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INTRODUCAO: Na literatura vigente a associacdo entre 0S recursos
eletromagnéticos (fotobiomodulacdo (FBM) por laser de baixa intensidade (LBI) e/ou
por luz diodo emissor (LED) no espectro eletromagnético do infravermelho e extratos
vegetais (pomadas/géis) no tratamento da tendinite ainda sdo escassos, entretanto,
acredita-se que ambos possam auxiliar na resolutividade do processo inflamatorio.
OBJETIVO: Avaliar os efeitos da fotobiomodulacdo (FBM) por laser de baixa
intensidade (LBI) associada ou nao ao extrato “Abelmoschus Esculentus Linn”, no
tratamento da tendinite do tenddo calcaneo experimentalmente induzida via
colagenase em ratos Wistar. METODOLOGIA: 40 ratos Wistar machos submetidos
ao modelo experimental de tendinite via aplicacdo de colagenase na pata direita. Os
animais foram divididos em 4 grupos experimentais: grupo controle (GC), extrato
(EX), fotobiomodulacéo (FBM) e o grupo com o tratamento combinado (FBM + EX),
os quais foram tratados de forma controlada durante o periodo experimental de 7 e
14 dias. As variaveis estudadas neste estudo foram: células inflamatérias, contagem
de fibroblastos e a porcentagem das fibras colagenas (tipo | e 1ll). RESULTADOS:
Foi observado no estudo na contagem de células inflamatérias que os grupos FBM
(0,010) e AS (0.043) apresentaram reducao significativa no nimero de células
inflamato6rias na andlise intragrupos. Em relacdo aos achados na contagem de
fibroblastos, foi comprovado na andlise intragrupos que o GC (0.0035) apresentou
aumento significativo no numero de fibroblastos, enquanto que o grupo FBM (0,013)
evidenciou uma reducéo significativa na proliferacdo de fibroblastos. Ja na anélise
intergrupo, 0s grupos experimentais (EX, FBM e AS), apresentaram aumento
significativo na proliferagdo de fibroblastos quando comparado ao GC nos tempos
experimentais estudados. Por fim, na andalise do percentual de fibras colagenas, foi
verificado que o grupo FBM apresentou os melhores resultados sobre a proliferacéo
de colageno (tipo | e 1ll). CONCLUSAO: Conclui-se que o extrato Abelmoschus
Esculentus Linn, quando aplicado de forma isolada ndo otimiza a proliferagao do
colageno tipo | na fase esperada do processo de reparo do tenddo calcaneo.
Entretanto, foi demonstrado que a FBM é capaz de auxiliar a proliferacdo de
fibroblastos e induzir a proliferacéo de colageno do tipo I, reduzindo a proliferagéo do
colageno tipo lll na fase tardia (14 dias).

Palavras-chave: fotobiomodulacdo; extrato; tendinite; células inflamatoérias; fibras
colagenas e fibroblastos
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ABSTRACT

INTRODUCTION: In the current literature, the association between electromagnetic
resources (photobiomodulation (FBM) by low intensity laser (LBI) and / or by emitting
diode light (LED) in the infrared electromagnetic spectrum and plant extracts
(ointments / gels) in the treatment of tendinitis are still scarce, however, it is believed
that both can help in resolving the inflammatory process OBJECTIVE: To evaluate
the effects of low intensity laser photobiomodulation (FBM) with or without the
“‘Abelmoschus Esculentus Linn” extract, in treatment of calcaneus tendon tendonitis
experimentally induced via collagenase in Wistar rats METHODOLOGY: 40 male
Wistar rats submitted to the experimental model of tendinitis via collagenase
application on the right paw.The animals were divided into 4 experimental groups:
control group (GC), extract (EX), photobiomodulation (FBM) and the combined
treatment group (FBM + EX), which were treated in a controlled manner during the
period experimental period of 7 and 14 days. The variables studied in this study
were: inflammatory cells, fibroblast count and the percentage of collagen fibers
(types | and Ill). RESULTS: It was observed in the study in the inflammatory cell
count that the FBM (0.010) and AS (0.043) groups showed a significant reduction in
the number of inflammatory cells in the intragroup analysis. Regarding the findings in
the fibroblast count, it was proved in the intragroup analysis that the CG (0.0035)
showed a significant increase in the number of fibroblasts, while the FBM group
(0.013) showed a significant reduction in the proliferation of fibroblasts. In the
intergroup analysis, the experimental groups (EX, FBM and AS), showed a significant
increase in the proliferation of fibroblasts when compared to the CG in the
experimental times studied. Finally, in the analysis of the percentage of collagen
fibers, it was found that the FBM group had the best results on collagen proliferation
(types | and I1llI). CONCLUSION: It is concluded that the extract Abelmoschus
Esculentus Linn, when applied in isolation, does not optimize the proliferation of type
| collagen in the expected phase of the calcaneus tendon repair process. However, it
has been shown that FBM is able to assist the proliferation of fibroblasts and induce
the proliferation of type | collagen, reducing the proliferation of type Il collagen in the
late phase (14 days).

Keywords: photobiomodulation; extract; tendonitis; inflammatory cells; collagen fibers
and fibroblasts
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UNIVERSIDADE 1 INTRODUCAO
BRASE O tendso calcaneo é considerado o mais forte, 0 mais espesso (cerca de 6,5

+ 0,8 mm com variacédo de 25%) e o mais comprido (cerca de 3 a 15 cm) do corpo
humano, formado por tecido conjuntivo denso modelado, que tem como funcéo
principal, transmitir forca para propiciar o0 movimento articular (JUNIOR e barbosa,
2016; SINGH, 2017). As lesbGes do tendao calcaneo sao consideradas um grave
problema de origem ortopédico e traumatoldégico, o qual estd associado ao
envelhecimento da populacdo e as demandas de sobrecargas esportivas, as quais
se estima que 30 a 50% dessas lesdes sdo oriundas de praticas esportivas
(GABLER et al. 2018; Kernozek et al. 2018).

A tendinite é uma resposta inflamatoéria oriunda de um trauma ou esforco
repetitivo sobre o tenddo, de modo que este ndo consegue mais suportar a tenséo e
0 estresse mecanico, e pode apresentar dificuldades em seu processo de reparacao
tecidual, impactando negativamente a reabilitacdo dos individuos (FARCIC et
al.2013; MAGNAN et al. 2014). O processo de reparacédo tecidual é constituido por
trés fases: inflamatoria, proliferativa e a remodeladora (HOPE e SAXBY, 2007;
VOLETI et al. 2012).

A fase inflamatoéria € caracterizada pela ruptura vascular no sitio da lesao,
com extravasamento de fluidos teciduais, onde ocorrera o aumento da
permeabilidade capilar, imigracdo dos granul6citos e mondcitos para o tecido (HOPE
e SAXBY, 2007; VOLETI et al. 2012). A fase proliferativa € marcada proliferacéo de
fibroblastos, miofibroblastos e células endoteliais, as quais estimulam fatores de
crescimentos mediados por plaquetas e macréfagos, os quais auxiliardo para a
estimulacdo da producdo de colageno HOPE e SAXBY, 2007; VOLETI et al. 2012).
A fase de remodelamento é marcada pela reconstrucado da morfologia tecidual, nesta
fase ocorre a formacéo de colageno I, visto que nessa fase € necessario fornecer
maior funcionalidade aos tecidos lesionados pela recuperagcao e/ou substituicdo por
células do mesmo tipo quando a mesma obteve a lesao inicial (HOPE e SAXBY,
2007; VOLETI et al. 2012)

Atualmente, na pratica clinica fisioterapéutica, 0S recursos mecanicos e
eletromagnéticos vém sendo amplamente estudados para estimular o processo de
reparacao do tendéo calcaneo, dentre eles, destaca-se a fotobiomodulacdo (FBM)
por laser de baixa intensidade (LBI) (LARAIA et al. 2012; de JESUS et al. 2014;
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UNIVERSIDADE ALIODOUST et al. 2014; de JESUS et al. 2015; ALLAHVERDI et al. 2016 e GOMES
et al. 2017). Além da FBM, Ricoldy et al. (2010), Maia-Filho et al. (2010) e Leal et al.
(2016) evidenciaram que a interacdo de extratos vegetais associados a recursos
fisioterapéuticos, como o ultrassom terapéutico (UST), promovem efeitos positivos
guanto ao processo de reparacao tecidual.

A FBM por LBI emite radiagdo dentro espectro eletromagnético do vermelho
(visivel) ao infravermelho (invisivel), os quais apresentam propriedades fisicas
préprias, tais como: monocromaticidade (banda espectral muito estreita), coeréncia
(ondas em fase) e colimacdo (ondas em paralelo) (MOURA-JUNIOR et al. 2014;
MOURA-JUNIOR et al., 2015). Os efeitos da fotobiomodulacdo ocorrem através do
estimulo metabdlico ap6s a absorcdo da energia eletromagnética da luz por
estruturas celulares chamadas de cromdéforos, como a citocromo C oxidase, que por
sua vez podem estimular a cadeia respiratdéria mitocondrial, aumentar a
vascularizacdo periférica local e aumentar o suprimento de oxigénio para as células
hipdxicas, promovendo respostas fotobiomoduladoras (LOPES-SILVA et al. 2020)

Além da fotobiomodulacao, outros recursos como os fitoterapicos a base de
extratos vegetais vém sendo amplamente utilizados pela populagdo mundial, em
virtude de seu baixo custo, para estimular o processo de reparo tecidual (ARO et al.
2015; VIEIRA et al., 2016; SOEMARIE, 2016; LUTHFI et al. 2020 e LUTHFI;
JULIASTUTI e RISKY et al. 2020). Como exemplo, podemos citar o quiabo
(Abelmoschus esculentus Linn) (AEL) pertencente a familia Malvaceae, que é
comumente cultivado nas planicies da india como uma cultura vegetal. De acordo
com estudos prévios (de SOUSA et al. 2012; GEMEDE et al. 2014; SOLIMAN e EL-
MOHAMEDY, 2017; MOREIRA et al. 2020) o extrato vegetal AEL apresenta
propriedades anti-inflamatdrias devida a sua constituicdo rica em componentes
polifendlicos (flavondides, taninos, antraceno, esteréis e/ou triterpenos),
propriedades neuroprotetoras (quercetina e rutina), precursoras de radicais livres e
qguimioprotetoras (inibindo a producéo das enzimas a-glicosidase e a-amilase) (ARO
et al. 2015; VIEIRA et al., 2016; SOEMARIE, 2016).

Apesar da FBM e pomadas/géis baseados em extratos vegetais serem
utilizadas em processos inflamatérios, como tendinites, ainda nao existem pesquisas
na literatura atual sobre possiveis efeitos sinérgicos ou complementares entre essas

duas terapias. Assim, o presente estudo teve por objetivo investigar os efeitos
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inflamatdria aguda e subaguda, e cicatricial (colagenos tipos | e Ill) do tendao

calcaneo de ratos submetidos a tendinite experimentalmente induzida por

colagenase.
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2. JUSTIFICATIVA

As lesbes em tendGes sdao comuns na populacao, especialmente no esporte
devido ao aumento repentino de estresse no local. Diversos recursos da fisioterapia
tém sido utilizados com a finalidade de reparar o tecido lesado, dentre eles, destaca-
se a LBI. Os fitoterapicos ultimamente séo utilizados a fim de acelerar o processo de
reparacdo do tecido lesionado, onde podem ser associados com recursos da
termofototerapia.

Atualmente a reparacéo tecidual tem sido amplamente estudada e abordada
em diferentes linhas de pesquisa com o objetivo de aperfeicoa-las, abrangendo
aspectos como, por exemplo, fisiopatologia, fatores de risco, drogas anti-
inflamatoérias e substancias quimicas que possam influenciar na cicatrizacdo. Em
geral, no contexto clinico, a FBM tem sido amplamente indicada para estimular o
processo de reparacdo tecidual, pois quando empregada na dose adequada
(comprimento de onda, poténcia, energia e tempo de irradiagdo) estimula a
proliferacéo celular e a proliferacdo de colageno, fatores essenciais no processo de
cicatrizacdo tecidual (LOPES-SILVA et al. 2020).

O presente estudo esta inserido no contexto que ainda ndo existem
evidéncias cientificas sobre a comparacéo dos efeitos da radiacdo eletromagnética
(FBM) isolada, ou combinada ao fitoterapico “Abelmoschus Esculentus Linn”. A FBM
por LBI quando aplicada sem interagdo farmacolégica favorece a proliferacao
celular, producédo de colageno e proteinas, reparacao tecidual, indugéo da atividade
mitética das células epiteliais e dos fibroblastos, assim como reducao da inflamacgéo
e edema e o controle da dor devido a inibicdo secretéria de alguns mediadores
guimicos, além do estimulo a microcirculacéo local. Como relatado pela literatura, a
FBM por LBI apresenta 2 comprimentos de onda distintos: vermelho (visivel) e
infravermelho (invisivel) (MOURA-JUNIOR et al. 2015)

Neste estudo, foi adotado a utilizagdo da FBM por LBI no espectro
eletromagnético do infravermelho, devido os reais efeitos comprovados pela
literatura vigente, pela sua capacidade de penetracdo e interacdo aos tecidos
biolégicos, assim como, uma revisdao preliminar publicada por Lopes-Silva et al.
(2020) demonstraram efeitos satisfatorios sobre a reparacdo tecidual quando
empregada com parametros dosimeétricos adequados. Em relagéo a dose aplicada

nesse estudo (4 joules) foi estabelecida devido essa dosimetria estar dentro da
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janela terapéutica, promovendo os efeitos: circulatorios, anti-inflamatorios, anti-
edematoso e cicatricial.

Recentemente as lesdes musculares, como a tendinite encontram-se entre as
patologias mais predominantes na populacdo em geral e atingem igualmente uma
elevada prevaléncia em contexto laboral, podendo em algumas situacdes, limitar as
atividades laborais dos seus portadores, uma vez que, 0S Seus casos aumentam
com a idade, sendo, no entanto, 0os microtraumatismos e a sobrecarga profissional
e/ou desportiva importantes causas em qualquer faixa etaria. Diante disso, 0
consumo de medicamentos, tais como analgésicos e antiinflamatérios, entretanto
alguns medicamentos podem ocasionar inumeros efeitos colaterais e muitas das
vezes, ndo auxiliar no processo de recuperacdo do paciente. Nessa perspectiva,
acredita-se que o uso de extratos vegetais, como o Abelmoschus Esculentus Linn
possa favorecer na reducdo dos quadros de tendinite, devido seus efeitos
importantes sobre a reducdo do estresse oxidativo, além disso, podemos destacar o
baixo custo de um medicamento e, se seus efeitos forem satisfatorios podera ser um
recurso de grande acesso a populacdo, além de ser isento de efeitos adversos
locais (LUTHIFI et al.2020).

O motivo de realizacdo deste estiudo é devido que atualmente existem
tratamentos de elevado custos para a tendinite, portanto, espera-se com a
realizacdo deste estudo que seja possivel comprovar os efeitos isolados ou
associados entre os extratos vegetais e a FBM, visto que isso poderia baratear o
tratamento da patologia, os quais poderiam ser ofertados para individuos com menor
poder aquisitivo. Diante disto, torna-se necesséria a realizacdo de estudos que
investiguem os efeitos entre a FBM por LBI associada ou ndao ao extrato
“Abelmoschus Esculentus Linn” no processo de reparacdo do tendao calcaneo em

ratos submetidos ao processo de tendinite induzida via colagenase.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Estrutura dos tenddes

Os tendbes sdo componentes cilindricos e alongados, revestidos por tecido
conjuntivo denso ndo modelado, separados por fibroblastos e matriz extracelular
(MEC), os quais sdo constituidos principalmente por proteinas fibrosas de colageno
(28%), que promovem a resisténcia e forca ténsil do tend&o, fibras elasticas (2%),
que permitem a elasticidade da estrutura, e agua (70%), que fornece capacidade de
deformacédo elastica, além de glicoproteinas, proteoglicanos e mucopolissacarideos
(MARQUES et al. 2016; ORTAGC et al. 2018; NASCIMENTO et al. 2019). Os tenddes
apresentam baixa demanda metabdlica, sdo pouco vascularizados e ndo sofrem
hemorragia quando seccionados, visto que esta caracteristica pode possibilitar que a
recuperacdo em um processo de cicatrizacdo se torne inevitavelmente lenta
(MARQUES et al. 2016; ORTAC et al. 2018; NASCIMENTO et al. 2019)

Os tendbes em avaliacbes macroscopicas exibem componentes com textura
fibroelastica de coloracdo branca e com brilho, oriundo da organizacdo das fibras
coldgenas existentes no tecido, o qual é composto por duas junc¢des: miotendinea e
osteotendinea (ARO et al. 2015). O tecido tendineo distingue-se dos diferentes
tecidos do corpo em virtude da pequena propor¢cdo de células em relacéo a
quantidade de MEC presente. Nestas células, existem componentes denominados
tenoblastos e tendcitos, 0s quais sdo responsaveis pela producao de colageno (tipo |
e I, principal constituinte da MEC em tenddes (NASCIMENTO et al. 2020).

O colageno é o componente basico do tenddo, o qual representa até 95% de
seu peso, constituidos em sua maior propor¢cdo com cerca de 85% de colageno tipo
| e 10% de colageno tipo Il (NASCIMENTO et al. 2020).. O colageno do tipo | é
responsavel pela resisténcia e tracdo, assim como a resisténcia a deformacéo,
enquanto o colageno tipo Il propicia a durabilidade mecéanica das estruturas de
suporte (NASCIMENTO et al. 2020).

