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RESUMO

Introducdo: o processo patolégico da tendinopatia calcanea € iniciado
primordialmente por sobrecarga repetitiva do tenddo, levando a lesao estrutural das
fibrilas de colageno. A doenca se apresenta de forma tipica num trio de dor, edema e
funcéo prejudicada. Quando instalada de forma crénica, pode repercutir no musculo
gastrocnémio com processo inflamatorio e hipotrofia muscular. Mdltiplas estratégias
de reabilitacdo tém sido recomendadas para uso em pacientes com tendinopatia,
como a fotobiomodulacéo e injec&o de fibrina rica em plaquetas avancada. Objetivo:
comparar o tratamento da fotobiomodulacdo e da aplicagcdo da fibrina rica em
plaguetas avancada no musculo gastrocnémio submetido a tendinopatia calcanea.
Metodologia: o estudo € de carater experimental. Setenta e cinco ratos foram
separados em cinco grupos: grupo controle (GC), grupo lesdo (GL), grupo fibrina rica
em plaquetas avancada (GA-PRF), grupo fotobiomodulacdo (GFBM) e grupo fibrina
rica em plaguetas avancada + fotobiomodulacdo (GA-PRF+FBM). Os animais foram
induzidos a tendinopatia calcanea através da compressao transversal por pingca do
tendao calcaneo. Os animais receberam tratamento de fotobiomodulagcédo no 2°, 4° e
6° dias apos a inducdo, os animais do GA-PRF receberam o tratamento apenas no 2°
dia ap6s a inducdo e os animais do grupo de terapia combinada receberam o
tratamento na mesma frequéncia das terapias isoladas. No dia denominado DO, D7,
D14 e D21 os animais foram avaliados pelo teste de preensdo manual e no D7, D14
e D21 foram eutanasiados para coleta do musculo e posterior analise histolégica e
morfométrica de fibras e jun¢gdes neuromusculares. Resultados: o GL apresentou
menor forga muscular em comparac&o aos demais grupos. O GFBM, GA-PRF e GA-
PRF+FBM apresentaram aumento da forca muscular entre o sétimo e vigésimo
primeiro dia de experimento. Quando analisada a morfologia e a histomorfometria do
musculo gastrocnémio, n&o foram encontrados sinais de lesdo muscular e
consequentemente de recuperacdo muscular com os tratamentos aplicados. Ao
analisar o tecido conjuntivo, o GA-PRF+FBM apresentou aumento no colageno tipo
lll. Ao analisar as JNM’s foi encontrado uma divergéncia quanto a area, didametro maior

e diametro menor, sendo que 0s grupos tratados com a injecdo de fibrina rica em



plaquetas avangada apresentaram JNM’'s menores em relagdo ao GC, GL e GFBM.
Concluséo: os achados desse estudo apontaram que as terapias combinadas
apresentaram maior efeito de reparo no tecido muscular por meio do aumento do

colageno tipo Il do que de forma isolada.

Palavras-chave: tendinopatia; atrofia muscular; terapéutica; terapia com luz de baixa

intensidade; fibrina rica em plaguetas.



PHOTOBIOMODULATION AND PLATELET-RICH FIBRIN IN THE GASTROCNEMIUS
MUSCLE SUBJECTED TO CALCANEAL TENDINOPATHY IN RATS

ABSTRACT

Introduction: The pathological process of calcaneal tendinopathy is primarily initiated by
repetitive overload of the tendon, leading to structural damage to collagen fibrils. The
disease typically presents as a triad of pain, edema, and impaired function. When it
becomes chronic, it can affect the gastrocnemius muscle, causing an inflammatory
process and muscle hypotrophy. Multiple rehabilitation strategies have been
recommended for patients with tendinopathy, such as photobiomodulation and advanced
platelet-rich fibrin injection. Objective: To compare the treatment effects of
photobiomodulation and the application of advanced platelet-rich fibrin in the
gastrocnemius muscle subjected to calcaneal tendinopathy. Methodology: This is an
experimental study. Seventy-five rats were divided into five groups: control group (CG),
injury group (IG), advanced platelet-rich fibrin group (APRF-G), photobiomodulation
group (PBM-G), and advanced platelet-rich fibrin + photobiomodulation group
(APRF+PBM-G). The animals were induced to calcaneal tendinopathy by transverse
clamp compression of the calcaneal tendon. The photobiomodulation treatment was
applied on the 2nd, 4th, and 6th days after induction, while the APRF-G animals received
treatment only on the 2nd day after induction. The combined therapy group received
treatments at the same frequency as the isolated therapies. On days DO, D7, D14, and
D21, the animals were evaluated through a manual grip strength test. On D7, D14, and
D21, the animals were euthanized for muscle collection and subsequent histological and
morphometric analysis of fibers and neuromuscular junctions. Results: The IG group
showed lower muscle strength compared to the other groups. The PBM-G, APRF-G, and
APRF+PBM-G groups exhibited increased muscle strength between the seventh and
twenty-first days of the experiment. When analyzing the morphology and
histomorphometry of the gastrocnemius muscle, no signs of muscle injury were found,

