese e degradacdo de colageno
(ANDARAWIS-PURI; FLATOW; SOSLOWSKY, 2015). E bem conhecido que a
resposta a leséo tendinea pode ser dividida em trés estagios sobrepostos. Na fase
inflamatoria, um coagulo de fibrina € formado para fornecer suporte temporario onde
as células inflamatorias fagocitam o local da lesdo e os tendcitos sao recrutados
para a area lesada. No segundo estagio, conhecido como proliferativo ou de reparo,
os tendcitos depositam uma matriz temporaria mecanicamente inferior composta
principalmente de colageno lll. Em seguida, no terceiro e ultimo estagio, conhecido
como fase de remodelacédo, a sintese de colageno | comeca a dominar e a matriz
extracelular (MEC) torna-se mais alinhada. Esta fase comecga 1-2 meses apos a
lesdo e pode durar mais de um ano (VOLETI; BUCKLEY; SOSLOWSKY, 2012).
Diante do exposto, é possivel sugerir que o presente estudo investigou as fases
inflamatoria e proliferativa do processo de reparo, 0o que pode estar diretamente

relacionado a quantidade de colageno apresentada nos grupos experimentais.
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Em conjunto, os resultados mostraram que o BFH, Unico biopolimero de
fibrina produzido a partir de hemoderivados heterdlogos, € um tratamento promissor
para a ruptura aguda do tendao, por ser um produto que nédo apresenta risco de
transmissdo viral, um processo de producdo r4pida, baixo custo e permite
reconstru¢cdes anatdbmicas com menor envolvimento de partes moles. A FBM
também tem um potencial recurso terapéutico no tratamento de lesdes tendineas.
No entanto, a combinacdo dos dois tratamentos ndo promoveu um efeito extra,
significativo no tenddo. Como este estudo se limitou a investigar as fases
inflamatoria e proliferativa, informacdes sobre a influéncia das terapias na fase de
remodelacdo ainda ndo foram fornecidas. Além disso, outros parametros de

fotobiomodulacdo devem ser investigados.

7 CONCLUSOES

De acordo com a pesquisa 0s nossos achados sugerem que:

1- Os tratamentos com biopolimero de fibrina heteréloga e fotobiomodulacéo,
isolados ou associados, foram eficazes na reducdo do volume do edema,
prevenindo altera¢cdes morfoldgicas degenerativas do tendao.

2- O uso de biopolimero de fibrina heter6logo isoladamente foi mais eficaz na
promocdo do processo de reparo tendineo. Esses dados consolidam estudos
anteriores de reparo de tenddo com este novo biopolimero de fibrina heterdlogo.

3- Esta terapia para ser usada como estratégia terapéutica eficaz promissora
para auxiliar no tratamento de lesédo parcial do tendéo calcaneo.

4- Futuros ensaios clinicos serdo necessarios para validar esta proposta.
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