A inervacdo do tendéo é realizada pelos nervos dos musculos anexos, assim
como, pelos fasciculos oriundos dos nervos cutaneos (nervo sural). Os terminais
nervosos podem ser classificados em quatro categorias (corpusculos de Ruffini;
corpusculos de Vater-Pacini, 6rgaos tendinosos de Golgi (OTG’'S) e terminagbes

nervosos livres) em que ressalta-se que o corpusculos de Ruffini e OTG’S, estao
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situados superficie externa dos tenddes, convertendo estimulos de pressdo ou
tensdo em sinais nervosos aferentes, ou seja, mecanorreceptores com diferentes
patamares de sensibilidade, enquanto que as terminacdes nervosos livres sao
responsaveis pela transmissdo do impulso doloroso. Por fim, o corpusculo de Vater-
Pacini tem como finalidade captar os estimulos de origem tateis e vibratorios
(GASIOR-GLOGOWSKA et al. 2010)

O tecido tendineo € envolvido por bainhas de tecido conjuntivo. Os tenddes,
apresentam uma divisdo morfolégica de feixes de fibras tendineas (feixes primarios,
secundarios e terciarios) os quais podem ser endotendao, paratenddo e epitendao
(peritend&o) (WU et al. 2015; NOURISSAT; BERENBAUM e DUPREZ et al., 2015)

O endotendéao € localizado entre feixes tendineo, formado principalmente por
colageno tipo lll, tendo como funcado principal nutrir e inervar o tendao, assim como,
revestir as fibras colagenas, promovendo a unido das mesmas. O paratenddo é
composto por colagenos tipos | e lll, além de fibras elasticas e é revestido na face
interna por células sinoviais, tendo como finalidade revestir o endotenddo. O
epitenddo, reveste o feixe de fibras colagenas, com fibrilas longitudinais, obliquas e
transversais, sendo revestidos pelo paratendao juntamente com as bainhas externas
do paratendéo, formam o peritendao, o qual permite a movimentacéao do tendéo (WU
et al. 2015; NOURISSAT; BERENBAUM e DUPREZ et al., 2015)

Quando ocorre uma deformacédo dos tenddes, inicialmente ha um processo
denominado desorganizacdo das fibras tendineas em forma de ondulagdes que
favorece as modificacdbes nas curvas de tensdo de deformagédo, ocorre a
deformacéo elastica do tendéo, que dependendo do seu grau de deformacao destas
fibras, podera ocasionar em ruptura total do tenddo (WU et al. 2015; NOURISSAT;
BERENBAUM e DUPREZ et al., 2015)

3.2 Funcgéo dos tendbes

Os tenddes desempenham fungBes importantes, tais como: favorecer a
insercéo das fibras musculares nas regidées de proeminéncias 0sseas, transmitir as
forcas advindas da contracdo muscular para o o0sso, resistir a forcas de tenséo,
armazenar energia propulsora, funcionar como um dissipador de energia e
possibilitar que o musculo realize o movimento articular (WU et al. 2015;
NOURISSAT; BERENBAUM e DUPREZ et al., 2015)
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3.3 Tendao calcaneo

O tendéo calcéneo situa-se no compartimento superficial posterior da perna,
constituido pela juncao tendinea dos musculos do gastrocnémio e séleo, sendo o
mais espesso e forte do corpo humano, o qual € composto por 70% de agua. Em
geral o tenddo calcaneo tem como a principal finalidade direcionar a forca
transmitida pelos musculos gastrocnémio e séleo, além de realizar o movimento de
flexdo plantar do tornozelo (del SOL; JUNGE, 2011; DAYTON, 2016)

A regido proximal do tendado calcaneo € constituida por uma estrutura tipica
do tenddo e apresenta a funcédo de resistir as forcas de tracdo, enquanto que a
regido distal é constituida por fibrocartilagem que suporta compressao, tensao
mecanica e estdo sujeitas a possiveis lesdes como as entesopatias (THORPE et al.,
2015)

A vascularizacdo do tendao calcaneo é realizada pela artéria fibular (porcéo
lateral) e pela artéria tibial posterior (medialmente), assim como, pelos ramos da
ateria poplitea (MOURA JUNIOR et al., 2015). Chen et al. (2009) ressaltaram em
seu estudo que a remoc¢ao do paratenddo ocasionaria uma falta de vascularizacao

no tecido tendineo.
3.4 Células do tendéao

As células do tenddo sao constituidas principalmente por fibroblastos
(tenoblastos e tendcitos), 0os quais se situam entre as fibras de colageno e sao os
grandes responsaveis pela integridade da MEC. Os tenoblastos sdo células que
apresentam caracteristicas arredondas, dispostas com nlcleo oval e ricas em
organelas citoplasmaticas, enquanto que os tendcitos encontram-se dispostos em
filas paralelas acompanhados de fibras de coldgeno e uma morfologia alongada
tipica. Ao nivel microscopico, células tendineas, representam cerca de 90 a 95% dos
aspectos celulares do tendao, os outros 5% a 10% compreendem os condrécitos em
regibes de compressao e insergdo, células sinoviais da bainha e células vasculares
no endotendnio e no paratenoénio (YU et al. 2013).

Os fibroblastos (tenoblastos e tendcitos) sdo caracterizados por intensa
atividade sintética, demonstrada na ultraestrutura pela presenca de reticulo
endoplasmatico rugoso, complexo de Golgi, ribossomos livres e numerosas

vesiculas periféricas, com a maturidade essas células apresentam-se
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UNIVERSIDADE metabolicamente menos ativas, alongadas e com poucos prolongamentos (YU et al.
2013).

Em tenddes jovens, 0s tendcitos sdo mais numerosos e estdo situados
préximos as fibras colagenas e organizados longitudinalmente; os quais estao ativos
na producao de energia, proliferacdo das fibras colagenas e de todos os elementos
da matriz extracelular (KJAER, 2004). Sdo responsaveis por formar uma rede de
comunicacdo celular permitindo uma reacdo coesa do tecido a forcas externas,
consequentemente, apresentando funcdo importante sobre as acfes mecanicas
(KIAER, 2004).

Os tenoblastos séo células que variam de tamanho e forma, estdo dispostos
em fileiras fazendo conexdes entre si e possuem numerosas organelas
citoplamasticas, favorecendo intensa atividade metabdlica, durante o processo de
remodelacao tecidual (KJAER, 2004.).

3.5 Lesdes do tendédo calcaneo e suas denominacdes

Tendinopatia € um termo que se refere a uma desordem musculoesquelética
gue atinge os tendfes do corpo humano (patelar, calcaneo, manguito rotador e 0s
tecidos adjacentes) (CHEN et al. 2009; WOLF et al. 2012). Na pratica baseada em
evidencias podemos encontrar trés termos distintos (tendinite e tendinose).

O termo tendinite caracterizado pela presenca de inflamacdes do tecido
préprio dos tenddes, com ou sem degeneracdo de suas fibras, a qual apresenta
elementos celulares proprios, tais como de linfécitos e neutrofilos (KHAN et al. 2002)
J4 a tendinose caracteriza-se como processo degenerativo quando falha a
reparacao do tenddo depois de um trauma ou de microtrauma crénicos marcados
pela presenca de fibroblastos ativos e hiperplasia vascular (KRAUSHAAR;
NIRSCHL, 1998).

Estudos epidemioldgicos publicados por Kearney et al. (2011); Krapf; Kaipel e
Majewski (2012), Wilkins e Bisson (2012); Thevendran et al. (2013) e Del Buono et
al. (2014), estimaram a incidéncia de tendinopatias, onde ressaltou-se que esta varia
em torno de 6 a 18 casos por 100.000 habitantes, tornando-a uma condicéo
patolégica muito comum nas ultimas 2 décadas. A etiologia € multifatorial e os seus
sinais e sintomas incluem dor a palpacdo, dor ao movimento, alteracdo de

sensibilidade focal, edema, fraqueza e restricdo de mobilidade no sitio da leséo (DEL
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BUONO et al. 2014)

A carga mecanica dissipada ao longo da jornada diaria, bem como, 0 uso
excessivo em atividades distintas associadas com a reducdo do suprimento
sanguineo na regiao do tend&o, pode tornar o tenddo mais susceptivel a lesdes por
esforcos, fazendo com que este esteja mais propicio a apresentar uma reabilitacao
demorada, podendo variar de semanas até meses, impactando negativamente a
qualidade de vida dos individuos (THORPE et al. 2015)

3.6 Reparo tecidual

A compreensdo dos mecanismos basicos em decorréncia da aplicacdo dos
recursos terapéuticos utilizados com o intuito de acelerar a cura e o reparo tendineo
em modelos animais tem sido alvo constante de investigacao cientifica. O processo
de reparo tecidual € um evento biolégico complexo que desencadeia uma série de
eventos fisiolégicos no intuito de favorecer a cicatrizagcdo dos tecidos injuriados. A
reparacgdo tecidual é constituida por 3 fases: inflamatoria (0-3 dias), proliferativa (4-
14 dias) e remodeladora (21-28 dias até anos) (MILLAR; MURRELL; MCLNNES,
2013; THOMOPOULOS et al. 2015)

Nesse processo, ha uma ativacdo de varios mediadores especificos com o
intuito de promover o reparo adequado das estruturas envolvidas (plaguetas,
mastocitos, neutréfilos e macrofagos). A inflamacéo aguda inicia-se com uma cascata de
eventos por mediacdo das citocinas e quimiocininas, as quais atraem as células imunes,
principalmente os neutrofilos a infiltrarem ao tecido danificado. Esse processo é
normalmente auto-limitante porque ocorre a producdo de citocinas proé-inflamatorias,
seguido da producdo das anti-inflamatorias as quais irdo contribuir no processo de
reparacao tecidual. O processo inflamatério pode ser marcado por trés fases distintas:
inflamatéria, proliferativa e remodeladora (MILLAR; MURRELL; MCLNNES, 2013;
THOMOPOULOS et al. 2015)

A fase inflamatéria inicia-se logo apds a lesé@o, agindo como uma reacao
natural do organismo em relacdo a uma condi¢cdo de agresséo, a qual ocasiona a
ruptura dos vasos sanguineos, permitindo o preenchimento da area lesionada com
plasma, fluidos e elementos celulares, principalmente plaguetas, ocasionando a
vasoconstricdo, agregacao plaguetaria e deposicdo de fibrina para a formacdo do
coagulo, nessa etapa também ocorre a participacdo de mediadores quimicos
essenciais para o desenvolvimento desta etapa (MILLAR; MURRELL; MCLNNES,
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2013; THOMOPOULOS et al. 2015)

Os neutrdfilos sdo as primeiras células a migrarem ao sitio da lesdo, sendo
que o seu maior aglomerado pode ser encontrado entre 1 a 2 dias da leséo tecidual,
o qual desempenha funcéo de protecédo contra eventos bacterianos (infec¢ao), uma
vez que estes produzem proteases e substancias bioativas, que convertem citocinas
gue atuam na lesdo de forma ativa ou inativa, podendo interferir no processo de
reparo. Posteriormente os macrofagos, principal tipo celular da fase inflamatoria,
atuam de forma ativa sobre o processo de cicatrizacdo por meio do incremento de
citocinas e fatores de crescimento que contribuem na angiogénese, fibroplasia e
sintese da MEC, componentes essenciais para desempenhar a transicao para a
fase proliferativa [60-62]. Qualquer inibicdo na funcdo dos macrofagos retarda o
processo de reparo, podendo haver o atraso na proliferacdo de fibroblastos,
angiogénese, gerando uma fibrose inadequada. O resultado da fase inflamatoria é
o controle da inflamacéo, fase que dura aproximadamente 3 dias (CHEN et al.
2014; CHILDS e MURTHY, 2017).

A fase proliferativa ocorre a partir do 4° ao 21° dia, sendo representada
principalmente pela angiogénese, formagao de MEC e re-epitelizagcdo. Nesta fase,
ambiente celular e as células inflamatérias, inicialmente presentes na matriz
provisOria, sdo substituidas por fibroblastos e células endoteliais, a partir da
producéo do TGF-B e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que auxiliam
a formacdo de novos vasos sanguineos na regido da lesdo (CHEN et al. 2014;
CHILDS e MURTHY, 2017).

Posteriormente, os fibroblastos véo se proliferando e migrando para a MEC
provisoria proveniente dos fibroblastos presentes nos tecidos adjacentes ou nas
células indiferenciadas da regido ao redor que, influenciadas por citocinas, como as
PDGF e TGF-B, as quais auxiliardo na produgao de fibronectina que ajudarao a
construir uma nova matriz (tecido de granulacdo), dando suporte na migracao
celular, sendo de extrema importancia para o processo de reparacao (WANG et al.
2017).

Os fibroblastos se proliferam e produzem proteinas da MEC (fibronectina,
acido hialurdénico, colageno e proteoglicanos), no intuito destes ajudarem a construir
uma nova MEC dando suporte & migragdo celular, essencial para o processo de

cicatrizacdo. E de suma importancia considerar que na fase proliferativa ha uma
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UNIVERSIDADE constante deposicdo de matriz, composta principalmente por coldgeno do tipo Ill,
tornando as fibras mais finas que o coldgeno do tipo I, e suas fibrilas formam uma
rede irregular e desorganizada no local da leséo. E importante ainda que nessa
fase ocorra a formacdo dos novos capilares sanguineos a partir da angiogénese,
sendo responséavel pelo fornecimento de oxigénio, especialmente na producdo de
energia por meio de ATP e nutrientes necessarios ao metabolismo celular no local
(CHILDS e MURTHY, 2017 e WANG et al. 2017).

A fase de remodelamento € a ultima fase do processo de reparo, a qual tem
inicio cerca de 21° dia, podendo durar meses ou anos. Nesta fase, ocorre a
reducdo da celularidade, seguida da diminui¢cdo da sintese da MEC e colageno tipo
[ll. O colageno tipo Il é substituido por colageno tipo I, em um periodo de semanas
a meses, o qual é mediado por um conjunto de metaloproteinases (MMPs), que
favorecem a degradacdo e remodelamento da MEC, incluindo colagenos fibrilares
[60-63]. Durante a fase tardia, ocorre 0 aumento das ligacbes cruzadas entre as
fibrilas de coladgeno. Fibroblastos e fibras de colageno tornam-se gradualmente
alinhadas na direcdo de tensdo, com formacdo de um tecido cicatricial mais
maduro, o qual pode demorar um ano ou mais para finalizacdo da fase (CHILDS e
MURTHY, 2017 e WANG et al. 2017).

Na inflamag&o cronica o tecido apresenta caracteristicamente um infiltrado
constituido por células mononucleares (mondcitos, macréfagos e  linfocitos),
enquanto que inflamacdo aguda os mondcitos diferenciam-se em macrofagos e
cumprem papéis fisioldgicos importantes, fagocitando patégenos, detritos celulares
ou contribuindo para o reparo tecidual através da liberacdo de citocinas que
induzem revascularizacdo ou recrutamento de fibroblastos com formagéo da matriz
extracelular (MILLAR; MURRELL; MCLNNES, 2013; THOMOPOULOS et al. 2015)

A ativacdo plaquetéria favorece a liberacdo de granulos alfa, responsaveis por
secretaram fatores de crescimento: fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento basico de fibroblastos (bFGF), fator de crescimento
transformador B (TGF-B) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
sendo que este ultimo junto com a interleucina (IL-1) promovem a quimiotaxia de
neutrofilos para as éareas lesionadas (MILLAR; MURRELL; MCLNNES, 2013;
THOMOPOULOS et al. 2015).
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3.7 Métodos de tratamentos empregados no reparo tecidual

Atualmente, os principais estudos cientificos publicados acerca da reparacao
tecidual tém buscado investigar, de forma incessante, as principais modalidades
terapéuticas utilizadas com intuito de favorecer a reparacéo do tendao calcaneo em
modelos experimentais (ratos), analisando-se a evolucdo em diferentes tempos
experimentais, e testando diferentes dosimetrias da terapia empregada. Acredita-se
que a utilizacdo da FBM (uso do LBI e LEDs de baixa intensidade) (LARAIA et al.
2012; de JESUS et al. 2014; ALIODOUST et al. 2014; de JESUS et al. 2015;
ALLAHVERDI et al. 2016 e GOMES et al. 2017) e extratos vegetais (fitoterapia)
[ARO et al. 2015; VIEIRA et al., 2016; SOEMARIE, 2016; LUTHFI et al. 2020 e
LUTHFI; JULIASTUTI e RISKY et al. 2020) quando administrados de maneira
adequada, estimulam favoravelmente a reparacédo tecidual, diminuindo o tempo de
cicatrizacdo, uma vez que 0S recursos que emitem ondas mecanicas, como UST e
os eletromagnéticos (LBI e LED) promovem aumento da circulacdo sanguinea local
favorecendo a angiogénese, incrementando a reparagdo dos tecidos moles e
regeneracao tissular através da maior proliferacdo proteica por ativacdo da bomba
de célcio. Porém, os resultados acerca da utilizacdo de extratos vegetais (fitoterapia)
nao apresentam ainda na literatura resultados acerca dos seus principais

mecanismos de acao e inducdo da resposta inflamatoria.

3.8 Fotobiomodulacao por Laser de Baixa Intensidade

O emprego da FBM por LBI tem sido estudado ha aproximadamente 45
anos, visto que a FBM é considerada alternativa terapéutica eficaz para induzir
respostas quanto a neovascularizacdo e a inducédo do processo de cicatrizacao. A
FBM vem sendo utilizada para acelerar o processo de reparo de diferentes tecidos,
incluindo tecido muscular, promovendo um aumento no numero de mitose e o
desenvolvimento de células epiteliais que resulta em aumento da vascularizacao e
proliferacdo de colageno pelos fibroblastos nos sitios da lesédo (TORRES-SILVA et
al., 2014). Pessoa et al. (2018) estabelecem em seu estudo de revisdo que as
fontes emissoras de luz do tipo laser (light amplification by stimulated emission of
radiation) emitem radiacdo eletromagnética, as quais apresentam caracteristicas
proprias (monocromética, coerente e colimada) que as diferem de outras fontes de

luz convencionais.
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A emissdo de ondas eletromagnéticas pela FBI pode ser classificada em
vermelho (visivel) e infravermelho (invisivel). A irradiacdo no espectro
eletromagnético do visivel varia em torno de 600 a 690 nanédmetros (nm), a qual
tem por finalidade favorecer a proliferacado e diferenciacdo celular, apresentando
coeficiente de absorcdo de até 1 mm, sendo indicado, principalmente para o
tratamento de lesbes superficiais, enquanto que o laser no infravermelho varia
entre 700 a 904 nm, possui um coeficiente de absor¢do de 3 mm e na pratica
clinica é utlizado para o tratamento de tecidos bioldégicos profundos
(BENSADOUN; NAIR, 2015).

Xavier et al. (2012) enfatizaram em sua pesquisa que a FBM promove
efeitos bioldgicos nos tecidos através do fornecimento de energia luminosa que é
metabolizada pelas células produzindo efeitos diretos, indiretos e terapéuticos
gerais (analgésico, anti-inflamatério e antiedematoso) mediante a maior sintese de
ATP e também ativacdo da microcirculacdo periférica, que resulta em alteracées
na pressao hidrostatica capilar, reduzindo o edema e eliminando o acumulo de
metabdlitos intermediarios.

A FBM ¢é capaz de interagir com fotorreceptores encontrados nas
mitocondrias, visto que essas organelas possuem a enzima citocromo-c oxidase,
que € responsavel pelo transporte de elétrons e sintese de ATP (KARU;
PYATIBRAT; AFANASYEVA, 2005; KARU et al., 2014). A sintese de ATP ocorre a
partir da modulacdo enzimatica da citrato sintase, a qual atua sob o ciclo de Krebs,
promovendo o aumento da producdo de ATP (FERRARESI et al., 2015).
Associada ao aumento da funcdo mitocondrial e da perfusdo sanguinea, em
virtude da inibicdo do acido araquidénico, seguido da reducdo na expressao da
enzima cicloxigenase-2 (COX-2) e producdo de prostaglandina E2, a fototerapia
pode regular os fatores de modulacdo ligados ao mRNA de citocinas pro-
inflamatorias (ALBERTINI et al., 2007), evitando o processo de isquemia local por
meio da liberacdo temporaria de o6xido nitrico, promovendo a resposta anti-
inflamatoria (LEAL JUNIOR et al., 2009).

3.9 Fitoterapia

Os fitoterapicos séo recursos vegetais padronizados constituidos por misturas
de uma ou mais substancias presentes na planta que sao preparados

adequadamente e posteriormente prescritos em obediéncia a legislagéo vigente. De
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modo geral, os compostos fitoterapicos podem ser utilizados em diferentes
formulagdes, tais como: capsulas, comprimidos, géis, pomadas, solu¢des aquosas,
solucgdes hidroalcodlicas e infusées (MACHADO e OLIVEIRA, 2014)

Na populacdo brasileira observa-se que houve um crescimento na utilizacao
de fitoterdpicos, onde os avangos ocorridos na area cientifica que permitiram o
desenvolvimento de recursos vegetais reconhecidamente seguros e eficazes pode
justificar esse crescimento. A énfase nos estudos das plantas medicinais e sua
influéncia na manutencao da saude tém canalizado esfor¢os para a comprovacao da
acao terapéutica (BRUNING, MOSEGUI; VIANNA, 2012)

A literatura vem demonstrando que o numero de pesquisas experimentais
vem sendo amplamente empregadas com intuito de investigar os reais efeitos dos
extratos vegetais no tratamento da reparacdo tecidual. Aiyegbusi et al. (2010)
investigaram os efeitos do extrato aquoso da planta do abacaxi na proliferacdo de
tenoblasto do tenddo no estagio inicial de cicatrizacgdo em uma lesdo por
esmagamento no tenddo de Aquiles, onde foi comprovado que o0s constituintes
antioxidantes estdo concentrados na polpa, enquanto que as extracdes em forma de
gel devido a extracdo da casca tém potencial para promover a cicatrizagao,
estimulando a proliferacdo de tenoblastos.

Ja Maia-Filho et al. (2010) compararam o uso tépico de gel de Aloe vera,
ultrassom em modo pulsado (US) e fonoforese de Aloe vera em pata de rato com
tendinite induzida por colagenase. Foi possivel evidenciar que o extrato de Aloe vera
potencializou a acdo do gel reduzindo o edema e o niumero de células inflamatorias,
promovendo o rearranjo das fibras de coldgeno e promovendo também a
recuperacdo da resisténcia a tracdo e elasticidade do tenddo inflamado para
recuperar seu estado normal pré-lesao.