indicating muscle recovery with the applied treatments. Regarding connective tissue



analysis, the APRF+PBM-G group showed an increase in type Ill collagen.
Neuromuscular junction (NMJ) analysis revealed differences in area, major diameter, and
minor diameter, with groups treated with advanced platelet-rich fibrin injection presenting
smaller NMJs compared to the CG, IG, and PBM-G groups. Conclusion: The findings of
this study suggest that combined therapies had a greater reparative effect on muscle
tissue, primarily through the increase of type Il collagen, compared to isolated

treatments.

Keywords: tendinopathy; muscle atrophy; therapeutics; low-intensity light therapy;

platelet-rich fibrin.
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1. INTRODUCAO

Quando o equilibrio entre o funcionamento do tenddo e do musculo esta
afetado, lesdes por uso excessivo tendem a ocorrer. A partir disso, fatores intrinsecos
como desalinhamento e falhas biomecéanicas, desempenham um papel causador
primordial nos disturbios dos tenddes (Sharma; Maffulli, 2005).

A tendinopatia descreve um espectro de alteracdes que ocorrem em tenddes
danificados e doentes, levando a dor e reducdo da funcdo. A tendinopatia é
caracterizada por anormalidades na microestrutura, composicao e celularidade do
tenddo. Um tendéo alterado consiste em fibras de colageno fragmentadas, feixes de
colageno desorganizados, acumulo de glicosaminoglicanos e microvasculatura
aumentada associada a neoinervacdo, levando a mudancas adversas nas
propriedades materiais do tendao (Millar et al., 2021).

A lesdo crbnica do tendéo leva a alteragcdes musculares degenerativas. O
estudo realizado por Frich et al. (2021), revelou alteragdes nas fibras musculares ja
no primeiro més e meio apods lesdo no tendao representada pela internalizacdo de
nucleos e fibras musculares de tamanhos variados apds a ruptura do tenddo. A
degeneracdo foi claramente vista com uma proporcdo substancial de células
musculares substituidas por células de gordura indicativas de degeneracdo das
células musculares.

As lesdes tendineas sdo acompanhadas de inflamacdo, com expressao
endogena de varios mediadores da inflamacgao pelos tendcitos, incluindo citocinas pro-
-inflamatdrias e anti-inflamatorias e alguns fatores de crescimento (D’addona et al.,
2017). Alguns estudos sugerem que a inflamacao desempenha um papel prejudicial
nos danos musculares apo6s tendinopatias (Frich et al., 2021; Krieger et al., 2017;
Kuenzler et al., 2017). Em analise da distribuicéo fenotipica e o papel causal de células
inflamatorias na degeneracdo do musculo supraespinhal em um modelo de
camundongo, verificou-se que a lesdo do manguito rotador estimula a infiltracdo
exacerbada de fagocitos mononucleares, enriquece fagocitos mononucleares em

subpopulagdes nédo classicas, enriquece linfécitos T e que o esgotamento de



monacitos circulantes acelera a hipotrofia supraespinhal apés tenotomia e denervacao
(Krieger et al., 2017).

O tratamento da tendinopatia envolve diferentes modalidades e distintas
estratégias séo indicadas para uso nesses pacientes. Os regimes terapéuticos podem
ser divididos em modalidades passivas que incluem o tratamento farmacoldégico,
ultrassom terapéutico, crioterapia, fotobiomodulacdo (FBM) e injecéo de fibrina rica
em plaquetas avancada (A-PRF) e modalidades ativas como exercicios excéntricos
(Longo; Ronga; Maffulli, 2018).

No que diz respeito ao tratamento com FBM para tecidos biolégicos, a
aplicacao contribui para a estimulagéo de processos celulares, aumento da ativagcao
de mecanismos bioquimicos, reduc¢éo do processo inflamatério, regeneracéao tecidual,
cicatrizacao e alivio da dor (Atik, 2018). A FBM ¢ utilizada na prética clinica e seu uso
ja € sustentado por varios estudos (Martimbianco et al., 2020; Millar et al., 2021,
Alzyoud; Omoush; Al-gtaitat, 2022).

A injecdo de fibrina rica em plaguetas avancada representa um avango
significativo na evolugcdo dos concentrados de plaguetas e tem se mostrado eficaz no
tratamento de lesdes de tenddes, ligamentos e musculos. O A-PRF atua aumentando
a concentracdo local de fatores de crescimento no tecido e com isso auxilia a
regeneracdo (Dietrich et al., 2015; Grecu et al., 2019).

Adjunto as condutas fisioterapéuticas, as condutas de outros profissionais
interferem no tratamento e resolucdo da doenca. Condutas medicamentosas nem
sempre tém se mostrado em prol da melhora do quadro clinico dos pacientes. Injecdes
de corticosteroides e 0 uso de anti-inflamatérios ndo esteroides (AINE’s) podem
prejudicar a resposta fisioldgica de cura dos tecidos locais, levando a progressao da
doenca (Cardoso et al.,, 2019; Muaidi, 2020). Alem da conduta médica, a conduta
nutricional também interfere no tratamento da tendinopatia, visto que doencas
metabolicas como a hipercolesterolemia, diabetes mellitus e obesidade podem ser
agravantes dessa condi¢cdo. E possivel identificar implicagdes clinicas importantes
para o uso de suplementos alimentares na saude do tend&o, dos quais especialmente
aqueles contendo peptideos derivados de colageno parecem ser benéficos no
tratamento da doenca (Hijlkema et al., 2022). Dessa forma, faz-se necessario

condutas interdisciplinares alinhadas para a prevencéao e resolugdo da doenca.



O complexo muscular triceps sural desempenha um papel importante na carga
do tendéo calcaneo, porém, o autor Phillips et al., (2022) apontam que a fraqueza e a
inflexibilidade do musculo gastrocnémio estdo significativamente associadas ao
desenvolvimento da tendinopatia calcanea. Também, evidéncias identificaram
limitacdes na dorsiflexdo do tornozelo associadas a uma contratura isolada do
musculo gastrocnémio como uma das principais disfuncdes ligadas a cronicidade da
dor na tendinopatia calcanea (Nawoczenski et al., 2015; Arshad et al., 2022).

A unidade musculo-tenddo gastrocnémio € essencial para a locomocgao
humana (Butler; Dominy, 2016). O musculo gastrocnémio tem uma funcéo
biomecanica especifica derivada de sua situagcdo biarticular cruzando joelho e
tornozelo, sendo que na articulagéo do joelho é sinergista no movimento de flexao, e
na articulacdo do tornozelo é agonista do movimento de plantiflexdo. O musculo
gastrocnémio tem duas cabecas: a cabeca lateral e a cabega medial, os dois ventres
musculares unem-se na linha média, e unem-se distalmente ao musculo soleo para
formar o tend&o calcaneo (Cazeau; Stiglitz, 2014).

Tem-se ancorado na literatura quais sdo as sequelas musculares
desenvolvidas em funcéo da tendinopatia, porém, nédo foi elucidado se os tratamentos
direcionados para a tendinopatia sdo capazes de reverter também as sequelas
musculares. Assim, faz-se necesséario estudos que comparem os efeitos dos
tratamentos da FBM e da injec&o de fibrina rica em plaquetas avancada nas sequelas
do musculo gastrocnémio desenvolvidas pela tendinopatia calcanea.

A pergunta de pesquisa desse estudo é:

Os tratamentos de fotobiomodulacdo e da aplicagdo da fibrina rica em
plaguetas avancada s&o capazes de reverter as sequelas musculares desenvolvidas

em funcdo da tendinopatia calcanea?



2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

Comparar o tratamento da fotobiomodulagéo e da aplicacdo da fibrina rica em

plaguetas avancada no musculo gastrocnémio submetido a tendinopatia calcanea.