Aro et al. (2013) avaliaram o potencial farmacolégico da Aloe vera sobre o
conteudo e arranjo dos glicosaminoglicanos (GAGs) durante a cicatrizacdo do
tenddo, que foi baseado na eficicia de A. vera na organizacdo do colageno. Neste
estudo ndo foram encontrados efeitos significativos ndo foram observadas
diferengcas no numero de fibroblastos, células inflamatérias e vasos sanguineos

entre oS grupos.

3.10 Abelmoschus esculentus linn (quiabo)
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A espécie Abelmoschus Esculentus Linn (A. esculentus L), popularmente
conhecido como quiabeiro, é a planta responsavel pela producdo do quiabo, uma
hortalica importante da culinaria brasileira, pertencente a familia Malvaceae.
Acredita-se que o quiabeiro tenha origens de cultivado na Africa tropical, embora
haja outras hipéteses como o Egito, onde o rio Nilo poderia ter proporcionado o
desenvolvimento da planta. No Brasil, sugere-se que o estado da Bahia, na regiao
nordeste permitiu a disseminacao da planta pelo pais [105]. Atualmente, é cultivado
principalmente na Asia, no oriente médio e no sul dos EUA (MAIRUAE et al. 2015)

O quiabeiro € uma espécie originaria de clima quente, por isso ndo suporta
baixas temperaturas, e seu cultivo apresenta melhores resultados na época quente e
chuvosa do ano. Em geral o cultivo do quiabo apresenta um periodo de cultivacao
de 60 a 75 dias na estacdo de primavera-verdo e, de 90 a 110 dias, no outono-
inverno (LUTHFI, JULIASTUTI, RISKY, 2020 e MOREIRA et al. 2020).

A ingesta do quiabo na dieta da populagéo propicia inUumeros beneficios, uma
vez que o mesmo apresenta fontes de proteinas, acucares sollveis, polissacarideos
como amido, a celuloses e hemiceluloses, fibras, gorduras e minerais, vitamina A,
B1, C e possui ainda em sua composicdo minerais como o célcio e o ferro,
contribuindo para o bom funcionamento do sistema digestivo por apresentar
polissacarideos de cadeia longa. Além disso, 0 mesmo apresenta propriedades
medicinais, dentre as quais se destacam a acdo antidiabética e atividade
antioxidante, visto que a semente de quiabo é rica em varios flavondides, incluindo a
guercetina e rutina (MAIRUAE et al. 2015; TONGJAROENBUAM et al. 2011).

Varios estudos foram realizados acerca das principais particularidades do A.
esculentus L, tais como: caracterizacdes quimicas e fisico-quimicas
(KONTOGIORGOS et al., 2012; ALAMRI; MOHAMED; HUSSAIN, 2013) aplicacdes
farmacéuticas (ALAMRI; MOHAMED; HUSSAIN, 2013; DURAZZO et al. 2018)
modificacdes estruturais (MISHRA; CLARCK; PAL, 2008) e bio-floculantes (LEE et
al. 2015). Ressalta-se também vantagens pelo fato de serem biodegradaveis,
biocompativeis, ndo-tdxicas (LI et al. 2019).

Em aplicacdes biomédicas alguns estudos enfatizam o emprego do extrato
Abelmoschus Esculents Linn na reducdo do processo inflamatorio, sobre a dor e a
proliferacéo de fibras colagenas. Wahyuningsih et al. (2020) determinaram os efeitos

do extrato de Abelmoschus esculentus L. contra a toxicidade do acetato de chumbo
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em rim de camundongos, onde observou-se, extrato de metanol tem um efeito
antioxidante muito forte e pode reduzir a influéncia da toxicidade induzida. Tang et
al. (2017) investigaram o efeito do Abelmoschus esculentus linn na capacidade
angiogénica em camundongos e, comprovaram que O extrato pode aumentar a
capacidade angiogénica nos sitios de lesdo, sendo indicado para cicatrizacado de

feridas e lesdes isquémicas/reperfuséo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da fotobiomodulacdo (FBM) por laser de baixa intensidade
(LBI) associada ou néo ao extrato “Abelmoschus Esculentus Linn”, no tratamento da
tendinite do tendao calcaneo experimentalmente induzida via colagenase em ratos
Wistar.

4.2 Objetivos especificos

o Avaliar qualitativamente e quantitativamente o numero de células
inflamatorias na fase inicial (fase aguda) e tardia (subaguda) da reparacéao tecidual
nos animais submetidos ao procedimento experimental de tendinite via colagenase
e, tratados com a FBM por LBI associada ou ndo ao extrato “Abelmoschus
Esculentus Linn”.

e Investigar quantitativamente a proliferacdo de fibroblastos na fase inicial (fase
aguda) e tardia (subaguda) da reparacdo tecidual nos animais submetidos ao
procedimento experimental de tendinite via colagenase.

e Investigar qualitativamente e quantitativamente a porcentagem média das fibras
colagenas (I e lll) presentes fase inicial (fase aguda) e tardia (subaguda) dos
animais submetidos a leséo.
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5. METODOLOGIA

5.1 Aspectos éticos e legais

Este trabalho foi realizado em modelo in vivo (modelo animal). Todos o0s
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o0s padrées
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e atraves
das recomendacdes das diretrizes nacionais para 0 tratamento animais em
laboratorios. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Pesquisa em Animais (CEUA),
do UNIFSA, através do protocolo (n°11.533/19).

5.2 Local do estudo

A pesquisa foi realizada no laboratorio de Fisiologia do UniFSA, situado na
avenida Walter Alencar, n°665, bem como, no laboratério de analises clinicas e
ciéncias farmacéuticas do anexo | do UniFSA, ambos localizados no bairro Sao

Pedro em Teresina — Piaui.

5.3 Animais

Para essa experimentacdo animal, foram utilizados 40 ratos machos Wistar
(Rattus norvegicus albinus) com massa corporal de 235 + 8,3 g e com 3 meses de
idade, sendo distribuidos em 4 grupos iguais. Cada grupo (n=10) foi avaliado nos
momentos 7 dias (n=5) e 14 dias (n=5). Os animais foram oriundos do biotério do
UNIFSA, alojados em gaiolas padrao de polipropileno (cinco por gaiola) e receberam
alimentacdo a base de racdo (Presence Ratos e Camundongos, Invivo Nutricdo e
Saude Animal Ltda., Paulinia, SP, Brasil) e 4gua ad libitum, sob ciclo claro escuro de
12h/12h, com temperatura controlada de 24 °C. Foi respeitado, antes que se

iniciasse a pesquisa, um periodo de ambientalizacéo de 7 dias.

5.4 Grupos experimentais

Antes da inducdo da tendinite, 40 animais foram distribuidos aleatoriamente
em 8 gaiolas distintas, devidamente por meio de codigos de randomizacédo (as
gaiolas receberam padronizagdo numeérica especifica) e o avaliador cego (ndo teve

envolvimento com trabalho) realizou o sorteio, por meio de 2 envelopes (um continha

35

Rua Trés de Dezembro, 38 - Centro - Sdo Paulo - SP - Cep: 01014-020

(11) 3111-8725




universibape @S Numeracodes das gaiolas e no outro continha as denominagdes dos tratamentos a
BRASIL

serem aplicados.

Os animais foram mantidos em gaiola de polipropileno sendo assim, foram
organizados nos seguintes grupo: grupo controle (GC), grupo extrato (Abelmoschus
Esculentus Linn), grupo fotobiomodulacdo e grupo associado (FBM + extrato).
Como procedimento padrédo antes de qualquer manipulacdo com os animais, a pata
direita passava por um processo de limpeza com alcool iodado a 2% (Rio Quimico
Ltda., Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil), uma vez que crostas poderiam ser
formadas mediante aplicagcdo do extrato vegetal e por isso, essa conduta serviu
como base para todas as manipulacbes com o0s animais. Abaixo estdo descritos os

grupos experimentais que foram estudados:

Tabela 1: Delineamento detalhado dos grupos experimentais do presente estudo

Grupo Intervencéo Eutanasia
Grupo controle 10 animais foram submetidos a inje¢éo de 7el4d
(GC) colagenase, os quais estavam mantidos em dias

gaiolas individuais ndo recebendo qualquer

tipo de intervencéao.

Associado 10 animais foram submetidos a inje¢éo de 7eld
(laser + extrato) colagenase, os quais estavam mantidos em dias
(AS) gaiolas individuais recebendo o tratamento por

meio da FBM por LBI associada aplicacao
topica do extrato AEL.
Extrato 10 animais foram submetidos a injecéao de 7el4
(EX) colagenase, 0s quais estavam mantidos em dias
gaiolas individuais, recebendo a terapéutica
topica do extrato AEL.
Fotobiomodulacdo 10 animais foram submetidos a injecao de 7el4
(FBM) colagenase, 0s quais estavam mantidos em dias
gaiolas individuais recebendo o tratamento por
meio da FBM por LBI associada aplicacéao
topica do extrato AEL.

Fonte: Autor, 2020

Rua Trés de Dezembro, 38 - Centro - Sdo Paulo - SP - Cep: 01014-020

(11) 3111-8725



UNIVERSIDADE
BRASIL

5.5 Modelo experimental de tendinite

Os animais receberam um tratamento pré-anestésico com sulfato de atropina,
0.25 mg/mL (Atrifarma®, Inddstria Quimica Farmacéutica Cearense Ltda., Barbalha,
Cearé (CE), Brasil) na dose de 0,04 mL/100 g do peso corporal, administrada por via
subcuténea para evitar edema pulmonar. Esperou-se em torno de 15 minutos para
realizacdo da conduta anestésica usando 10% de cloridato de cetamina (Cetamin®
10%, Rhobifarma Industria Farmacéutica Ltda., Hortolandia, Sdo Paulo, Brasil) e 2%
de cloridato de Xilazina (Xilazin® 2% Rhobifarma Industria Farmacéutica Ltda.,
Hortolandia, S&o Paulo, Brasil) na concentracdo de 0,1 mL/100 g por via
intraperitoneal (TORRES-SILVA et al. 2015; NATERSTAD et al. 2018).

A tendinite experimental foi realizada na pata direita dos animais, mediante
injecao intratendinosa de 10 pL de colagenase (10 mg/mL-1; SIGMA C6885®,
Sigma Pharma Indastria Farmacéutica Ltda, Sdo Paulo, Brasil). A colagenase (10
mg) foi dissolvida em uma solucdo salina estéril tamponada com fosfato (1 mL)
(TORRES-SILVA et al. 2015; NATERSTAD et al. 2018).

Figura 1: Inducdo experimental da tendinite via colagenase no tendéo da pata direita

dos ratos
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Fonte: Laboratorio de fisiologia do UniFSA.

5.6 Intervencdo terapéutica experimental

O tratamento de cada animal teve inicio 24 horas ap0s inducao da tendinite
via colagenase em cada grupo experimental. As intervencdes experimentais foram
instituidas a cada 24 horas (ap6s a primeira sesséo), cuidando-se para que todos
tivessem a mesma manipulacdo diaria em mesmo horério. Para a realizacdo do
procedimento terapéutico, os ratos foram mantidos em decubito ventral, em uma
bancada devidamente padronizada com tecido ndo texturizado, onde houve, a
imobilizagcdo da pata direita do animal para aplicacdo dos recursos propostos
(TORRES-SILVA et al. 2015; NATERSTAD et al. 2018)..

5.7 Equipamentos

Com intuito de estimular a reparacédo do tenddo calcaneo dos animais, foi
utilizado um equipamento de Laser que emite radiagdo no espectro eletromagnético

do infravermelho proximo (830 nm).

Figura 2: Aparelho de FBM por LBI empregado no presente estudo

—

TR

'y

Fonte: Google imagens

5.8 Fotobiomodulagdo (FBM) por Laser de Baixa Intensidade

A FBM foi realizada usando um laser de baixa poténcia de arseneto de galio e
aluminio (AsGaAl) (Ibramed®, Laserpulse, ANVISA: 10360310030, S&o Paulo,
Brasil), devidamente calibrado (Anexo 2). A cada sesséo a pata do animal era limpa
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UnvERsIDADE  COM aplicacdo de alcool a 70%, visto que essa medida era necessaria para que nao
houvesse formacéo de barreiras para aplicacdo da FBM por LBI.

Para este estudo foram adotadas as seguintes dosimetrias: comprimento de

onda de 830 nm, poténcia de 50 mW, area do feixe de 0,11 cm2, densidade de

poténcia 0,45 W/cm?, tempo de irradiacdo de 80 segundos, energia 4 J por ponto,

densidade de energia de 36,3 J/cm?.

Tabela 2. Parametros da FBM que foram empregados no presente estudo

Parametros Valores
Poténcia (mW) 50
Area do Feixe (cm?) 0,11
Diodo semicondutor AsGaAl
Comprimento de onda (nm) 830
Energia (J) 4
Densidade de energia (J/cm?) 36,3
Densidade de Poténcia (W/cm?) 0,45
Tempo de Irradiagéo (s) 80
Numero de Pontos 01

Técnica de contato com leve pressao

Fonte: Autores, 2020.

Os ratos foram posicionados em decubito ventral com imobilizagdo manual da
pata direita para aplicacdo da terapéutica indicada em contato direto com a area a
ser tratada. A aplicacdo da FBM se deu de forma pontual, aparelho posicionado a

90° do eixo tendineo, e o feixe de luz emitido cobriu por inteiro o sitio da leséo.

Figura 3: Demonstragdo da intervencdo baseada na FBM por LBl nos animais

submetidos ao tratamento.
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Fonte: Laboratorio de Fisiologia do UniFSA

5.9 Preparacao e aplicacédo do extrato Abelmoschus Escullents Linn

Para o preparo do extrato Abelmoschus Escullentes Linn, seguiu-se a
padronizacdo proposta por Luthfi et al. (2020) e Luthfi et al (2020). As frutas
frescas de quiabo adquiridas na cidade de Teresina — Piaui foram lavadas com agua
corrente, trituradas em liquidificador e armazenadas em frasco de vidro fechado por
24 horas. A mistura foi agitada a 50 rotacdes por minutos (rpm), filtradas e,
posteriormente coletada em um tubo de ensaio. O extrato liquido foi evaporado em
evaporador rotativo por 90 minutos e armazenado. Os ingredientes basicos para
compor o gel de AEL foram Carboxil Metil Celulose Natrium (CMC-Na) 3% (Fochem,
Shanghai, China). O p6 de CMC-Na 3% foi diluido em 100 mL de agua morna a
28°C. Esse po6 foi adicionado gradualmente a agua para facilitar a dispersao. A
mistura foi deixada por 10-15 minutos até formar um gel suave e transparente e foi
posteriormente misturada através de um backer até ficar homogéneo, adicionando
agua lentamente para obter o volume de 100 mL. Por fim, para se obter a fruta de
quiabo na forma de gel na concentracdo de 30%, até 3 mL de extrato foram
misturados com 7 mL de CMC-Na 3%. Todos os procedimentos foram realizados na
clinica escola de Farmacia do UniFSA.

A aplicacédo do extrato foi realizada de forma topica no tenddo da pata direita
do animal, onde os animais aguardaram cerca de 15 minutos poés-aplicacdo para
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que 0S mesmos retornassem para a gaiola. Para aplicacdo do extrato por via topica
adotou-se o volume necessario para recobrir a area do tenddo lesionado. Ainda
sobre aplicacdo do extrato € de suma importancia considerar que aplicacdo da FBM
por LBI foi a primeira terapia a ser institucionalizada, apés um tempo de 10 minutos,

realizou-se aplicacdo do extrato vegetal.

Figura 4. Demonstracdo da intervencdo baseada na aplicacdo tépica do EX (AEL)

nos animais submetidos pela proposta intervencional proposta.

Fonte: Laboratério de Fisiologia do UniFSA

5.10 Eutanasia dos animais

A eutanasia dos animais foi realizada a partir de uma sobre dosagem
anestésica intraperitoneal de 150 mg/kg de tiopental de sodio (Thiopentax®, Cristalia
Produtos Quimicos Farmacéuticos. Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), nos respectivos
periodos experimentais (7 e 14 dias) (TORRES-SILVA et al. 2015; NATERSTAD et
al. 2018).

5.11 Andlise histoldgica

O tendao calcaneo da pata direita dos animais foi desidratado em solugdes
crescentes de alcool e diafanizados em Xilol e, entdo, incluidos em solucédo de
formaldeido (10%) (MOURA JUNIOR et al., 2015).
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Figura 5: Demonstracdo da remocao do tenddo calcaneo dos animais apés a

eutanasia.

, : 1
Fonte: Laboratorio de Fisiologia do UniFSA.

Posteriormente, foram realizados quatro cortes semi-seriados com 5 um de
espessura por animal em um micrétomo (modelo 820®, American Optical Co., Nova
York, NY, EUA), corados com hematoxilina e eosina (HE) para avaliar células
inflamatorias (totais) e fibroblastos, assim como parte do material foi corado com
picrosirius red para avaliar as fibras -colagenas (I e Ill). O material foi examinado em
um microscopio trinocular (modelo Eclipse E200®, Nikon do Brasil Ltda., Sdo Paulo,
SP, Brasil), com objetivas plana cromaticas, com uma camera digital (modelo
Coolpix 5400®, Nikon do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) com resolu¢édo de 2592
X 1944 pixels acoplada ao microscopio. Para contagem manual das células
inflamatorias, realizou-se o reconhecimento morfologico delas, diferenciando-as de
outros tipos celulares presentes nos cortes (MOURA JUNIOR et al., 2015)

As fotomicrografias foram realizadas em um aumento de 400x, com trés

capturas em campos aleatérios diferentes e, por fim, armazenadas no formato
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JPEG. As imagens foram digitalizadas para a andlise quantitativa das células
inflamatorias e avaliadas a partir do programa de andalise computacional de imagens
Image J® (versao 1,32 para Windows, National Institute of Health, Bethesda, MD,
EUA). Para contagem manual das células inflamatdrias foram utilizados os seguintes
comandos: “file”, “open” (arquivo com imagem da lamina), “edit”’, “selection”,
“specify”, “image”, “crop” (especificar o tamanho da imagem a ser analisada),
“plugin”, “analyze”, “cellcounter”’, em seguida foi determinado um numero para cada
tipo de célula. Findada a contagem e clicando em “results”, obteve-se a quantidade
de cada célula na imagem analisada (MOURA JUNIOR et al., 2015).

A analise histolégica foi realizada através da microscopia de luz e os
resultados registrados por uma analise quantitativa das células inflamatérias e
fibroblastos [49]. As células inflamatérias foram identificadas de acordo com suas
caracteristicas histologicas (células pequenas com nucleo fortemente basofilo),
assim como, os fibroblastos (células fusiformes com a presenca de nucleos ovoides).
Para interpretacdo dos achados histopatologicos adotou-se a metodologia acerca da
contagem total de todas as células inflamatorias (sem delimitacdo dos seus tipos),
assim como foi realizada com a mensuracdo dos fibroblastos (contagem dos
tenocitos e tenoblastos).

5.12 Anélise morfométrica dos tipos de colageno (I e Ill)

A analise morfométrica foi realizada através da captura de imagens e a
analise computacional, por meio do programa processamento de imagens (Image
Pro Plus 4.5). Para quantificar as fibras de colageno tendineo, foram observados
trés campos por lamina usando um microscopio de luz polarizada (Carl Zeiss,
Polinterferential Photomicroscope, Alemanha), acoplado a uma camera CMOS
colorida com resolucdo de 1280 x 1024 pixels e ampliagdo de 400x (Thorlabs
GmbH, Alemanha), conectado a um microcomputador equipado com uma placa de
video. Todas as imagens foram digitalizadas antes do processo de gquantificacéo,
padronizando a intensidade da luz do microscopio e a altura do condensador
(MARQUES et al. 2016).