2.2.0bjetivos especificos

Comparar a for¢ca de preenséo do membro pélvico direito em cada tipo de tratamento;

Descrever a histomorfometria do musculo gastrocnémio conforme o tipo de

tratamento;

Identificar os tipos de colageno presentes no musculo gastrocnémio de acordo com

cada tratamento.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.Estrutura tendinea

Os tenddes sao estruturas de suporte de carga que transmitem forcas
produzidas pela contracdo muscular as alavancas esqueléticas, permitindo assim o
movimento e a manutencdo da postura corporal. Permitem que o musculo esteja a
uma distancia ideal da articulagdo em que atua, sem exigir um esforco excessivo
(Andarawis-Puri; Flatow; Soslowsky, 2015; Bordoni; Varacallo, 2018). Exibem alta
resisténcia mecanica, boa flexibilidade e um nivel ideal de elasticidade para realizar
suas funcdes Unicas (Sharma; Maffulli, 2005).

Os tendbes sdo de cor branca brilhante e tém uma textura fibroelastica,
demonstram variagdo marcante em forma, podem ser corddes arredondados, faixas
semelhantes a tiras ou fitas achatadas (Sharma; Maffulli, 2005).

Um tenddo exibe dois tipos diferentes de fibroblastos especializados bem
organizados: tendcitos e tenoblastos. Os tendcitos tém forma alongada, enquanto os
tenoblastos tém forma ovoide. Nafase de cicatrizagao do tendao, os tenoblastos estao
mais envolvidos no processo de reparacao tecidual, depositando fibras colagenas.
Finalmente, na Ultima fase de reparo, os tenoblastos séo transformados em tendcitos.
Os tenoblastos representam aproximadamente 90% a 95% dos fibroblastos do tendéo
(Bordoni; Varacallo, 2018; Longo; Ronga; Maffullli, 2018). A massa seca dos tenddes
humanos é aproximadamente 30% da massa total do tenddo, com a &agua
respondendo pelo 70% restante (Sharma; Maffulli, 2005).

O epitenddo, uma fina bainha de tecido conjuntivo frouxo contendo o
suprimento vascular, linfatico e nervoso para o tendao, cobre todo o tenddo e se
estende profundamente dentro dele entre os feixes terciarios como o endotenddo. O
endotend&o € uma fina rede reticular de tecido conjuntivo que reveste cada fibra do
tenddo. Superficialmente, o epitenddo é circundado por paratenddo. Na juncéao
miotendinea, fibrilas de coldgeno tendineas inserem-se em recessos profundos
formados pelos prolongamentos dos midcitos, permitindo que a tensao gerada pelas

proteinas contrateis intracelulares das fibras musculares seja transmitida as fibrilas de
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colageno. Essa arquitetura complexa reduz a tensdo de tracdo exercida sobre o
tenddo durante a contracdo muscular e evita que o colageno ou a fibra se dobrem,
desfiem, cisalnem e falhem (Bordoni; Varacallo, 2018; Sharma; Maffulli, 2005).

O comportamento biomecénico de um tend&o esta relacionado n&do apenas
com a magnitude do estresse de tensdo, mas também com a forma do proprio tendao.
Forca e resisténcia de um tenddo sdo, portanto, duas entidades diferentes e
dependem do diametro e comprimento do préprio tenddo. As propriedades
biomecéanicas do tend&o estao relacionadas ao diametro e disposicao das fibrilas de
colageno (Bordoni; Varacallo, 2018).

Apés o apanhado de informagfes acerca da estrutura tendinea, tem-se que o
desarranjo da matriz de colageno e alterac6es dos tendcitos levardo a um processo

patoldgico discutido na sequéncia.

3.2.Tendinopatia

O termo “tendinopatia” define a sindrome clinica caracterizada por uma
combinacdo de dor, edema e desempenho prejudicado. Defende-se o uso do termo
“tendinopatia” como um descritor genérico do quadro clinico das condi¢Ges dentro e
ao redor dos tenddes decorrentes do uso excessivo. Apesar disso, a maioria dos
médicos ainda usa o termo "tendinite" ou "tendinose", implicando assim que o
problema fundamental é inflamatoério ou degenerativo. Autores sugerem que 0s termos
“tendinite” e “tendinose” sejam usados somente apOs exame histopatologico
(D’addona et al., 2017; Sharma; Maffulli, 2005).