As areas de colageno foram separadas na imagem, usando a distribuicdo de
cores como parametro discriminante. Para analise da quantificacdo das fibras

colagenas, os espécimes foram corados com Picrosirius red, um composto anidnico
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que distingue a espessura e a densidade das fibras colagenas sob luz polarizada.
Para andlise do colageno tipo Ill foram visualizadas e quantificadas as fibras com
coloracdo esverdeadas, enquanto as fibras colagenas do tipo |, apresentaram a
coloracdo vermelho (MARQUES et al., 2016).

Para analise por meio do programa Image Pro Plus foram utilizados os
seguintes comandos: Abrir a pasta e selecionar a imagem. Em seguida, as imagens
foram padronizadas em um tamanho de 50 X, seguida dos comandos “Measure” e
“Select Measurement”, onde as imagens foram padronizadas em um campo de
totalidade de 1.000.000. Ap6s a padronizacdo do campo da imagem, adotou-se a
padronizacdo das cores em vermelho (colageno 1) e verde (colageno Ill) nas
imagens analisadas e, a leitura das fotomicrografias, pelo programa, clicou-se no
comando “range statistic” para apresentagdo dos resultados encontrados em

porcentagem (colageno | e lll).
5.12 Anédlise estatistica

Os dados foram avaliados quanto ao coeficiente de variacdo e a distribuicao
amostral para a determinacdo do teste estatistico. Realizou-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov para a andlise da distribuicdo dos dados. Devido a
apresentacao ndo paramétrica foi aplicado o teste Wicoxon na analise intragrupos.
Para a comparacédo entre os grupos foi aplicado Kruskal-Wallis test com post hoc de
Dunn's Multiple Comparison Test (comparacdes multiplas — andlise intergrupo). Foi

considerando intervalo de confianga de 95% e nivel de significancia de 5% (p <0,05).
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6. RESULTADOS

6.1 Avaliacéo histoldgica e histomorfométrica

A figura 6 apresenta as fotomicrografias dos GC (Ae B), AS (Ce D), EX(E e
F) e FBM (G e H). No GC (7 dias) foi encontrado fragmentos de tecido
fibroconjuntivo, muscular esquelético e adiposo apresentando processo inflamatoério
linfo-monocitério (seta) discreto. Em tecido fibroconjuntivo em transicdo com tecido
muscular esquelético observou-se foco de células macrofagicas xantomizadas
(cabeca de seta) com moderada proliferacdo fibroblastica. Ja nas micrografias do
GC (14 dias) houve a presenca fragmentos de tecido fibroconjuntivo, muscular
esquelético e adiposo apresentando processo inflamatorio linfocitario moderado
(seta) em tecido conectivo com foco de degeneracdo de fibras colagenas e
musculares associado (*) a reatividade e proliferacdo fibroblastica periférica e
intratecidual moderada (cabeca de seta).

No grupo EX (7 dias) verificou-se tecido tendinoso de morfologia tipica
exibindo fibroblastos ativados (cabeca de seta) (com nudcleos estrelados e
citoplasma escasso). Também se observa raros focos de neoformacao vascular (*).
N&o se observa infiltrado inflamatorio significativo. Ja ao 14° dia observa-se Tecido
tendinoso dentro apresentando focos de atipia fibroblastica reacional (cabeca de
seta) (nucleos ovalados, citoplasma escasso e rarefacdo de fibras colagenas).
Frequentes focos de neoformacédo vascular associada (*). Auséncia de inflamacéo
significativa.

No grupo FBM (7 dias) foi identificado a presenca de tecido tendinoso
composto por fibroblastos fusifomes com ndcleos ovalados (cabeca de seta) e
apresentando focos de neoformacéo vascular (*). Infiltrado linfomonocitario escasso
(seta). Ao 14° dia, verificou-se tecido tendinoso apresentando fibroblastos de
morfologia ativa, com frequentes mitoses (atipia reativa) (cabeca de seta), com
nacleos ovalados e nucléolos evidentes. Observa-se moderada neoformacao
vascular (*). Infiltrado linfomonocitario multifocal (seta).

No grupo AS (7 dias) verificou tecido tendineo exibindo fibras colagenas
fragmentadas (cabeca de seta), associado a focos de atipia fibroblastica exuberante
(células de nucleos amplos, nucléolos evidentes e figuras de mitose ocasionais),

moderada neoformacdo vascular (*) e moderado infiltrado inflamatorio linfo-
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monocitario associado (seta). JaA nas micrografias do AS (14 dias) observou-se
tecido tendinoso majoritariamente preservado, apresentando focos de fragmentacéo
de fibras colagenas (cabeca de seta) e atipia fibrobastica reativa discreta. Nestas
areas ha moderada neoformacao vascular (*) e escasso infiltrado inflamatorio linfo-

monocitario associado (seta).

Figura 6 - Fotomicrografias dos aspectos histologicos das imagens coradas com HE

dos animais submetidos a inducdo experimental de tendinite por colagenase.
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14 Dias
N~ h\ -

Grupo controle

Grupo extrato

Grupo fotobiomodulagdo

Grupo associado

Legenda: CG (grupo controle); EX (extrato); FBM (Fotobiomodulacéo); AS
(associado). HE (hematoxilina e eosina). H&E, x400.
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6.2 Numero de células inflamatdrias: andlise intragrupos

Na analise intragrupo para o periodo estudado de 7-14 dias (tabela 7), é
possivel verificar que os grupos AS (p=0,043) e FBM (p=0,010) apresentaram
resultados significativos sobre a reducéo de células inflamatérias, enquanto o grupo

GC e EX nédo apresentaram resultados significativos.

Tabela 3. Avaliacao intragrupos (média e erro-padrédo).

Periodo (dias) Analise
Grupos (AIG)
7 14 p (7-14)
Controle (GC) 1906 £+224 167,6 +27,1 0,056
Extrato (EX) 148,4 +9,68 113,4+24,6 0,061
FBM 139,4+9,30 96,4+135 0,010*
Associado (AS) 134,0+33,2 112,2+24,6 0,043*

Legenda: AIG= Avaliacao intragrupo; *= Diferenca significativa.
6.3 Numero de células inflamatorias: analise intergrupos

Para analise da quantificacdo das células inflamatdrias, optou-se por realizar a
contagem manual de todos os tipos de células inflamatérias nas fotomiografias
analisadas (ndo havendo a discriminagdo de células inflamatérias especificas). A
figura (7A e 7B) apresenta os resultados obtidos na analise intergrupos nos periodos
estudados (7 e 14 dias). Foi observado que os grupos tratados nao foram diferentes
em relacdo ao GC quanto ao numero de células inflamatérias. Para o periodo de 7
dias: GC versus AS (p=0.321), GC versus EX (p=0.242), GC versus FBM (p=0.058);
AS versus EX (p=0.694), AS versus FBM (p=0.890); EX versus FBM (p=0.572). Para
o periodo de 14 dias: GC versus AS (p=0.292), GC versus EX (p=0.258), GC versus
FBM (p=0.071); AS versus EX (p=0.975), AS versus FBM (p=0.468); EX versus FBM
(p=0.641).
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Figura 7. Analise intergrupos sobre a contagem de células inflamatorias.

Células inflamatorias
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Legenda: Os graficos representam a valores médios obtidos na analise da
contagem de células inflamatorias nos tempos experimentais (7 e 14 dias). A analise
intergrupo é representada pelos valores de p (neste resultado ndo observa-se
resultados significativos) em comparagcao ao grupo controle, usando o teste Kruskal-

Wallis test com post hoc de Dunn's Multiple Comparison Test. Os dados séo
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apresentados como média + DP.

6.4 Numero de Fibroblastos: analise intragrupos

Na analise intragrupo para o periodo de 7-14 dias (tabela 8), é possivel verificar
que o grupo GC aumentou o numero de fibroblastos (p=0,0035); e os grupos EX
(p=0,172) e AS (p=0,064) diminuiram o numero de fibroblastos sem significancia
estatistica. Apenas o0 grupo FBM diminuiu significativamente o numero de
fibroblastos (p=0,013).

Tabela 4. Avaliacado intragrupos (média e erro-padrédo).

Periodo (dias) Anélise
Grupos (AIG)
7 14 p (7-14)
GC 3453+1,61 4573+1,96 0,0035*
EX 103,2+145 76,8+8,3 0,172
FBM 180,1+27,1 105,2+8,2 0,013*
AS 162,7+23,6 112,1+10,3 0,064

Legenda: AIG= Avaliacao intragrupo; *= Diferenca significativa.
6.5 Numero de Fibroblastos: analise intergrupos

Na analise intergrupos para os grupos tratados no 7°dia foi possivel evidenciar
que os grupos EX (p<0,001), FBM (p<0,0001) e AS (p<0,0001) aumentaram
significativamente a proliferagdo de fibroblastos em relagdo ao grupo controle
(Figura 8A). Ja ao 14° dia, foi possivel evidenciar que o grupo FBM (p<0,0001), AS
(p<0.0001) e EX (p<0.05) mantiveram um maior namero de fibroblastos quando

comparados ao grupo controle em relagcéo a proliferacao de fibroblastos (Figura 8B).
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Figura 8. Andlise intergrupos sobre a proliferagéo de fibroblastos.
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Legenda: Os graficos representam a valores médios obtidos na analise da

contagem de fibroblastos nos tempos experimentais (7 e 14 dias). A analise

intergrupo é representada pelos valores de p (* p <0,05, ** p <0,001 e *** p <0,0001)
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de Dunn's Multiple Comparison Test. Os dados sao apresentados como média + DP.

6.6 Andlise das fibras colagenas tipo I e lll

A figura 9 apresenta os resultados obtidos nas fotomicrografias da analise das
fibras colagenas pela microscopia de luz polarizada dos espécimes corados com
picrosirius red.

As figuras 9A (7° dia) e 9B (14° dia) para o GC mostraram a presenca dos
dois tipos de fibras de colageno tipo | (vermelho) e Ill (verde), com predominio do
colageno tipo Il tanto no 7° dia quanto no 14° dia.

As figuras 9C (7° dia) e 9D (14° dia) para o grupo EX mostraram que no
tempo experimental de 7 dias houve uma predominancia de fibras colageno tipo lll.
Entretanto é possivel verificar que no 142 dia houve uma proliferacdo minima de
fibras coldgenas do tipo | para os animais tratados com o extrato. Nesse grupo
também é notada falta de alinhamento das fibras coldgenas acentuadamente no
periodo de 14 dias.

AS figuras 9E (7° dia) e 9F (14° dia) apresentam maior proliferacédo das fibras
coldgenas do tipo Illl ao 7° dia no grupo FBM. No 142 dia houve uma maior
proliferacdo das fibras colagenas tipo | e uma reducado consideravel da proliferacéo
das fibras colagenas do tipo Ill.

Por fim, as figuras 9G (7° dia) e 9H (14° dia) demonstraram que ao 7° dia
houve maior proliferacdo de fibras coldgenas do tipo lll, enquanto que no 14° dia
houve maior proliferacdo de fibras colagenas do tipo | associada a reducdo das
fibras do tipo Il nos animais tratados no grupo AS. Nesse grupo também € notada
falta de alinhamento das fibras colagenas acentuadamente no periodo de 7 dias, e

melhor alinhamento no periodo de 14 dias.

Figura 9 - Analise morfométrica dos cortes histolégicos corados com picrosirius red

obtidos do tend&o calcaneo para analise das fibras colagenas tipo | e Ill.
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(AS). Ampliagéo x 40; barra de escala = 20 ym.
6.7 Fibras colagenas (I e lll): analise intragrupos

A tabela 9 evidencia os resultados obtidos acerca da quantificacdo das fibras
de colageno | e Ill nos grupos estudados. Em relacdo a comparacdo dos tempos
experimentais (7 e 14 dias), foi possivel observar que houve uma proliferacédo efetiva
das fibras colagenas (tipo 1), nos grupos tratados com FBM (p=0,0043), e associado
(p=0,0249), enquanto que no GC e EX ndo foi possivel evidenciar resultados
significativos. Em relacdo a analise do colageno (tipo Ill) foi evidenciado que os
grupos FBM (p=0,0043) e AS (p=0,0277) apresentaram resultados significativos
quanto a diminuicdo da proliferacdo das fibras colagenas do tipo lll. Entretanto, os

grupos controle e extrato ndo apresentaram resultados significativos.

Tabela 5. Avaliacao intragrupos (média e erro-padrédo).

Periodo (dias)
Grupos / TC (%)

7 14 p (7-14)
CTI 1453 +5,00 16,07 +4,09 0.6667
eC CTII 85,47 +5,00 83,93+4,09 0,8035
oy CTI 9,06 +3,02 2873+906 0,0556
CTII 90,20 +3,33 71,07+9,05 0,0660
CTI 8,60+4,64 4413+7,71 0,0043*
M o 91,40 +4,64 55,67 +7,70 0,0043*
AS CTI 12,20 +3,46 39,73 + 8,46 ~ 0,0249*
CTII 87,67 +3,45 60,27 +8,46 0,0277*

Legenda: TC= Tipos de colageno; CTI= Colageno tipo I; CTlll= Colageno Tipo llI;

AIG= Avaliagdo intragrupo; *= Diferenca significativa; ns= Diferenca n&o
significativa.GC = grupo controle; EX = extrato; FBM = fotobiomodulagéo; AS =

associado.

6.8 Fibras colageno tipo I: anélise intergrupos

A figura 10 apresenta os resultados obtidos acerca da quantificacéo das fibras
colagenas (tipo 1) nos respectivos periodos experimentais (7 e 14 dias). Ao 7° dia

nao foi observado alteracées significativa entre 0s grupos estudados em
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comparacao ao GC. Para o periodo de 7 dias: GC versus AS (p=0.667), GC versus
EX (p=0.382), GC versus FBM (p=0.419); AS versus EX (p=0.540), AS versus FBM
(p=0.560); EX versus FBM (p=0.902). J4 ao 14° dia foi possivel verificar que os
grupos AS (p<0.05) e FBM (p<0.001) apresentaram aumento significativo na
producdo de fibras coldgenas quando comparados ao GC. Para o periodo de 14
dias: GC versus AS (p=0.05), GC versus EX (p=0.114), GC versus FBM (p=0.001);
AS versus EX (p=0.408), AS versus FBM (p=0.743); EX versus FBM (p=0.172).

Figura 10. Andlise intergrupos sobre a proliferacdo das fibras colagenas tipo |
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Legenda: Os gréficos representam a valores médios obtidos na analise da
porcentagem de fibras colagenas tipo | no tempo experimental (7 e 14 dias). A
analise intergrupo é representada pelos valores de p (* p <0,05, ** p <0,001 e *** p
<0,0001) em comparacéo ao grupo controle, usando o teste Kruskal-Wallis test com

post hoc de Dunn's Multiple Comparison Test. Os dados sdo apresentados como
média + DP.
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6.9 Fibras colageno tipo lll: andlise intergrupos

A figura 6 apresenta os resultados acerca da quantificagdo das fibras
colagenas do tipo Il (7 e 14 dias). E possivel evidenciar que ao 7° dia nenhum dos
grupos apresentou diferencas significativas. Para o periodo de 7 dias: GC versus AS
(p=0,685), GC versus EX (p=0,465), GC versus FBM (p=0,418); AS versus EX
(p=0,637), AS versus FBM (p=0,555); EX versus FBM (p=0,747). No 14° dia foi
possivel verificar que grupo FBM reduziu significativamente (p=0,05) a proliferacédo
das fibras colagenas tipo Il quando comparado ao GC. Para o periodo de 14 dias:
GC versus AS (p=0,053), GC versus EX (p=0,214), GC versus FBM (p=0,050); AS
versus EX (p=0,415), AS versus FBM (p=0,732); EX versus FBM (p=0,172).
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Figura 11. Andlise intergrupos sobre a proliferacéo das fibras colagenas tipo Ili
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Legenda: O graficos apresenta os valores meédios obtidos na analise da
porcentagem de fibras colagenas do tipo Ill no tempo experimental (7 e 14 dias). A
analise intergrupo € representada pelos valores de p (* p <0,05, ** p <0,001 e *** p
<0,0001) em comparacgéo ao grupo controle, usando o teste Kruskal-Wallis test com

post hoc de Dunn's Multiple Comparison Test. Os dados s&o apresentados como
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média + DP.

A figura 12 demonstra a proliferacdo das fibras colagenas | e Ill. Podemos
observar que houve quando comparado o tempo experimental de 7 e 14 dias nota-

se uma efetiva substituicdo do colageno Il em | nos grupos FBM e AS.

Figura 12: Analise da substituicdo das fibras colagenas lll em fibras colagenas |
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Legenda: O gréficos apresenta os valores médios obtidos na andlise da
porcentagem de fibras colagenas do tipo Ill no tempo experimental (7 e 14 dias). A
analise intergrupo é representada pelos valores de p (* p <0,05 e ** p <0,001) em
comparacao ao grupo controle, usando o teste Kruskal-Wallis test com post hoc de

Dunn's Multiple Comparison Test. Os dados sdo apresentados como meédia.
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7 DISCUSSAO

Neste estudo investigamos o0 processo inflamatorio, reparo e a proliferacao
fibras colagenas mediados pela FBM, extrato AEL e a associacdo de ambos em um
modelo experimental de tendinite do tendao calcaneo induzida por colagenase. A
tendinite é caracterizada histopatologicamente pela interrupcdo da proliferacdo de
fibroblastos e apoptose com arranjos e a proliferacdo de vasos e nervos contendo
elementos sensoriais, nociceptivos e autonémicos. Neste estudo foi observado os
seguintes achados: reducdo do processo inflamatério agudo (AS e FBM),
proliferacéo de fibroblastos (EX, FBM e FBM) e fibras colagenas (lll em I) nos grupos
tratados com FBM e AS.

7.1 Células inflamatdrias

A inflamacéo é a resposta primaria do hospedeiro a infeccdo, mas também é
um componente essencial da resposta a maioria das outras formas de lesdo. Uma
consequéncia do recrutamento de células inflamatérias é a geracdo de grandes
guantidades de radicais livres derivados e espécies reativas de oxigénio, citocinas,
fatores de crescimento e enzimas degradativas também s&o produzidos e liberadas
no ambiente extracelular por células inflamatérias (MILLER; ZACHARY, 2017).

Diversos estudos reportaram os efeitos de fitoterapicos sobre a reducéo do
processo inflamatério. Maia Filho et al. (2010) comprovaram que o extrato de Aloe
vera possibilitou a reducdo do quadro inflamatério no tendao calcaneo em ratos, no
tempo experimental de 7 e 14 dias. Ja Leal et al. (2016) comprovaram que apos 0
tratamento com o extrato de Ximenia. Americana (X. americana) houve a reducéo do
quadro inflamatério agudo do tenddo calcaneo em ratos. Os resultados obtidos pelo
presente estudo ndo corroboram com os achados da literatura acerca na reducéo no
namero de células inflamatorias.

Segundo a literatura em outros modelos experimentais atribui-se os efeitos do
Abelmoschus Esculentus Linn a presenca de flavonoides e catequinas os quais
podem inibir a proliferacdo de prostaglandinas reduzindo o processo inflamatério,
fato que nao foi verificado no presente estudo por Ortag et al. (2018); Luthfi et al.
(2020) e Luthfi; Juliasti; Risky. (2020). Ja& Moreira et al. (2020) reafirmam que acao
dos flavonoides contidos no quiabo auxiliam na reducdo da liberacdo de

prostaglandinas e mediadores pro-inflamatorios por meio da inibicdo da enzima
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UNIVERSIDADE ciclooxigenase (COX-2). Além disso, os flavondides também podem reduzir estresse
oxidativo pela regulacdo da atividade do fator nuclear kappa B (NF-kB), de modo
que o aumento das citocinas pro-inflamatorias pode ser reduzido (LUTHFI et al.
2020).