Elementos multifatoriais, incluindo fatores de risco modificaveis e fatores de
risco intrinsecos e extrinsecos ndo modificaveis, estdo envolvidos no desenvolvimento
da tendinopatia. A maioria das tendinopatias ocorre em relacdo as demandas
especificas de alta carga que sao encontradas em esportes, mas, também,
movimentos altamente repetitivos que sdo comumente observados em tarefas diarias
de trabalho e, juntamente com a ma ergonomia do local de trabalho, os trabalhadores
correm risco maior de desenvolver tendinopatias (Hopkins et al., 2016; Millar et al.,
2021).



A etiologia da tendinopatia ndo € totalmente compreendida, e muitas causas
sdo teorizadas. A isquemia ocorre quando um tenddo esta sob carga de tracéo
maxima. No relaxamento ocorre a reperfusdo, gerando radicais livres de oxigénio; isso
pode causar dano ao tendao, resultando em tendinopatia. A peroxirredoxina 5 € uma
enzima antioxidante encontrada em tenécitos que protege as células contra danos
causados por tais espécies que reagem ao oxigénio. Sua expressdo é aumentada na
tendinopatia, um achado que sustenta a visdo de que o estresse oxidativo pode
desempenhar um papel importante no desenvolvimento da tendinopatia. A hipdxia
sozinha também pode resultar em degeneracdo, pois os tendfes dependem do
metabolismo da energia oxidativa para manter a integridade dos niveis de trifosfato
de adenosina (ATP) celular (D’addona et al., 2017; Sharma; Maffulli, 2005).

O processo de tendinopatia envolve tanto a matriz de colageno quanto os
tendcitos. Normalmente, as fibras de colageno nos tenddes sao fortemente agrupadas
de maneira paralela, mas amostras tendinopaticas mostram crimpagem desigual e
irregular, afrouxamento e aumento da ondulacéo das fibras colagenas, com aumento
do colageno reparador tipo lll e glicosaminoglicanos, bem como neovascularizacao
anormal (D’addona et al., 2017; Von Rickenbach et al., 2021).

O processo patologico parece ser iniciado por sobrecarga repetitiva do tendéo,
levando a leséo estrutural das microscépicas fibrilas de colageno. Em circunstancias
normais, a lesdo precoce da matriz do tenddo desencadeia um processo de
cicatrizacdo eficaz; no entanto, a baixa capacidade intrinseca de cicatrizacdo do
tenddo ou afalta de recuperacédo adequada podem levar ao acumulo gradual de danos
na matriz ao longo do tempo. Essas alteragdes estruturais iniciais sdo tipicamente
silenciosas clinicamente e, portanto, assintomaticas. O acumulo progressivo de danos
na matriz e as citocinas, quimiocinas, mediadores inflamatérios e nociceptores
ativados secretados eventualmente levam a manifestagdo dos sintomas (Millar et al.,
2021).

Considerando que a tendinopatia pode ser desenvolvida nos multiplos tenddes
do corpo, a seguir é apresentado como 0 processo patolégico evolui no tendao

calcaneo.



3.3. Tendinopatia calcanea

O tendao calcaneo, apesar de sua forca, € um dos tenddes lesionados com
maior frequéncia no corpo humano. Representa, juntamente com o tendao patelar, um
dos dois tendfes mais frequentemente comprometidos por uso excessivo (Magnan et
al., 2014). Estudo realizado por Chen et al., em 2023 avaliou a incidéncia da
tendinopatia calcanea em 3379 corredores (com acompanhamento de cerca de dois
meses), e desses, 141 participantes sofreram de tendinopatia calcanea durante o
acompanhamento (incidéncia de 4,2%); os homens tiveram uma incidéncia mais alta
5,06% em comparacdo com as mulheres 2,86%; e, os voluntarios que estavam
participando de corridas de maratona tiveram uma incidéncia maior (5,0%) do que os
participantes que correram em outras distancias (Chen et al., 2023).

A tendinopatia calcanea é mais comum em corredores de resisténcia, com uma
incidéncia cumulativa ao longo da vida de 52% (Chen et al., 2023). Entretanto, a
doenca nem sempre esta associada a atividade fisica excessiva. Em uma série de
31% de 58 tendinopatias do calcaneo os pacientes néo participavam de esportes ou
atividades fisicas vigorosas (Kvist, 1991). A tendinopatia calcanea apresenta, ao longo
da vida, uma incidéncia de 6% na populacdo em geral (Chen et al., 2023).