De acordo com Park et al. (2017) e Misir et al. (2019) afirmaram que reduzir o
processo inflamatério nos estagios iniciais de reparo em lesdes tendineas pode
resultar em um reparo de melhor qualidade. Estudos anteriores comprovaram 0sS
efeitos da FBM sobre o processo de reparo do tend&o calcaneo e descrevem um
efeito importante sobre a reducdo de células inflamatérias. Como exemplo,
Casalechi et al. (2013) observaram reducéo do niamero de células inflamatérias nos
estagios iniciais da lesdo e melhora na qualidade do reparo tecidual durante a
cicatrizacdo do tendao calcaneo em ratos pela aplicacdo do FBM (780 nm, 22 mW,
1.54 J, 7.5 J/lcm2 e 107 mW/cm?2).

Bastos et al. (2009) encontraram efeitos semelhantes entre o LED visivel (630
nm, 15 mW e 6 J/cm2) e LED invisivel (880 nm, 15 mW e 6 J/cm2) e FBM vermelho
(685 nm, 15 mW e 6 J/lcm2) FBM infravermelho (830 nm, 15 mW e 6 J/cm2) no
reparo do tenddo calcaneo em ratos, melhorando a organizacdo, agregacdo e
alinhamento do coldgeno, bem como, a redugdo do niumero de células inflamatorias.
Moura Junior et al. (2015) investigaram o efeito da FBM no vermelho (645 nm, 33
mwW, 1,98 J, 4 Jicm2) e infravermelho (945 nm, 33 mW, 1,98 J, 4 Jicm2) e
concluiram que ambas terapias possibilitaram a reducdo no namero de células
inflamatérias em ambos periodos experimentais (7 e 14 dias). Nascimento et al.
(2020) estudaram o efeito da FBM (660 nm, 3 J, 14 mW e 6 J/cm2 de energia total) e
comprovaram que apos a lesdo do tenddo calcaneo em ratos, houve redugéo
significativa sobre o nimero de células inflamatoérias apds os periodos experimentais
propostos (7 e 14 dias).

Os resultados sobre a reducdo no nuamero de células inflamatorias
encontrados no grupo AS podem estar associados aos efeitos da FBM. A FBM tem o
potencial de estimular a cadeia respiratoria, precisamente a citocromo ¢ oxidase,
enzima terminal da cadeia respiratoria que catalisa a reducdo de oxigénio para a
formacdo de adgua metabdlica e proliferacédo de ATP. Quanto maior for atividade da
citocromo ¢ oxidade, maior € o consumo de oxigénio e a proliferagdo de ATP que

desencadeia sinalizagcdes celulares em cascata que estimulam os efeitos

61

Rua Trés de Dezembro, 38 - Centro - Sdo Paulo - SP - Cep: 01014-020

(11) 3111-8725




universipape  fotobiomoduladores como a angiogénese, proliferacdo de coldgeno e a reducédo da
BRASIL
inflamagéo (LOPES-SILVA et al. 2020)

7.2 Fibroblastos

Os fibroblastos sdo considerados células versateis, sendo caracterizados por
intensa atividade sintética. Essas células podem ser vistas em ultraestrutura pela
presenca de abundante reticulo endoplasmatico rugoso, complexo de Golgi,
polissomos livres e numerosas vesiculas periféricas (CARVALHO et al., 2020). No
presente estudo, as analises intergrupos demonstraram que todos os tratamentos
empregados neste estudo (EX, FBM e AS) estimularam o aumento do numero de
fibroblastos quando comparados ao GC, nos tempos experimentais de 7 e 14 dias.

Considerando o uso do extrato Abelmoschus Esculentus Linn, um estudo
previo de Luthfi, et al. (2020) concluiram que apdés a inducdo de modelo
experimental de extracdo dentaria em ratos, os seus resultados evidenciaram a
partir da avaliacdo histolégica, um aumento significativo do nimero de fibroblastos
no grupo tratado com o extrato (Abelmoschus Esculentus Linn) nas fases iniciais do
processo inflamatorio (3° dia), em comparacédo, ao 5° e 7° dia. Nossos resultados na
analise intragrupos nao apresentaram diferencas significativas. Entretanto, nas
comparacdes intergrupos, o tratamento com EX proporcionou aumento significativo
de fibroblastos quando comparado ao grupo GC nos periodos de 7 e 14 dias. Ja Bao
et al. (2017) descobriram que os flavondides em baixa dosagem sozinhos sdo
capazes de estimular a expressao do fator de transformacdo do crescimento beta
(TGF-B), até o 7° dia, e auxiliar no processo de reparagéo tecidual, cujo qual
apresenta uma finalidade de estimular a producéo de fibroblastos.

Neste estudo foi observado que o0s animais tratados com a FBM
apresentaram resultados significativos sobre a proliferacéo de fibroblastos, no tempo
experimental (7 dias). Tais resultados corroboram com os achados propostos por
Casalechi et al. (2009) e Guerra et al. (2013), os quais comprovaram que em fases
iniciais de lesdo ocorrem a proliferacdo de fibroblastos, inicialmente, para que em
fases mais tardias de lesdo ocorra o reparo do tenddo de forma efetiva. Tais
resultados podem ser justificados, pois acredita-se que o tratamento com a FBM
estimulou a proliferacdo de fibroblastos acelerando a fase proliferativa da reparacao
do tenddo a qual é responsavel pela proliferacdo de coldgeno (THOMOPOULOS et
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al., 2015; WALDEN et al., 2017). Tanto o aumento do numero de fibroblastos
quanto a proliferacdo de colageno estdo intimamente relacionados ao processo de
reparo tecidual (os quais serdo reafirmados nos resultados da proliferacdo do
colageno), principalmente apo6s a lesdo do tendéo calcaneo (THOMOPOULOS et al.,
2015; WALDEN et al., 2017).

Os resultados benéficos obtidos pelo grupo AS (em ambos o0s tempos
experimentais) podem estar mais associados a FBM, uma vez que acredita-se que
este recurso tenha um potencial para realizar a modificacdo do desenvolvimento,
proliferacdo e viabilidade celular, ocasionando efeitos positivos na proliferacdo e
migracdo de fibroblastos e proliferacdo de coldgeno, ou seja, quanto maior for a
proliferacéo de fibroblastos, maior sera a sintetizacdo das fibras colagenas do tipo |
nos estagios tardios de lesdo (JERE; HOURELD; ABRAHAMSE, 2020)

7.3 Fibras colagenas (tipo I e lll)

A proliferacdo de colageno (tipo Ill) é caracterizada uma das principais fases
que envolvem 0s estagios iniciais do processo de reparo, seguindo a modelagem da
matriz de fibronectina por fibroblastos do tenddo. A presenca aumentada de
colageno Il é considerada uma caracteristica da degeneracéo, com efeitos adversos
refletidos em disturbios do tecido e propriedades mecéanicas reduzida (SNEDEKER,;
FOOLEN, 2017).

Os resultados do presente estudo evidenciaram que no tempo experimental
de 7 dias, o grupo EX apresentou grande proliferacao de fibras colagenas (tipo lil).
Tais achados corroboram com Luthfi et al. (2020) e Luthfi; Juliastuti e Risky (2020)
demonstraram que em fases iniciais de lesdo ocorre uma maior producdo de
colageno Ill e, consequentemente, uma menor proliferacdo de colageno |. Tais
achados podem ser justificados em virtude do Abelmoschus Esculentus Linn
apresentar em sua composi¢cado quimica, como 0s taninos, flavonoides alcaloides e
saponinas que estimulam acdo angiogénica e anti-inflamatéria que por sua vez
favorecem a inibicdo da fosfolipase e, assim, estimula a proliferacdo de colageno do
tipo Ill (TALUBMOOK; BUDDHAKALA, 2013).

Em relacdo as fibras colagenas do tipo Il no grupo tratado com a FBM no
tempo experimental de 7 dias, foi observado uma maior proliferagdo dessas fibras

nas fases iniciais da leséo, 0 que pode ser corroborado com os estudos conduzidos
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UNIVERSIDADE por Jesus et al. (2015), Torres-Silva et al. (2015), Lucke et al. (2019) e de Oliveira et
al. (2019) os quais sugerem que apds o tratamento com a FBM, o aumento na
guantidade de colageno tipo Ill no local da lesdo é um fator crucial para fases iniciais
da lesdo, favorecendo a modulacdo precoce da liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios que favorecem a degradacédo do tecido e o controle da dor, sendo que
em fases mais tardias da lesdo, o colageno (Ill) substituido por colageno tipo I.

O colageno (tipo 1) constitui cerca de 95% do tenddo normal, sendo
considerado o mais abundante e o principal constituinte dos tecidos conjuntivos, e
responsavel pela formacdo de fibras espessas que dao resisténcia a esse tecido
(BARBOSA et al. 2013; de CARVALHO et al. 2016; DONMEZ et al. 2016). Os
achados deste estudo comprovaram que os grupos FBM e AS apresentaram
alteracdes estatisticamente significativas em relacdo as modificacbes das fibras
coladgenas lll em colageno |, nos periodos experimentais propostos pelo estudo (7° e
14° dias) na analise intragrupos. Foi identificado também que quando comparado 0s
grupos GC e EX, o grupo FBM se mostrou como um dos melhores recursos
sintetizadores de fibras colagenas do tipo I.

Os resultados obtidos acerca do uso isolado do extrato vegetal (Abelmoschus
Esculentus Linn) ndo corroboram o estudo desenvolvido por Moreira et al.38, onde
foi identificado uma maior quantidade de colageno tipo | durante o periodo
experimental com diferenca no 14° dia. Sugere-se que os efeitos anti-inflamatdrios
do Abelmoschus Esculentus Linn estejam associados aos flavondides e taninos
presentes nas folhas e flores desta espécie. A literatura aponta que em modelos
experimentais o Abelmoschus Esculentus Linn apresenta caracteristicas anti-
inflamatorias, tais como a escopoletina, que estimula a formacdo de novos vasos
dos vasos sanguineos, bem como, indutores angiogénicos endégenos 0s quais
podem favorecer para a proliferacéo das fibras coladgenas (NESA et al., 2014).

Notavelmente, o grupo EX, exibiram uma quantidade menor de colageno tipo |
ao 142 dia em comparagdo aos grupos FBM e AS. A partir disso, é possivel concluir
que o uso do Abelmoschus Esculentus Linn, ndo favoreceu uma reparacdo do
tendao calcaneo de forma eficaz e com qualidade e, diante disso, podemos levantar
0 pressuposto que os resultados obtidos pelo grupo AS foram otimizados pelos
beneficios terapéuticos promovidos pela FBM.

Em relacdo a andlise do tipo de colageno, foi identificado que ao 142 dia
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houve uma gradual reducdo das fibras colagenas do tipo Il nos grupos tratados
(FBM e AS). Os resultados deste presente estudo assemelham-se aos achados de
Neves et al. (2011) que tiveram como objetivo avaliar o efeito da FBM por laser
GaAlAs com (830 nm; 40, 60, 80 e 100 mW; e 20 J/cm2) no reparo de lesdes
parciais de tenddes de ratos.

Barbosa et al. (2013) investigaram os efeitos isolados e associados da FBM
ao plasma rico em plaquetas na reparacdo do tendao calcaneo e, concluiram que a
FBM quando administrada com a dosimetria adequada (830 nm; 100 mW; 7.0
J/icm2) favorecem a maior proliferacdo de fibras colagenas do tipo | em relacdo ao
tipo Ill. Marques et al. (2016) identificaram que a FBM quando aplicada com a
dosimetria (830 nm, 50 mW, 3 J, 107 J/cm2 e 1.8 W/cm2), favoreceu uma melhor
deposicado das fibras colagenas do tipo | quando comparada com a deposicao de
colageno tipo Ill, com diferencas significativas em relagdo ao grupo controle.

Moura Junior et al. (2015) descreveram que a producao e realinhamento das
fibras de colageno sédo necessarios para favorecer a restauracao de forca do tendao,
uma vez que, a FBM tende a estimular promocdo da producdo e degradacao da
matriz extracelular (MEC). Inicialmente, é de suma importdncia considerar que
aplicacdo da colagenase foi eficaz em promover o desalinhamento das fibras
colagenas e alterar a composicdo do colageno (tipos | e Ill) do tendao calcaneo dos
animais. Sendo assim, pressupfe gque em fases mais tardias de lesdo € esperado
uma maior proporcdo de fibras colagenas do tipo |, pois modificacdes deste
coldgeno pode retardar o processo de reparo e também tornando o tendao lesionado
suscetivel a degeneracdo [(BARBOSA et al. 2013; de CARVALHO et al., 2016;
DONMEZ et al. 2016; LUCKE et al. 2019; de OLIVEIRA et al., 2019).

De acordo com Muller et al. (2015) para a otimizacdo e rapida cicatrizacao
dos tend@es, € extremamente importante uma alta expressao do colageno tipo I.
Pires et al. (2011) e Fukuda et al (2013) reportaram que a irradiacdo com a FBM no
espectro eletromagnético do infravermelho proximo favorece a modulacdo do
processo inflamatorio, devido a modulagéo precoce da liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios e, consequentemente, degradacdo do tecido e controle da dor,
facilitando a proliferacdo de colageno tipo I. Diversos estudos prévios Oliveira et al.
(2009); Xavier et al. (2010); Neves et al., 2011); Guerra et al. (2013); de Jesus et al.,

2014; Moura Junior et al., (2015) apontaram que para um melhor processo de
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reparacao tecidual é extremamente importante uma alta expressédo do colageno tipo
| cujas fibras s&o mais resistentes e orientadas longitudinalmente, conforme
corroborado por recente revisao sistematica de Lopes Silva et al (2020)

Aparecida Da Silva et al. (2013) et al. concluiram em seu estudo que o0 aumento das
fibras colagenas esta associado a reducéo da proliferacdo das MMP-2 e MMP-9. Aro
et al. (2013) observaram a presenca de isoformas latentes e ativas de MMP-9
durante os primeiros 7 dias apo0s a lesdo do tenddo. Este periodo é caracterizado
por inflamacdo e a MMP-9 €& predominantemente sintetizada por células
inflamatorias a qual apresenta um papel importante na degradacdo do colageno
desnaturado e outros componentes da MEC. Casalechi et al (2013) investigaram o
efeito da FBM por LBI no processo de reparacdo do tenddo calcaneo. Para
realizacdo do trabalho utilizou-se as dosimetrias (780 nm, 22 mW, 1,54 J) sobre a
expressdo das metaloproteinases, onde se observou reducdo da expressdo da
MMP-1 nas fases iniciais de tratamento que favoreceu ao aumento do colageno (1)
em relacdo ao colageno (Ill) nas fases de leséo. Tais resultados encontrados neste
estudo podem ser justificados devido os niveis de MMP-2, MMP-3 e MMP-14
aumentam apos a lesdo. Diante disso, € possivel salientar que aplicacdo da FBM
por LBl possa atuar sobre a atenuacao das MMP-9 e MMP-13 participam apenas da
degradacdo do colageno, enquanto MMP- 2, MMP-3 e MMP-14 participam tanto da
degradacdo do coladgeno quanto da remodelacao do colageno (MARQUES et al.
2016).

Em relacéo as limitacdes do estudo, destaca-se, inicialmente, a necessidade
para futuros estudos envolvendo a associacdo da FBM aos extratos vegetais a
realizacdo das medidas de permeacédo, no intuito de avaliar se realmente a dose
aplicada de extrato foi necessaria para atingir os tecidos mais profundos, assim
como, a necessidade da realizacdo para as dosagens de citocinas, visando
comprovar se 0s recursos podem gerar efeitos imunohistoquimicos, 0 numero de
animais incluidos nos grupos estudos, pois alguns resultados podem néo ter se
apresentados como satisfatorios em virtude do ndmero de animais e, por fim,
auséncia da prospeccgéao fitoquimica, ja que a literatura ainda € escassa sobre o0s
principais componentes do Abelmoschus Escullents Linn. Sugere-se para novos
estudos nessa linha experimental a realizacdo da contagem de células totais e

células inflamatérias especificas do processo inflamatério no tendéo, aplicacdo da
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Por fim, os resultados do presente estudo mostraram diferencas significativas

em relacdo a proliferacdo de fibroblastos (7 e 14 dias) nos animais tratados com

(AS, EX e FBM) quando comparado ao GC. Considerando especificamente o tempo

de 14 dias, foi observado uma melhor organizacdo do processo de reparo pelo
aumento da proliferacdo de colageno | (fase tardia) e reducdo do colageno lll, nos

grupos tratados (AS e FBM). Ainda, observou-se que o grupo FBM se mostrou como

o melhor tratamento para o reparo tendineo em relacdo GC. Em geral, resume-se

gue o extrato Abelmoschus Esculentus Linn, quando aplicado de forma isolada néo

otimiza a sintese do colageno tipo | na fase esperada do processo de reparo do

tendao calcaneo.
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ANEXO 1 — Aprovacao do comité de ética em pesquisa com animais
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'i’),» &;‘13‘ COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa Efeitos da fotobiomodulagao
por laser de baixa intensidade associada ou nao ao extrato de
Abelmoschus esculentus Linn no tratamento da tendinite
experimentalmente induzida em ratos: avaliacdo por achados
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ABSTRACT

This systematic review analyzed the light parameters and the
effects of photobiomodulation therapy (PBMT) through low-
level laser therapy (LLLT) and/or LED (light-emitting diode)
on tendon repair of rats submitted to calcaneal injury. This
study was conducted in accordance with the guidelines of the
Preferred Reporting Items for Meta-Analysis, and PubMed
and MEDLINE databases were accessed to search eligible
studies published in English. The search terms were as fol-
lows: "Achilles tendon' or "Calcaneal tendon" or "tendon
injuries" or "soft tissue injuries'" and 'tendinopathy" or
"tendinitis"" and "low-level light therapy' or "low-level laser
therapy' or "low intensity power therapy' or "light-emitting
diode" or photobiomodulation." The SYRCLE (SYstematic
Review Center for Laboratory animal Experimentation) risks
of bias was used to assess the risk of bias for selected studies.
A total of 225 studies were found based on the descriptors
used, and only 33 studies were eligible. Light parameters
identified per point of irradiation were approximately 60
mW (continuous mode at infrared spectra), 2 W cm 297
and 45 J cm % Light parameters at red spectra, continuous
versus pulsed mode, and PBMT combined or compared with
other therapies such as ultrasound, and studies using
unhealthy rats (ovariectomized and/or diabetic models) were
also identified and grouped according to these similarities.
The main effects found were decreased inflammatory mark-
ers and signs of inflammatory process. PBMT (laser/LED)
has positive effects in reducing the inflammatory and time
for tissue repair in animal models of tendon injury and/or
tendinitis using par ters identified.

INTRODUCTION

The calcaneus tendon is considered the strongest, the thickest
(about 6.5 4 0.8 mm with a variation of 25%) and the longest
(about 3—15 cm) of the human body, formed by connective and
fibrous tissue, whose main function is to transmit force to pro-
mote joint movement (1,2).

*Comesponding author email: cleber.ferraresi@gmail.com (Cleber Ferraresi)
© 2020 American Society Photobiology

Tendinitis is an inflammatory response resulting from repeti-
tive strain on the tendon, which gradually loses its ability to
withstand tension and mechanical stress. This continuous process
of repetitive effort, gradual loss of its mechanical properties and
difficulty in repair process, negatively impacts the rehabilitation
of individuals (3.4). In this context, calcaneal tendon injuries are
considered as serious orthopedic and traumatic problems, which
are associated with the aging of the population and the demands
of overloads during exercise. It is estimated that 30 to 50% of
the occurrences of these injuries are due to sports practices (5,6).

The process of tissue repair consists of three phases: inflam-
matory, proliferative and remodeling (7-9). The inflammatory
phase is initiated soon after the tissue injury and may last up to
48 h and includes the processes of local defense, tissue destruc-
tion and chemotaxis stimuli. The proliferative phase involves the
formation of granulation tissue, in which the presence of angio-
genesis, of large amount of fibroblasts and of epithelial cells is
observed (7-9). The remodeling phase is marked by the reduc-
tion of cells involved in previous processes and cellular apopto-
sis, and the presence of large amount of collagen produced by
fibroblasts and extracellular matrix proteins (8,9). These pro-
cesses are generally studied in animal models using mice and
rats, since clinical trials are limited to take tissue samples, ana-
lyze cell proliferation and migration, and synthesize collagen in
several time windows.

Currently, in physiotherapeutic clinical practice, mechanical
and electromagnetic resources have been widely studied to favor
the process of calcaneal tendon repair, among them stands out
the photobiomodulation therapy (PBMT) by low-level laser ther-
apy (LLLT) and/or light-emitting diode (LED) (10-12).

PBMT by LLLT emits light within the visible (red) or invisi-
ble (infrared) electromagnetic spectrum, which differs from ordi-
nary light exhibiting properties such as monochromaticity
(wavelength with a narrow spectral band), coherence (phase
waves) and collimation (parallel waves) (10-12). Moreover, light
from light-emitting diodes has similar physics properties such as
monochromaticity, and lesser coherence and collimation, but pro-
motes similar effects on the tissue compared with LLLT (12,13).
As one of the most reported mechanisms of action in the litera-
ture, Hamblin et al. (12) state that PBMT acts in biological tis-
sues by stimulating the synthesis of adenosine triphosphate
(ATP), which provides energy to tissues after the interaction
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between the light beam and the active receptors found in mito-
chondrial ridges (cytochrome ¢ oxidase), which helps transport
electrons from the electron transport chain (14,15).

In view of the above, this study aimed to perform a system-
atic review of the main effects of PBMT by LLLT or LED on
the process of tendon repair in rats submitted to calcaneal tendon
injury or induced tendinitis. In addition, this study aimed to iden-
tify the light parameters such as power (mW), power density
(W cm?), energy and energy density (J cm °) and then estab-
lish a dose-response of PBMT to accelerate the healing of
injured tendons or tendinitis condition.

MATERIALS AND METHODS

The present study was conducted according to the guidelines of the
Preferred Reporting Items for Meta-Analysis (PRISMA) (16), as well as
using the terms pre-established by the Cochrane Library Collaboration.
Of the selected studies, those that investigated the effects of PBMT by
LLLT and/or LED on the process of tissue repair in the calcaneus tendon
of rats were used.

Search strategy. The following experimental studies were used: (1)
studies published in the last 10 years (2009 to 2019): (2) those that
emphasized calcaneal tendon injuries (tenotomy and/or intratendinous
injection and/or rupture): and (3) those that assessed experimental times
(from 0-48 h to 3-21 days, but not limited to 21 days). The following
types of studies were excluded: clinical trials, review articles, editorials,
case reports or case series and in vitro (i.e. cell culture) studies on
animals other than rats.

The databases searched were PubMed and MEDLINE. The last update
of the survey was carried out on 12 October 2019. Articles published in
English were considered eligible. The search terms were as follows:
"Achilles tendon” or "Calcaneal tendon” or “"tendon injuries” or "soft tis-
sue injuries” and "tendinopathy” or "tendinitis” and "low-level light ther-
apy” or "low-level laser therapy" or "low intensity power therapy" or
"light-emitting diode" or "photobiomodulation.”

Selection of the studies. The selection was performed in two stages,
both carried out by two researchers independently. Divergent opinions
were resolved through the analysis of a third researcher. The first stage
comprised database searches, and duplicate studies were excluded. Next,
a preliminary reading of the title and the abstract of the selected articles
was carried out, aimed at including only those studies that met the
eligibility criteria. In the second stage, the articles selected in the first
stage were read in full, and those that met the eligibility criteria were
included in the study.

Methodological quality. The evaluation of the methodological quality
of the included experimental studies was carried out by two researches
independently, and divergent opinions were resolved by an agreement
between them. The risk-of-bias tool for experimental studies SYstematic
Review Center for Laboratory animal Experimentation (SYRCLE) (17)
was used to evaluate the risk of bias in studies with animals. This tool
contains the following evaluation categories: selection bias, performance
bias, detection bias, friction bias, reporting bias and other sources of bias.
Ten questions are applied to the articles included in the systematic
review, whose answers may be "YES," indicating low risk of bias;
"NOT," indicating high risk of bias; and "?." indicating uncertain risk of
bias. It is not recommended to calculate the sum of each individual study
by this tool.

Item 1 of this tool corresponds to the selection bias, composed of
allocation sequence (question 1), same baseline characteristics (question
2) and allocation concealment of animal (question 3) (17).

Item 2 of the tool corresponds to the performance bias, composed of
random housing of animal boxes in the animal house (question 4) and
blinding regarding the therapy applied to the animals (question 5) (17).

Item 3 refers to friction bias. In this item, the nonrandom selection of
animals for outcome evaluation is biased (question 6), and the nonblind-
ing of the evaluators for the outcomes is also a bias (question 7) (17).

Item 4 refers to the declaration of incomplete results of the studied
outcomes (question 8) (17). Item 5 refers to selective report of outcome
(question 9) (17). Finally, item 6 refers to other sources of bias (question
10) (17).

Light parameters. The light parameters (wavelength, power, power
density, energy and energy density) were identified in all included
studies, and the average and median were calculated to identify also the
dose-response of PBMT, except to wavelength.

RESULTS

Search strategy and selection of the studies

A total of 225 studies were found based on the descriptors
used, 171 were found in PubMed and 54 in MEDLINE. Ini-
tially, 174 studies were excluded for displaying duplicity in
more than one database. The titles of 51 studies were read, and
8 were excluded after reading (these titles did not describe the
use of PBMT in the treatment of the tendon of rats). The analy-
sis of the abstracts and methodology of 43 studies was per-
formed. Only 33 studies were considered eligible for the study
and were then submitted to evaluation of methodological quality
and inclusion criteria.

Furthermore, the selected studies were grouped according to
the similarities in light parameters: photobiomodulation in the
red spectra; photobiomodulation in the infrared spectra; photo-
biomodulation in the infrared spectra (pulsed mode); photo-
biomodulation in the infrared spectra (continuous versus pulsed
mode); photobiomodulation in the infrared versus red spectra;
and photobiomodulation combined or compared with other thera-
pies. Finally, the studies were grouped according to the animal’s
condition, such as unhealthy rats (ovariectomized and/or diabetic
models) (Figure 1).

Table 1 provides information on the studies selected for this
review, addressing reference (author), objective, sample, inter-
vention and duration of the experimental study. Table 2 provides
information from the studies selected for this review, addressing
reference (author), wavelength (nm), power (W), energy (J),
energy density (W cm ™), spot size (cm?), irradiation time (sec),
mode/distance of irradiation and results found.

Methodological quality

Evaluation of the methodological quality and the risk of bias of
the included studies was measured through the SYRCLE tool
(17). It was identified in question 1 that there was random allo-
cation of animals, which were categorized into irradiated groups
(PBMT by LLLT and/or LED).

For question 2, all studies analyzed used the calcaneus tendon
as the object of study and had the same baseline characteristics.
Question 3 identified that all studies conducted the allocation
concealment.

However, no study described the random allocation of animal
boxes in the animal house (question 4), and no study described
whether the researchers (except those who applied the therapies)
were blinded to the treatments applied (question 5). Question 6
reported that no study described whether the evaluation of the
outcome was performed randomly. No study reported whether
the outcome evaluators were blinded to the therapies applied
(question 7).

For question 8, three of the studies mentioned incomplete
results or outcomes, and only eight studies showed selective
report of outcomes (question 9). Finally, question 10 identified
that four studies demonstrated other sources of bias. All these
results are presented in Table 3.
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Table 1. Studies included in the review, organized in chronological order of publication: authors/year, objective, sample (sample size of rats), interven-
tion and intervention time.

Reference Objective Sample Intervention Experimental time
Photobiomodulation in the red spectra

Casalechi  To evaluate the effect of PBMT by LED on the 30 “1: control (7 days) Therapeutic procedure was
et al. 2009 tissue repair process of the tendon, aiming at a : LED (7 days) started 1h after the surgery
(18) low-cost alternative to LLLT in clinical treatments control (14 days) and repeated every 24h.

LED (14 days)
: control (21 days)
: LED (21 days)

Laraia To investigate the effects of PBMT by LLLT on 30 control group (untreated 6h) Analysis at 6h, 24h and 72h
etal 2012 levels of protein expression of inflammatory 52: LLLT (6h) Number of treatments G2, G4
(19) mediators after cutting Achilles tendon of rats : control group (untreated 24h) and G6: 1, 2 and 4,

: LLLT (24h) respectively
: control group (untreated 72h)
56: LLLT (72h)

Moura To evaluate the anti-inflammatory response of 35 Group 1: tendinitis (TD) The therapeutic procedure was
Junior Mde PBMT by LED and ultrasound therapy (UST) and Group 2: ultrasound (US) started 1h after the surgery
etal 2014 the quality and rapidness of tendon repair in an Group 3: LED
(20 experimental model of tendinitis, employing Group 4: healthy group (control)

histomorphometry and Raman spectroscopy US and LED groups were treated in
the following experimental periods
(7 and 14 days)

Torres- To investigate the acute effects of PBMT by LLLT 30 Gl: control Analysis at 2h after induced
Silva et al. in an experimental model of tendinitis induced by G2: nontreated tendinitis
2015 21 collagenase injection on rats” Achilles tendon, G3: diclofenac LLLT was applied lh after

verifying inflammatory markers (COX-2, TNF-o, G4: LLLT 1 Joule collagenase injection
IL-6 and IL-10) 2h after induced tendinitis G5: LLLT 5 Joules Diclofenac 30 min after
collagenase injection
Photobiomodulation in the infrared spectra

Oliveira To study the effect of PBMT by LLLT on the 60 Group tandard control The therapeutic procedure was
et al. 2009 process of tissue repair in calcaneus tendon after Group 2: Sham started after injury
(22) undergoing a partial lesion. Group 3: PBMT by LLLT (3 days)

Group 4: PBMT by LLLT (5 days)
Group 5: PBMT by LLLT (7 days)

Xavier To investigate the effect of PBMT by LED on 56 G1: control group (7 days) Analysis at 7 and 14 days
etal 2010 collagenase-induced tendinitis in rats, on G2: control group (14 days) LED irradiation started 12h
(23) inflammatory mediators (interleukin IL-1b, G3: tendinitis group (7 days) after induced tendinitis and

interleukin IL-6 and cyclooxygenase-2 COX-2 G4: tendinitis group (14 days) repeated every 48h
factor) through the real-time polymerase chain G: LED group (7 days)
reaction (RT-PCR) G6: LED group (14 days)
Pires et al.  To investigate the modulations in the acute and 42 Gl: saline solution Analysis at 7 and 14 days
2011 (24) chronic phases of experimentally induced G2: PBMT by LLLT LLLT irradiation started at 12h
tendinitis in rats after treatment with PBMT G3: collagenase 7 days after induced tendinitis
G4: collagenase 14 days
G5: PBMT + collagenase 7 days (4
treatments)
G6: PBMT + collagenase 14 days (7
treatments)

Marcos To investigate whether PBMT by LLLT could 36 Group 1: saline solution PBMT applied 1h after
etal 2011 reduce tendinitis inflammation, and whether the Group ollagenase collagenase injection
(25) possible mechanism of action could be through Group 3: intramuscular diclofenac

inhibition of the two cyclooxygenase-2 (COX-2) Group 4: PBMT by LLLT (1J)
isoforms in inflammation Group 5: PBMT by LLLT (3J)
Group 5: PBM per LLLT (6J)

Neves To evaluate the effect of 830nm diode laser 50 Group ontrol group They were treated for 5
etal 2011 operating at 40, 60, 80 and 100 mW and energy Group 2: PBMT by LLLT (40 mW) consecutive days after partial
(26) density of 30 J cm™2 on the repair of partial Group 3: PBMT by LLLT (60 mW) tendon rupture

calcaneal tendon ruptures in rats Group 4: PBMT by LLLT (80 mW)
Group 5: PBMT by LLLT (100
mW)

Marcos To investigate the short-term effects of PBMT by 30 Gl: control group Analysis at 2h after induced
etal. 2012 LLLT or sodium diclofenac treatments on G2: collagenase inflammation
27) biochemical markers and biomechanical properties G3: diclofenac LLLT was applied lh after

of inflamed Achilles tendons of rats induced by
collagenase

G4: LLLT 1 Joule
GS: LLLT 3 Joules

collagenase injection
Diclofenac 30 min before
collagenase injection

(continued)
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Table 1. (continued)
Reference Objective Sample Intervention Experimental time
Casalechi ~ To investigate whether LLLT modulates expression 30 Gl: control Analysis at 7 and 14 days
et al. 2013 of MMP-13, MMP-1, VEGF and anti- G2: collagenase acute phase Acute phase (12h) until 7 days
(28) inflammatory mediator (IL-10) in the acute and G3: LLLT acute phase (4 treatments) (4 treatments with LLLT)
chronic phases of collagenase-induced tendinitis in G4: LLLT acute phase (7 treatments) Acute phase (12h) until 14 days
rats GS: collagenase chronic phase (7 treatments with LLLT)
G6: LLLT chronic phase Chronic Phasc (7 days) starting
from 7" day until 14™ day (4
treatments with LLLT)
Marcos To compare the effects of PBMT by LLLT and the 60  Gl: no induction Analysis at 2h after induced
et al. 2014 diclofenac (nonsteroidal anti-inflammatory drug) G2: tendinitis tendinitis (one treatment)
(29) on the collagenase-induced Achilles tendinitis G3: diclofenac Analysis at 7 days (after
regarding mechanical and biochemical (MMP) G4: LLLT 1 Joule induced tendinitis, 6
analyses in rats G5: LLLT 3 Joules treatments)
Xavier To investigate the effects of PBMT by LED on the 30 Gl: no induction Analysis at 7 and 14 days
et al. 2014 expression of IL-10, Type-I and Type-III collagen G2: tendinitis control (7 days) LED irradiation was 12h after
(30) through RT-PCR in an experimental model of G3: tendinitis control (14 days) induced tendinitis and every
collagen-induced tendinitis in rats G4: LED (7 days) 48h
GS5: LED (14 days)
G6: LED (14 days)
Pinfildi To quantify mast cells at different time intervals 60  Group 1: PBMT by LLLT (6h) Treatments were started
et al. 2014 after partial Achilles tendon rupture in rats treated Group 2: PBMT by LLLT (12h) immediately after 6 and 12h,
(31 with PBMT by LLLT Group 3: PBMT by LLLT (24h) and 2- and 3-days postlesion
Group 4: PBMT by LLLT (2 days)
-Post-24h
-Post-48h
* Postlesion
Group 5: PBMT by LLLT (3 days)
-Post-24h
-Post-48h
-Post-72h
* Postlesion
Group 6: sham group (6h)
Group 7: sham group (12h)
Group 8: sham group (24h)
Group 9: sham group (2 days)
-Post-24h
-Post-48h
* Postlesion
Group 10: sham group (3 days)
-Post-24h
-Post-48h
Post-72h
de Jesus To evaluate the effects of PBMT in the near- 60  Gl: sham for 1 day Analysis at 1, 3 and 7 days
et al. 2014 infrared region spectrum in the process of repair G2: LLLT for 1 day
(32) of calcaneal tendon injury G3: Sham for 3 days
G4: LLLT for 3 days
G5: Sham 7 days
G6: LLLT for 7 days
de Jesus To evaluate the modulation of IL-1p, COX-2 and 30 Gl: control Analysis at 1, 3 and 7 days
et al. 2016 PGE2 in partially injured calcaneal tendons treated G2: sham for 1 day
(11) with PBMT G3: LLLT for 1 day
G4: sham for 3 days
GS: LLLT for 3 days
G6: sham for 7 days
G7: LLLT for 7 days
Gomes To evaluate the effects of PBMT at different 45 Gl: control Analysis at 6, 24 and 48 hours
et al. 2017 experimental doses (1.4 and 2.1 J) on the G2: PBMT (1.4 Joule) LLLT irradiation once a day
(33) inflammatory indicators in calcaneal tendon injury G3: PBMT (2.1 Joule)
in rats
Naterstad  To compare the short- and medium-term effects of 205 Gl: control Analysis at 12h, 24h, 48h and

et al. 2018
(34)

PBMT by LLLT, dexamethasone and diclofenac
on inflammation and tendon tissue repair in
collagenase-induced tendinitis in rats

G2: injury (no treatment)

G3: injury + LLLT (7 treatments)
G4: injury + diclofenac

GS: injury + dexamethasone

72h; and 5, 7, 14, 21, 28 and
60 days

(continued)
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Table 1. (continued)

Reference Objective

Sample

Intervention

Experimental time

Fernandes  To evaluate the modulatory effects of

de Jesus metalloproteinases (MMP-1, MMP-3 and MMP-
etal 2019 13) after treatment with PBMT by LLLT in rats
(35) submitted to calcaneal tendon injury

Photobiomodulation in the infrared spectra (pulsed mode)
Joensen To investigate the effect of PBMT by LLLT

65

16

140

105

85

Gl: control

G2: placebo (1 day)
G3: PBMT (1 day)
G4: placebo (3 days)
GS: PBMT (3 days)
G6: placebo (7 days)
G7: PBMT (7 days)

Group 1: PBMT by LLLT (pulsed)
Group 2: PBMT BY LLLT
(placebo)

G1: control animals (intact)

G2: injured

G3: injured + LLLT continuous

G4: injured + LLLT 20Hz

GS: injured

G6: injured + LLLT continuous

G7: injured + LLLT 20Hz plus
2KHz

Group 1: intact

ured + PBMT by LLLT

continuous),

Group 4: injured + PBMT by LLLT
(4 J em™ -20 Hz)

njured

: injured + PBMT by LLLT
4Jcm 2 continuous)

Group 7: injured + PBMT per LLLT
(4 J em™? -20 Hz until the seventh
day and 2 kHz from 8 to 14 days).

Gl: rats without lesions
32: control

etal 2012 administered 30 min after injury to the Achilles
(36) tendon
Photobiomodulation in the infrared spectra (continuous versus pulsed mode)
Guerra To investigate the effects of different regimens of
Fda et al. PBMT by LLLT on partially tenotomized Achilles
2013 (37) tendons of rats
Guerra to analyze the effects of different PBMT by LLLT
Fda et al. protocols in the early phases of wound healing
2014 (38) after tendon transection to determine the most
appropriate postoperative protocol for tendon
repair.
Guerra To evaluate the effects of PBMT in the
etal 2016 investigation of molecular parameters in calcaneal
(39) tendon lesions in rats

Comparing photobiomodulation in the infrared versus red spectra
Barbosa To investigate the effects of PBMT by LLLT
etal. 2013 (660 nm and 830 nm) alone or associated with
(40) platelet-rich plasma (PRP) on partial tenotomy of
Achilles tendons of rats

Ferreira To evaluate the proximal, medial and distal
etal 2015 vascularization of the calcaneus tendon after
(41) PBMT by LLLT in injured and noninjured

tendons.
Comparing photobiomodulation with other therapies

Wood The study was designed to provide some data on
et al. 2010 which therapy (the exclusive or combined use of
(42) UST and PBMT by LLLT) is the best option for

the treatment of tendon injuries.