Além da elevada incidéncia, existe um impacto negativo substancial da
tendinopatia calcanea na qualidade de vida, na produtividade do trabalho e nos custos
totais (aproximadamente 840 euros por paciente com tendinopatia calcanea, tratado
de forma conservadora anualmente). Uma proporcdo substancial (25%—-60%) de
pacientes com tendinopatia calcanea apresenta sintomas durante 5-10 anos. Dada a
sua natureza duradoura, a tendinopatia calcanea é um problema de saude substancial
na populagao ativa de meia-idade (Chen et al. 2023).

A apresentacao clinica tipica da tendinopatia calcanea inclui um trio de dor,
edema e fungdo prejudicada. Os pacientes acometidos por essa doenca geralmente
referem dor no tenddo durante o carregamento inicial, diminuindo com a atividade
continuada; a medida que a condicdo se torna crbnica, a dor pode ser persistente,
resultando em reducéo ou cessacgao da atividade (Magnan et al., 2014; Silbernagel;

Hanlon; Sprague, 2020).



As duas categorias principais de tendinopatia calcanea séo classificadas de
acordo com a localizagcdo anatdmica e incluem tendinopatia insercional (na juncao
calcaneo-tendéo) e nao insercional (2 a 6 cm proximal a insercdo do tendédo no
calcaneo) (Li; Hua, 2016).

Os fatores de risco datendinopatia do calcaneo podem ser divididos em fatores
intrinsecos e extrinsecos. Fatores intrinsecos incluem anormalidades biomecanicas
da extremidade inferior, como pé pronado, discrepancia no comprimento dos
membros inferiores, deformidade em varo do antepé, pés cavos, mobilidade limitada
da articulacdo subtalar e condi¢cbes sistémicas como aumento da idade, diabetes
mellitus, hipertensdo e obesidade. Os fatores extrinsecos incluem sobrecarga
mecanica excessiva e erros de treinamento (Li; Hua, 2016; Maffulli et al., 2020; Von
Rickenbach et al., 2021).

O diagnostico é feito principalmente pelo exame clinico. Uma queixa tipica em
pessoas acometidas por essa doenca € ter dificuldade para andar devido a dor e
rigidez apés longos periodos sentados. A medida que a condi¢&o progride, a dor pode
ocorrer mesmo com pequenos esforcos e pode interferir nas atividades de vida diarias.
Em casos graves, a dor ocorre em repouso. Na fase aguda, o tendéo esta difusamente
edematoso e a sensibilidade geralmente € maior a cerca de 2 a 6 cm proximal a
insercao do tenddo. Um edema nodular sensivel geralmente esta presente em casos
cronicos (Longo; Ronga; Maffulli, 2018; Maffulli et al., 2020; Millar et al., 2021).

Natendinopatia, o tend&o torna-se espesso, irregular e acastanhado. O exame
histologico do tecido afetado mostra macrofagos, neutréfilos ou outras células
inflamatérias além do aumento do numero de tendcitos e concentragdo de
glicosaminoglicanos na substancia fundamental, desorganizacdo e fragmentacao do
colageno e neovascularizacdo (Li; Hua, 2016; Sharma; Maffulli, 2005).

Além das repercussofes tendineas instaladas pelo proprio processo patoldgico,
os tecidos proximos desenvolvem alteracbes devido ao processo inflamatoério
presente e ao desuso. Entre os tecidos proximos estd o musculo gastrocnémio
(Winnicki et al., 2020) o qual seréa apresentado a seguir e as possiveis repercussoes

gue sucedem em conjunto com a progressao da doenca.



3.4. Estrutura muscular

O musculo esquelético é um dos tecidos mais dinamicos e plasticos do corpo
humano. Nos seres humanos, o musculo esquelético compreende aproximadamente
40% do peso corporal total e contém 50-75% de todas as proteinas do corpo (Trovato
et al., 2016). Do ponto de vista mecanico, a principal funcdo do musculo esquelético
é converter substancias quimicas em energia mecanica para gerar forca, manter a
postura e produzir movimentos que influenciam a atividade, permitem a participacao
em atividades sociais e ambientes ocupacionais, mantém ou melhoram a salde e
contribuem para a independéncia funcional (Frontera; Ochala, 2015).