Moura To compare the anti-inflammatory and healing
Junior Mde effects of therapeutic ultrasound therapy (UST)
etal 2015 and PBMT by LED in an experimental model of

(43) tenotomy using histomorphometry and Raman
spectroscopy
Haslerud To investigate the interaction of two treatments
etal 2017 (PBMT by LLLT and cryotherapy) on tendon
(44) inflammation and mechanical properties

3: lesion + PBMT (continuous)
: lesion + PBMT (pulsed)

: partial tenotomy
partial tenotomy + PRP
33: partial tenotomy + 660 nm
: partial tenotomy + 830 nm
GS: partial

tenotomy + 660 nm + PRP
G6: partial

tenotomy + 830 nm + PRP
G1: no injury
G2: lesion + LLLT simulated
G2: lesion + LLLT 830 nm
G3: lesion + LLLT 660nm

Group 1:
Group 2:
Group 3: PBM by LLLT

Group 4: UST + PBM by LLLT
Group 5: PBM by LLLT + UST
Group ontrol (tenotomy)
Group 2: UST (ultrasound therapy)
Group 3: LED visible (LR)

Group 4: LED invisible (LIR)

Group 1: control group

Group 2: injured nontreated group
Group 3: PBMT by LLLT (LG)
Group 4: cryotherapy (CG)
Group 5: LG first and CG

Group 6: CG first and LG

Analysis at 1, 3 and 7 days
LLLT irradiation once a day

The animals were treated
30 minutes after partial tendon
rupture

Analysis at 8 and 15 days

G2, G3 and G4: irradiation
once a day for 8 days (total of
6 treatments)

G5, G6 and G7: irradiation
once a day for 15 days (total
of 13 treatments)

Treatment with LLLT started at
the day after surgery and
lasted until the day before
cuthanasia

Analysis at 8 and 15 days
LLLT was applied once a day

Analysis at 13" day after partial
tenotomy

G2, G5 and G6: received once
PRP is activated immediately
after the injury

G3, G4, G5 and G6: irradiated
once a day until 13" day

Analysis at 7 days

LLLT irradiation started at
1 min after tendon lesion and
for 4 days

They were treated for 5
consecutive days after partial
tendon rupture

The therapeutic procedure was
started 1h, and during 7 and
14 days

All treatments were performed
1h after the tendon trauma

(continued)
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Table 1. (continued)
Reference Objective Sample Intervention Experimental time
Lucke To analyze the effects of the association of PBMT 90 Group 1: control All treatments were performed
et al. 2019 by LLLT (808 nm) to cell therapy with adipose- Group 2: transected (T) 1h after administering the
(45) derived mesenchymal stem cells (ASCs), Group 3: PBMT by LLLT (LLLT) tendon trauma

especially on remodeling genes and on the
recovery of the collagen fibers, at the 14th day of
the calcaneus tendon repair

Photobiomodulation in the treatment of unhealthy rats

Nouruzian ~ To evaluate the effect of PBMT by LLLT on the 33
et al. 2013 Achilles tendon healing in streptozotocin-induced
(46) diabetic (STZ-D) rats via a biomechanical
evaluating method
Aliodoust  To investigate the effects of PBMT by LLLT laser 88
et al. 2014 on inflammation and TGF-B1 gene expression in
(47) an experimental model of complete transected
Achilles tendon in both healthy and diabetic rats
Helrigle To analyze the effect of PBMT by LED on the 35
et al. 2016 calcaneus tendon lesion of ovariectomized rats
(48) (OVX)
de Oliveira To compare the treatment effects of PBMT by 79

et al. 2019
(49)

LLLT and aerobic exercise on the morphology,
mechanical properties and gene and/or
immunoexpression of Type-I collagen (Coll) and
Type-1II collagen (Col3) and MMPs 2, 3, 9 and
13 after 3 weeks of Achilles tendon injury in
chemically induced Type-I diabetes in rats

Group 4: ASCs
Group 5: PBMT by LLLT-associated
ASCs

Treatments were started
immediately after surgery and
skin suturing

Group 1: PBMT by LLLT (not
diabetic), with 2.9 J cm™2

Group 2: PBMT by LLLT (not
diabetic), with 11.5 J cm ™

Group 3: control not diabetics (not
PBMT by LLLT)

Group 4: PBMT by LLLT (diabetic),
with 2.9 J ecm ™2

Group 5: PBMT by LLLT (diabetic),
with 11.5J em™

Group 3: control diabetics (not
PBMT by LLLT)

Gl: control

G2: LLLT

G3: diabetic rats

G4: diabetic rats + LLLT

G1: OVX without lesion and
treatment.

G2: OVX + LED

G3: OVX (counter-lateral tendon)

G4: No OVX, lesion and treatment.

Group 1: injured nondiabetic

Group 2: injured diabetic

Group 3: injured diabetic plus
PBMT by LLLT

Group 4: injured diabetic plus
aerobic exercise

Group 5: injured diabetic plus
aerobic exercise and PBMT by
LLLT

Analysis at 5, 10 and 14 days
LLLT irradiation was once a
day

Analysis at 3, 7 and 14 days

LED irradiation started 12h
after tendon lesion and every
48h

All treatments were performed
1h after the tendon trauma

Abbreviations: ASCs, adipose-derived mesenchymal stem cells; COL1, Type-I collagen: COL3, Type-III collagen; COX-2, cyclooxygenase-2; IL-10,

interleukin-10; IL-1p, interleukin-1 beta: IL-6, interleukin-6; i-NO!
laser therapy: MMP-1, matrix metalloproteinase-1: MMP-13, matrix
rats: PBMT, photobiomodulation therapy: PGE2, prostaglandin E2

induced nitric oxide synthas
netalloproteinase-
-D, streptozotocin-induced diabetic: TGF-p, transforming growth factor beta:

1 J, Joule; LED, light-emitting diode; LLLT, low-level
3; MMP-3, matrix metalloproteinase-3: OVX. ovariectomized

TNF-o, tumor necrosis factor alpha: UST, ultrasound therapy: VEGF, vascular endothelium growth factor.

Light parameters

Firstly, all light parameters of the included studies were identi-
fied and are summarized in Table 2. Next, for the wavelength,
the most common light identified in all studies selected was in
infrared range (780, 808, 810. 830, 880 and 945 nm) with 23
investigations, followed by that in red range (632 and 660 nm)
with seven investigations, and three studies compared red and
infrared wavelengths (Table 2).

All studies were grouped according to the similarity of the
light parameters used. In the red spectra (continuous mode),
PBMT used a power of the light ranging from 30 to 100 mW
(average of 80 mW and mean of 100 mW), energy from 1 to 12
Joules (average of 5.15 Joules and mean of 3.6 Joules), energy
density from 4 to 214 J cm 2 (average of 76 J cm > and mean
of 35.7 J em™?), power density from 0.06 to 3.57 W cm 2 (av-
erage of 1.85 W c¢m 2 and mean of 1.88 W c¢m ?) and time of
irradiation from 10 to 120 seconds (average of 68 seconds and
mean of 60 seconds; Fig. 1).NO

In the infrared spectra (continuous mode), power of the light ran-
ged from 22 to 100 mW (average of 63 mW and mean of 70 mW),
energy ranged from 0.12 to 6 Joules (average of 1.9 Joules and
mean of 1.4 Joules), energy density ranged from 4 to 214 J cm z
(average of 45.6 J cm % and mean of 30 J cm ?), power density
ranged from 0.04 to 3.57 W em 2 (1.94 W cm 2 and mean of
1.75 W e¢m2) and time of irradiation ranged from 3 to 170 s (aver-
age of 35 s and mean of 14 s). These averages and median were cal-
culated to suggest possible ideal parameters and guide new studies
in rats. All averages and median calculated are displayed in Table 4.

Finally, PBMT in pulsed mode, comparison between red and
infrared wavelengths, combination of PBMT with other thera-
pies, and PBMT applied in unhealthy animal models of ten-
donitis were also grouped according to these similarities.

DISCUSSION

The application of PBMT by LLLT and/or LED has been widely
studied in order to optimize the process of calcaneal tendon
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Table 2. Articles included in the review, organized in chronological order of publication: author/year, informed parameters regarding wavelength (nm),
power (W), power density (W cm ™), energy (J), energy density (J cm™) and irradiation time (sec), and results found.

Energy Power Spot
Wavelength Power  Energy density densi size Irradiation Mode/
Reference (nm) (W) ) (Jem™?) (em’)  time (sec) distance Results
Photobiomodulation in the red spectra
Casalechi 640 £ 20 nm 0.1 12 20 0.2 0.5 120 Continuous/  The PBMT by LED was
et al. 2009 (Calculated) contact better than control group in
(18) all experimental phases,
with significantly lower
cellularity on the 7 days
Laraia 660 0.1 6 214 3.57 0.028 60 Continuous/  PBMT by LLLT reduced IL-
etal 2012 contact 1P and increased IL-10 at
(19) 6, 24 and 72h after tendon
injury.
IL-6 reduced with PBMT at
72h
Moura 640 0.03 3.6 4 0.06 0.5 120 Continuous  Histomorphometric analysis
Junior Mde contact showed lower number of
etal 2014 fibroblasts on the 14" day
(20) of therapy for the US-
treated group, compared
with the tendinitis and
LED, indicating lower
tissue inflammation
Torres- 660 0.1 G4: 1 G4: 357 357 0.028 G4: 10 Continuous/  PBMT by LLLT 3 Joules
Silva et al. G5:3 G5: 107.1 G5: 30 contact was effective to reduce IL-
2015 (21) 6 and TNF-o compared
with nontreated group
Diclofenac and LLLT 1
Joule were not effective in
reducing inflammatory
mediators such as COX-2,
TNF-o and IL-6
Photobiomodulation in the infrared spectra
Oliveira 830 0.04 0.12 42 14 0.028 3 Continuous/ LLLT promoted in all
et al. 2009 contact groups (3, 5 and 7 days)
(22) increment in realignment of
collagen fibers
Xavier 880 + 10 0.022 3.74 7.5 0.044 0.5 170 Continuous/  PBMT by LED was able to
et al. 2010 contact reduce the signs of
(23) inflammation, the number
of inflammatory cells and
the expressions of IL-1f,
IL-6, TNF-o and COX-2
Pires et al. 780 0.022 1.65 17 0.110 0.2 75 Continuous/  PBMT by LLLT was able to
2011 (24) (calculated contact decrease the expression of
8.25) IL-6, COX-2 and TGF-p in
the acute and chronic phase
of tendinitis in rats.
LLLT did not modulate IL-
1 expression in any time
Marcos 810 0.1 G4: 1 G4: 35.71 3.57 0.028 G4: 10 Continuous/ LLLT dose of 3]
etal 2011 Gs: 3 G5: 107.14 G5: 30 contact significantly reduced
(25) G6: 6 G6: 214.29 G6: 60 inflammation through less

COX-2-derived gene
expression and PGE2
production, and less edema
formation compared with
nonirradiated controls

(continued)
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Table 2.

(continued)

Energy Power Spot
Wavelength Power  Energy density density size Irradiation Mode/
Reference (nm) (W) ()] Jem™) (Wem 7)) (cm?) time (sec) distance Results

Neves 830 G2: G2: 30 0.028 Continuous/  PBMT by LLLT resulted in
et al. 2011 0.04 0.84 contact significantly greater
(26) G3:0.06 G3: amounts of Type-II1

G4: 0.84 collagen (output powers of
0.08 G4: 60 mW or more) and Type-
G5: 0.1 0.84 I collagen (output power of
G5: 80 mW). However, no
0.84 significant differences
between groups were found
in the realignment of
collagen fibers.

Marcos 810 0.1 G4: 1 G4: 35.7 3.57 0.028 G4: 10 Continuous/  PBMT by LLLT (1 and 3
et al. 2012 G5: 3 G5: 107.1 G5: 30 contact Joules) decreased COX-2,
(27) PGE2, TNF-o, MMP-3.

MMP-9 and MMP-13
compared with the
collagenase group.
Biomechanical properties
(force to rupture) were
preserved with LLLT

Casalechi 780 0.022 1.54 7.5 0.107 0.205 70 Continuous/  PBMT by LLLT was able to
et al. 2013 contact modulate IL-10, VEGF,
(28) MMP-1 and MMP-13

Marcos 810 0.1 G4: 1 G4: 357 3.57 0.028 G4: 10 Continuous/  PBMT by LLLT decreased
et al. 2014 G5: 3 G5: 107.1 G5: 30 contact MMP-3, MMP-9 and
(29) MMP-13 compared with

diclofenac

PBMT 1 Joule recovered
maximum force and stretch
at maximum force
compared with the
diclofenac and PBMT 3
Joules groups.

Xavier 880 £ 10 0.022 3.7 7.5 0.044 0.5 170 Continuous/  PBMT by LED was able to
et al. 2014 contact increase IL-10 expression
(30) and Type-I and Type-III

collagens.

Pinfildi 830 0.08 1.12 40 2.8 0.028 14 Continuous  LLLT increased the quantity
et al. 2014 contact of mastocytes in the
(31) assessment periods

compared with the sham
groups

de Jesus 780 0.07 0.7 17.5 1.75 0.04 10 Continuous/  PBMT (7 days) stimulated
et al. 2014 contact the cell proliferation of
(32) collagen Type L

de Jesus 780 0.07 0.7 17.5 1.75 0.04 10 Continuous/ The PBMT by LLLT was
et al. 2016 contact able to modulate IL-1,
(11) COX-2 and PGE2

Gomes 808 0.05 G2: 14 G2:50 G2: 1.78 0.028 Continuous/ A 2.1 J dose of PBMT
et al. 2017 5 G3:75 contact reduced tissue temperature
(33) and hyperalgesia at the site

of injury in rats, mainly in
48 hours

Naterstad 810 0.1 G3:3 107.1 3.57 0.028 30 Continuous/  PBMT by LLLT prevented
et al. 2018 contact hemorrhage, inflammation
(34) and preserved tendon

morphology compared with
other groups

Femandes 780 0.07 G1: 0.7 Gl: 175 GlL::1.75 0.04 Gl: 10 Continuous/  All groups of PBMT
de Jesus 2 G2: 17.5 contact reduced the levels of
et al. 2019 G3:17.5 MMP-1 and MMP-13 in
(35) injured calcaneal tendons in

1 day (Gl1), 7 days (G2)
and 15 days (G3)

(continued)
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Table 2. (continued)

Energy Power Spot
Wavelength Power  Energy density densi size Irradiation Mode/
Reference (nm) (W) ) Jem™?) (Wem™= (cm?) time (sec) distance Results
Photobiomodulation in the infrared spectra (pulsed mode)

Joensen 904 0.06 3 7.89 0.158 0.38 50 Pulsed/ There were no significant
etal 2012 contact differences in ultimate
(36) tensile strength (UTS)

between laser-treated,

placebo-treated and

uninjured tendons
Photobiomodulation in the infrared spectra (continuous versus pulsed mode)

Guerra 830 0.04 0.64 G3: 4 0.25 0.16 16 Continuous/  PBMT 20Hz increased
Fda et al. G4: 4 32 Pulsed collagen Type I and Type
2013 (37) G6: 4 50%/ 11

G7: 4 contact PBMT 20Hz increased
MMP-2

PBMT continuous and 20Hz
increased MMP-9

Guerra 830 0.04 0.64 G3: 4 0.25 0.16 G3: 16 Continuous/  The glycosaminoglycan
Fda et al. G4: 4 Pulsed (GAG) level increased in
2014 (38) G6: 4 50%/ all transected groups,

G7: 4 contact except in GS5.

G6 and G7 had significant
increase in GAG in relation
to G5.

Birefringence anz
showed improvement in
collagen organization in G7

Guerra 830 0.04 G3: G3: 40 G3: 25 0.116 G3: 16 Continuous/  PBMT by LLLT (pulsed)
etal 2016 0.64 G4: 4.0 G4: 1.25 G4: 32 Pulsed enabled anti-inflammatory
(39) G4: 50%/ responses, the release of

1.28 contact pro-inflammatory
cytokines, such as TNF-o,
and decreased i-NOS
activity

Comparing photobiomodulation in the infrared versus red spectra

Barbosa 830 0.1 02x3 0.7 0.35 0.28 20 Continuous/  PBMT combined with PRP
etal. 2013 660 points contact (G5 and G6) increased
(40) collagen Type I

Ferreira 830 0.06 1.14 40 2.14 0.028 18.6 Continuous/  PBMT showed no effect on
etal. 2015 660 contact the vascularization of rats’
(41) calcaneus tendon

Comparing photobiomodulation with other therapies

Wood 830 0.04 0.12 42 1.4 0.028 3 Continuous/  There was a significantly
etal 2010 contact higher organization of
(42) collagen fibers in group 2

(US, ultrasound, therapy).

The amount of Type-I
collagen found in groups 2
(US), 3 (LLLT) and 5
(LLLT + US) was
significantly higher than
that in the control group
with no significant
differences.

(continued)
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Table 2. (continued)

Power
density
(Wem™)

Energy
density
(Jem™)

Spot
size
(cm”)

Wavelength
(nm)

Power  Energy
(W) @

Reference

Irradiation
time (sec)

Mode/
distance

Results

625 £ 15
945 + 20

0.033 2 G3: 4

G4: 4

Moura 0.066 0.5
Junior Mde
et al. 2015

(43)

Haslerud
et al. 2017
(44)

810 0.1 3 107.14 3.57 0.028

Lucke
et al. 2019
(45)

808 nm 0.04 1.3 50 1.45 0.0275

Photobi dulation in the tr

Nouruzian  632.8
et al. 2013
(46)

health

ofu y rats
Gl: Gl: 29 14
0.014 G2:115
G2: G4: 29
0.057 G5:4.3
G4:
0.014
G5:
0.021
Aliodoust 632 0.0072  0.014 x
et al. 2014 i
47) points

0.0072 0.00524

0.00524

Helrigle 945 £+ 10 0.032 0.032 1

et al. 2016
(48)

60

30

70

120

Continuous/
Pulsed/
Contact

Continuous/
contact

Pulsated/
contact

Continuous/
contact

Continuous/
contact

Continuous/
contact

Ultrasound therapy
decreased the number of
inflammatory cells
compared with the
tenotomy group and LED
at infrared spectrum.

In relation to the group
treated with LED at red
spectrum, and the tenotomy
group, there was no

significant difference.

Raman spectroscopy
revealed that the group
treated with LED at red
spectrum presented an
increased synthesis of
collagen I compared with
the other treatments and the
tenotomy group at 14" day

LLLT group decreased IL-
1.

Combined treatment groups
decreased IL-1p and TNF-
o, and increased IL-6.

Cryotherapy followed by
LLLT improved
biomechanical parameters
of force (N) and
displacement at the tendon
rupture

PBMT was the most
effective in the collagen
reorganization, followed by
its combination with
adipose-derived
mesenchymal stem cells
(ASCs)

LLLT at 2.9 J ecm 2 to the
tenotomized Achilles
tendons in the nondiabetic
and diabetic rats
significantly increased the
strength and maximum
stress of repairing Achilles
tendons.

PBMT by LLLT reduced
inflammation in diabetic
and nondiabetic rats

PBMT increased TGF- in
diabetic and nondiabetic
rats

PBMT by LED promoted
the reduction of IL-6 and
TNF-o and the increase in
IL-10 in calcaneus tendon
injury

(continued)
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Table 2. (continued)

Energy Power Spot
Wavelength Power  Energy density densi size Irradiation Mode/
Reference (nm) (W) ()] Jem™?) (W cm (cm?) time (sec) distance Results
de Oliveira 660 0.01 0.16 4 0.25 0.04 16 Continuous/  Results suggest a beneficial
etal. 2019 contact interaction of combining
(49) both treatment strategies,

that is aerobic exercise and
PBMT by LLLT, on the
biomechanical properties,
tissue morphology and the
expression of matrix
molecules in diabetic
tendons

Abbreviations: COX-2, cyclooxygenase-2: IL-10, interleukin-10: IL-1f, interleukin-1 beta; IL-6, interleukin-6: i-NOS, induced nitric oxide synthase;
LED, light-emitting diode; LLLT, low-level laser therapy: MMP13, matrix metalloproteinase-13; MMP-3, matrix metalloproteinase-1: MMP-3, matrix

metalloproteinase-3;: MMP-9, matrix metalloproteinase-9: PBMT, photobiomodulation therag

1 PGE2, prostaglandin E2: TGF-p, transforming growth

factor beta; TNF-0, tumor necrosis factor alpha; VEGF, vascular endothelium growth factor.

repair, since it is a very promising therapeutic modulator of
inflammatory processes (27.32). Also, considering the mecha-
nisms of action of PBMT, Hamblin et al. (12) report that PBMT
acts on photoreceptor molecules (chromophores) of the cyto-
chrome ¢ oxidase complex (complex IV, cytochrome ¢ oxidase),
which plays an important role in energy metabolism, allowing
stimulation of electron transport chain in mitochondria, leading
to an increase in oxygen consumption and production of ATP,
with the potential to modify a variety of biological processes.

The studies included in the present systematic review pre-
sented low risk of bias for the majority aspects assessed through
the SYRCLE tool (17), as reported in Table 3. However, all
studies had high risk of bias to the domain “performance of bias™
regarding “random housing” and “blinding,” meaning that ani-
mals were not randomly housed during the experiments, and all
caregivers and/or researchers were not blinded to the intervention
applied in the animals, respectively. Other high risk of bias was
about the domain “detection bias” regarding “random outcome
assessment” and “blinding,” showing there was no random
assessment of the animals to measure each outcome, as well as
no blinding of the assessor (investigator/researchers) to perform
the measure of the each outcome. These risks of bias reported
above are important and reveal a common limitation when cur-
rent literature of animal studies is compared with clinical trials
that followed orientation from CONSORT (Consolidated Stan-
dards of Reporting Trials—www.consort-statement.org) and
PEDro scale (Physiotherapy Evidence Database—https://www.
pedro.org.au/english/downloads/pedro-scale/). These limitations
should receive more attention in future studies.

Regardless of aforementioned limitations, the included studies
investigated several inflammatory mediators, such as pro-inflam-
matory mediators (interleukin-1 beta (IL-1f), interleukin-6 (IL-
6), tumor necrosis factor alpha (TNF-u), cyclooxygenase-2
(COX-2), prostaglandin E2 (PGE2) and transforming growth fac-
tor beta (TGF-B)) (10-11,19,21,23-24,27,33,35,39,47-48,50-53),
as well as anti-inflammatory mediator [interleukin-10 (IL-10)]
(21,30.48), involved in tendon repair or tendinitis condition.
Other inflammatory mediator factors were also studied such as
vascular endothelium growth factor (VEGF), metalloproteinase-1
matrix (MMP1), metalloproteinase-2 matrix (MMP-2), metallo-
proteinase-3 matrix (MMP-3), metalloproteinase-9 matrix (MMP-

9). metalloproteinase-13 matrix (MMP13) and induced nitric
oxide synthase (i-NOS) (10-11,28-29,34-35,37,39,54) that con-
tribute to the understanding of how PBMT can benefited tendon
repair or tendinitis condition. In this context, depending on
wavelength, dose (Joule), treatment frequency and tendon repair
phase, PBMT, either by LLLT or by LED, can modulate levels
of gene expression (mRNA), enzymatic activity of metallopro-
teinases (MMPs) (11,27-28,35,39) and collagen synthesis
(30,37).

IL-1P can act synergistically in different inflammatory condi-
tions, being able to modulate cell migration and the release of
chemical mediators in calcaneal tendon lesions, being a typical
cytokine from the initial phase of inflammation, which is present
from 4h until the fourth day after the lesion. Reinforcing these
findings, Guerra et al. (39) and Pires et al. (24) investigated the
modulation (acute and chronic) of the inflammatory process in
rats submitted to tendinitis induction by collagenase and irradi-
ated by LLLT. The results of these studies are contradictory
since Guerra et al. (39) pointed to a significative reduction in IL-
1P at the fourth day, while Pires et al. (24) did not find significa-
tive reduction. Corroborating Guerra et al. (39), de Jesus et al.
(32) and de Jesus et al. (11) showed that PBMT benefited
inflammatory modulation (IL-1p) when using wavelength in the
near-infrared region of the electromagnetic spectrum (780 nm)
and power of 70 mW for the treatment of calcaneus tendon
injury. Xavier et al. (23) concluded that LED-based PBMT was
able to reduce the signs of inflammation, such as reduction in
the number of inflammatory cells and decrease in the expression
of pro-inflammatory cytokines, mainly IL-1p.

Some specific studies (18-19,55) found that PBMT by
LLLT or LED can stimulate the regeneration phase according
to the dosimetry parameters (wavelength and energy). Casalechi
et al. (18) demonstrated a beneficial effect of PBMT by LED
on the tendon regeneration process due to a significant
decrease in the number of fibroblasts favoring the optimization
of the tendon remodeling quality in all treated groups. In con-
trast, Moura Junior Mde et al. (20) demonstrated that the group
treated with ultrasound therapy for 14 days showed better anti-
inflammatory response than both groups treated with LED and
control groups assessed through histomorphometry and count-
ing of fibroblasts.
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Table 3. Evaluation of the methodological quality of the included studies, according to the SYRCLE tool. "YES" means "low risk of bias" and "NO"

means "high risk of bias."

Selection bias

Performance bias Detection bias

Reference
Reporting Other sources
Friction bias bias of bias
Reference|Questions: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Photobiomodulation in the red spectra
Casalechi et al. 2009 (18) YES YES YES NO NO NO NO YES YES YES
Laraia et al. 2012 (19) YES YES YES NO NO NO NO YES NO YES
Moura Junior Mde et al. 2014 (20) YES YES YES NO NO NO NO NO NO NO
Torres-Silva et al. 2015 (21) YES YES YES NO NO NO NO YES YES YES
Photobiomodulation in the infrared spectra
Oliveira et al. 2009 (22) YES  YES NO NO NO NO YES YES YES
Xavier et al. 2010 (23) YES  YES NO NO NO NO YES YES YES
Pires et al. 2011 (24) YES  YES NO NO NO NO YES YES YES
Marcos et al. 2011 (25) YES  YES NO NO NO NO YES YES YES
Neves et al. 2011 (26) YES  YES NO NO NO NO YES YES YES
Marcos et al. 2012 (27) YES  YES NO NO NO NO YES YES YES
Casalechi et al. 2013 (28) YES YES NO NO NO NO YES YES YES
Marcos et al. 2014 (29) YES  YES NO NO NO NO YES NO YES
Xavier et al. 2014 (30) YES  YES NO NO NO NO YES YES YES
Pinfildi et al. 2014 (31) YES  YES NO NO NO NO NO NO NO
de Jesus et al. 2014 (32) YES  YES NO NO NO NO YES YES YES
de Jesus et al. 2016 (11) YES  YES NO NO NO NO YES YES YES
Gomes et al. 2017 (33) YES  YES NO NO NO NO YES YES YES
Naterstad et al. 2018 (34) YES  YES NO NO NO NO YES YES YES
Femandes de Jesus et al. 2019 (35) YES YES YES NO NO NO NO YES YES YES
Photobiomodulation in the infrared spectra (pulsed mode)
Joensen et al. 2012 (36) YES YES YES NO NO NO NO YES NO NO
Photobiomodulation in the infrared spectra (continuous versus pulsed mode)
Guerra Fda et al. 2013 (37) YES YES YES NO NO NO NO YES YES YES
Guerra Fda et al. 2014 (38) YES YES YES NO NO NO NO YES NO YES
Guerra et al. 2016 (39) YES YES YES NO NO NO NO YES YES YES
Comparing photobiomodulation in the infrared versus red spectra
Barbosa et al. 2013 (40) YES YES YES NO NO NO NO YES YES YES
Ferreira et al. 2015 (41) YES YES YES NO NO NO NO YES NO YES
Comparing photobiomodulation with other therapies
Wood et al. 2010 (42) YES YES YES NO NO NO NO YES YES YES
Moura Junior Mde et al. 2015 (43) YES  YES YES NO NO NO NO NO NO NO
Haslerud et al. 2017 (44) YES YES YES NO NO NO NO YES YES YES
Lucke et al. 2019 (45) YES YES YES NO NO NO NO YES YES YES
Photobiomodulation in the tr t of unhealthy rats
Nouruzian et al. 2013 (46) YES YES YES NO NO NO NO YES YES YES
Aliodoust et al. 2014 (47) YES YES YES NO NO NO NO YES YES YES
Helrigle et al. 2016 (48) YES YES YES NO NO NO NO YES YES YES
de Oliveira et al. 2019 (49) YES YES YES NO NO NO NO YES YES YES

Previous studies have investigated changes in the macrophage
phenotype (inflammatory infiltrate) and the expression of pro-in-
flammatory cytokines and the remodeling of the extracellular
matrix in models of tendon injuries in rats. The results showed
that the gene expression of pro-inflammatory cytokines, includ-
ing IL-6, is remarkably increased in the early stages of the lesion
(53). However, PBMT is able to significantly reduce the expres-
sion of these inflammatory mediators, including IL-6, thus pro-
moting an anti-inflammatory action (23-24.48).

TNF-o, an inflammation marker, is present mainly during the
inflammatory phase of the tendon repair. In this context,
Schulze-Tanzil et al. (52) demonstrated that active TNF-o pro-
motes the release of cytokines that leads to the development of
sympathetic hyperalgesia (the main factor responsible for poor
healing), and its effects are similar to those of carrageenan (a
known inflammatory agent). However, the results of previous
studies (23,33,35,39) show that PBMT in the near-infrared

electromagnetic spectrum is effective in inducing a reduction in
pro-inflammatory cytokines, such as TNF-o..

The vascular endothelial growth factor (VEGF) is one of the
most important factors involved in angiogenesis and can be
found notably in Achilles tendon lesions. de Jesus et al. (11)
concluded in their study that PBMT by LLLT did not favor an
increase in VEGF levels, which the authors classified as a posi-
tive effect, since the increase in this mediator can cause compli-
cations in injured tendon tissues. According to the literature,
when used in the treatment of calcaneus tendon lesions, PBMT
acts in two ways: proliferative (regeneration and reorganization
of collagen) and modulatory (controlling the inflammatory pro-
cess). In addition to the regeneration and reorganization of colla-
gen fibers and the control of the inflammatory process, the
modulation of VEGF levels is also important. A large expression
of VEGF may hinder and delay the healing process, inducing the
expression of degradation factors of the tendinous tissue and
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Power Energy density Power density Spot size Irradiation time
Reference (W) Energy (1) (J em™ (W em™2) (cm?) (sec)
Photobiomodulation in the red spectra
Casalechi et al. 2009 (18) 0.1 12 20 0.2 (Calculated) 0.5 120
Laraia et al. 2012 (19) 0.1 6 214 3.57 0.028 60
Moura Junior Mde et al. 2014 0.03 3.6 4 0.06 0.5 120
(20)
Torres-Silva et al. 2015 (21) 0.1 3.57 0.028 G4: 10
G5: 30
Average 0.08 1.85 0.264 68
Mean 0.1 1.88 0.264 60
Photobiomodulation in the infrared spectra
Oliveira et al. 2006 (22) 0.04 1.4 0.028
Xavier et al. 2010 (23) 0.022 0.044 0.5
Pires et al. 2011 (24) 0.022 0.110 0.2
Marcos et al. 2011 (25) 0.1 G4: 35.71 3.57 0.028 : 10
G5: 107.14 : 30
G6: 214.29 : 60
Neves et al. 2011 (26) 30 0.028 : 21
3: 14
G4: 0.08 : 10,5
G5: 0.1 : 8.4
Marcos et al. 2012 (27) 0.1 0.028 54: 10
1:30
Casalechi et al. 2013 (28) 0.022 0.107 0.205
Marcos et al. 2014 (29) 0.1 3.57 0.028 2 10
35: 30
Xavier et al. 2014 (30) 0.022 0.044 0.5
Pinfildi et al. 2014 (31) 0.08 2.8 0.028
de Jesus et al. 2014 (32) 0.07 1.75 0.04
de Jesus et al. 2016 (11) 0.07 1.75 0.04
Gomes et al. 2017 (33) 0.05 G2: 1.78 0.028 2: 28
G3: 1.78 G3: 42
Naterstad et al. 2018 (34) 0.1 3.57 0.028 30
Fernandes de Jesus et al. 2019 0.07 Gl: 1.75 0.04 Gl: 10
(35) G2: 1.75 G2: 10
G3: 1.75 G3: 10
Average 0.063 1.94 0.116 354
Mean 0.07 14 L.75 0.028 14
Photobiomodulation in the infrared spectra (pulsed mode)
Joensen et al. 2012 (36) 0.06 3 7.89 0.158 0.38 50
Average 0.06 3 7.89 0.158 0.38 50
Mean 0.06 3 7.89 0.158 0.38 50
Photobiomodulation in the infrared spectra (continuous versus pulsed mode)
Guerra Fda et al. 2013 (37) 0.4 0.64 G3:4 0.25 0.16 16
G4: 4 32
: 4
14
Guerra Fda et al. 2014 (38) 0.04 0.64 4 0.25 0.16 G3: 16
G6: 16
G4: 32
G7: 32
Guerra et al. 2016 (39) 0.04 G3: 0.64 G3: 4.0 G3:2.5 0.116 G3: 16
G4: 1.28 G4: 4.0 G4: 1.25 G4: 32
Average 0.04 0.8 4 1.06 0.145 24
Mean 0.04 0.64 4 0.75 0.16 24
Comparing photobiomodulation in the infrared versus red spectra
Barbosa et al. 2013 (40) 0.1 0.2 x 3 points 0.7 0.35 0.28 20
Ferreira et al. 2015 (41) 0.06 1.14 40 2.14 0.028 18.6
Average 0.08 0.67 20.35 1.245 0.154 19.3
Mean 0.08 0.67 20.35 1.245 0.154 19.3
Comparing photobiomodulation with other therapies
Wood et al. 2010 (42) 0.04 0.12 1.4 0.028 3
Moura Junior Mde et al. 2015 0.033 2 0.066 0.5 60
(43)
Haslerud et al. 2017 (44) 0.1 3 107.14 3.57 0.028 30
Lucke et al. 2019 (45) 0.04 1.3 50 1.45 0.0275 70
Average 0.053 1.60 33.86 1.621 0.145 40.7
Mean 0.04 1.65 4.2 1.425 0.028 45
(continued)
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Table 4. (continued)
Power Energy density Power density Spot size Irradiation time
Reference (W) Energy (1) (Jem™?) (W em?) (cm?) (sec)
Photobiomodulation in the treatment of unhealthy rats
Nouruzian et al. 2013 (46) 0.0072 Gl: 0.014 Gl: 29 1.4 0.00524
G2: 0.057 52: 11.5
G4: 0.014 2.9
G5: 0.021 G5: 4.3
Aliodoust et al. 2014 (47) 0.0072 0.014 x 44 29 1.4 0.00524
points
Helrigle et al. 2016 (48) 0.032 3.84 3.84 0.032 1 120
de Oliveira et al. 2016 (49) 0.01 0.16 4 0.25 0.04 16
Average 0.014 0.588 4.62 0.770 0.262 25.1
Mean 0.008 0.021 3.84 0.825 0.022 5.5

Abbreviations: J, Joule: sec, seconds: W, Watt.

increasing pain (stimulating the presence of new nerve bundles)

during rehabilitation.

Prianti et al. (51) demonstrated in their study with inflamma-
tory that COX-2 is quite expressed, producing pro-inflammatory
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gibility
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prostaglandins. Dourado et al. (50) showed that PBMT by LLLT
modulated pro-inflammatory agents, reducing the expression of
COX-2 mRNA and, consequently, the levels of PGE2, through
decreased migration of neutrophils, mast cells and macrophages
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Figure 1. Flow diagram of the systematic review recommended by PRISMA.
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in the injured tissue. These results corroborate the findings of
Gomes et al. (33) that proved that irradiation in the near-infrared
spectrum enabled the reduction of COX-2 at the lesion site.
Reinforcing these results, other recent studies have also shown
that PBMT favored the inflammatory modulation of COX-2 also
when PBMT is used in the near-infrared light (11,32,35).

IL-10 accelerates the healing process by reducing inflamma-
tion and maintaining the mechanical and histological properties
of the tissue. Helrigle et al. (48) observed that PBMT favored
the increase in IL-10 release and, consequently, enabled the
reduction of IL-6 release. It is known that IL-10, together with
other cytokines, is involved in the suppression of pro-inflamma-
tory events. In this sense, Torres-Silva et al. (21) emphasized that
the balance between pro-inflammatory and anti-inflammatory
cytokines is of paramount importance, since the relationship
between the amounts of IL-6 and IL-10 can reveal the direction
of the inflammatory process, especially when the PBMT is used
to raise the levels of IL-10 and promote an anti-inflammatory
response. These results support the results of Xavier et al. (30)
who concluded that PBMT improved the expression of IL-10 in
the initial phase of tendon healing.

Fernandes de Jesus et al. (35) demonstrated that the presence
of primary pro-inflammatory factors may induce increased levels
of metalloproteinases (MMPs). The continuous presence of
MMP-1, MMP-3 and MMP-13 tends to increase the degradation
of the extracellular matrix, as well as the collagen of the cal-
caneal tendon, making its repair process more fragile and diffi-
cult. Based on this principle, irradiation with PBMT by LLLT or
LED can favor the control of inflammatory process. In this sense,
Casalechi et al. (28) concluded that PBMT by LLLT modulated
the expression of MMP-1 and MMP-13. Marcos et al. (27) and
Guerra et al. (39) showed that after irradiation by PBMT, there
was a decrease in the levels of MMP-1 and MMP-13, corroborat-
ing with previous studies (10,35) that identified the reduction in
levels of MMP-2, MMP-3, MMP-9 and MMP-13.

Xavier et al. (30) investigated the LED-based PBMT effect on
Type-I and Type-III collagen levels in rats with tendinitis. The
results showed that PBMT improved the expression of Type-I
and Type-III collagens, which are the main components of the
extracellular matrix. The expression of mRNA of collagens I and
III in the tendon always depends on the phase of the repair pro-
cess. In the proliferative phase, a greater expression of mRNA of
collagen III is observed, because in this phase, the synthesis of
this type of collagen is at its peak, and it later decreases in the
remodeling phase, where there is realignment of the fibers and
increased expression of mRNA of collagen I in the tendon.

Naterstad et al. (34) established in their study that neutrophils
are the first cells to reach the site of injury (tendinitis) and other
inflammatory cells, such as macrophages, migrate to the site of
injury by chemotaxis, with increased levels of cytokines, reactive
oxygen species and proteases. In this context, Enwemeka and
Reddy (54) showed that 4 days after injury, there will be an
increase in mRNA expression for all NOS isoforms, accentuating
the inflammatory process, because the i-NOS peak occurs at the
beginning of the inflammatory process, and subsequently, the
levels of NO production are maintained by the other isoforms of
NOS (39). However, PBMT can promote a decrease in i-NOS
activity (33), favoring the reduction of the inflammatory process
(39).

Finally, regarding the light parameters and dose-response of
PBMT on calcaneal tendon repair, it was possible to identify a

Photochemistry and Photobiology 15

range of the effective light doses and parameters used in the
included studies of the present systematic review. Parameters
found were wavelength mainly at infrared spectra, power of the
light of ~ 60 mW (continuous mode), ~2 W cm 2 and ~2J or
~45 J cm 2 per point of irradiation. It is important to have in
mind that Achilles tendon in rats has an average cross-sectional
area (mm®) of 4.27 + 0.61 for noninjured tendons, and an
increased area of 11.46 + 4.69 for injured tendons (induced
tendinopathy) due to hypercellularity, neovascularity, extracellu-
lar matrix degradation, rounding of cell nuclei and acquisition of
chondrocyte phenotypes (56). Even with an increased cross-sec-
tional area, the PBMT using the reported parameters was effi-
cient to manage the inflammation process (decreased
inflammatory mediators mainly) and stimulate the repair process
(stimulated collagen Type I and Type III. reduced metallopro-
teinases MMP-1 and MMP-13) in tendons (see Table 2).
Although Ferreira et al. (41) used 40 J cm 2, the authors did not
find any result on tendon repair regarding vascularization stimuli.
On the other hand, Pires et al. (24) did not find any modulation
on IL-1B with an energy density of 7.7 J cm * (supposedly
low). We suggest that all parameters raised from the studies and
calculated as average and median (Table 4) could be a possible
guide for future studies that will investigate the PBMT effects on
calcaneal tendon injury or tendinitis in rats.

We conclude that PBMT (LLLT/LED) has positive effects on
the inflammatory response, reducing the duration of calcaneal
tendon repair in rats submitted to injury or tendinitis. The
range and possible effective light doses and parameters were
identified.
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