A arquitetura do musculo esquelético é caracterizada por um arranjo das fibras
musculares e tecido conjuntivo. O musculo é circundado por uma camada de tecido
conjuntivo conhecida como epimisio, que esta conectado ao tendao. Septos de tecido
conjuntivo originam-se do epimisio e circundam feixes de fibras musculares, formando
o perimisio (Frontera; Ochala, 2015). Cada fibra muscular (aproximadamente
dimensbes de 100 um de didmetro e 1 cm de comprimento) é circundado por tecido
conjuntivo reticular, que constitui o endomisio. O epimisio, perimisio e endomisio
vascularizam e inervam o musculo (Trovato et al., 2016). Os tipos de colageno | e I
estdo presentes em maior abundancia no epimisio, perimisio e camada reticular do
endomisio e o colageno tipo IV na membrana basal (Purslow, 2002).

No corpo humano, diferentes musculos tém diferentes predominancias relativas
dos varios tipos de fibras musculares. A presenca de fibras com propriedades
diferentes no mesmo musculo pode refletir uma adaptacédo a diferentes padrdes de
atividade imposta pelos neurdnios motores. A classificagcdo mais utilizada inclui trés
tipos de fibras: tipo | (de contracao lenta, carater oxidativo e resistente a fadiga), 1A
(de contracao rapida, carater oxidativo e propriedades metabdlicas intermediarias) e
IIB (de contragdo mais rapida, caréter glicolico e fatigavel) (Frontera; Ochala, 2015;
Silverthorn, 2017).

A fibra muscular € caracterizada por uma tipica faixa cruzada que € o resultado
de um arranjo bem definido de miofibrilas no sarcoplasma. As miofibrilas consistem
em miofilamentos que estdo dispostos de forma organizada respondendo

funcionalmente a funcéo contratil. Ha dois tipos de miofilamentos, grossos e finos,
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responsaveis pela tipica banda cruzada. Os miofilamentos espessos, constituidos por
feixes de moléculas de miosina, séo caracterizados pela capacidade de se ligar a
actina para formar o complexo actina-miosina, também, é uma ATPase capaz de
fornecer a energia necessaria para a contracdo. Os miofilamentos finos séo
estruturalmente compostos de actina que tem func&o fundamental no papel regulador
no mecanismo de contracdo. O fragmento da miofibrila delimitado por duas linhas Z é
denominado sarcomero, que € a unidade funcional da fibra muscular, capaz de gerar
contragdo pelo deslizamento dos filamentos finos sobre os grossos. Em fungdo da
ligacdo dos filamentos finos dos sarcémeros adjacentes ao nivel da linha Z, a
contragdo simultadnea de sarcomeros individuais resulta na contrag&o de toda a fibra
muscular (Bottinelli; Reggiani, 2000; Guyton; Hall, 2011; Squire, 2019).

Cada fibra muscular, préxima de sua porcdo média, faz sinapse com um
neurdnio motor somatico, chamada de juncdo neuromuscular (JNM). Essa sinapse
permite a comunicagao entre a-motoneurdnio e fibras musculares esqueléticas (Neto
et al., 2015). A fibra nervosa forma complexo de terminais nervosos ramificados que
se invaginam na superficie extracelular da fibra muscular. Assim como todas as outras
sinapses, a JNM tem trés componentes: (1) o terminal axonal pré-sinaptico do
neurdnio motor, contendo vesiculas sinapticas e mitocondrias, (2) a fenda sinaptica e

(3) a membrana pés-sindptica da fibra muscular esquelética (Guyton; Hall, 2011).

3.5. Tecido muscular e tendinopatia

O tend&o é uma "ponte mecanica" que possibilita a contracdo do musculo para
realizar o movimento final. A saldde do tend&do permite que o musculo funcione
adequadamente e se adapte melhor as fun¢gdes que competem a ele. Além disso, um
tenddo saudavel permite um 6timo mecanismo de mecanotransdugao para as fibras
contrateis, com melhor desempenho (Bordoni; Varacallo, 2018).

Foi possivel perceber esse mecanismo descrito por Bordoni e Varacallo (2018),
em que o musculo afeta o tendéo e o tendéo afeta a expressao funcional do musculo.
No estudo de Chi et al.,, (2015), os autores observaram correlacdo positiva e
significativa entre a tendinopatia do gliteo médio e minimo e a hipotrofia muscular.

Este achado também foi perceptivel em grupos musculares do ombro em que o
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supraespinhal se mostrou mais atréfico por desuso por grandes defeitos no manguito
rotador (Nakagaki et al., 1994). A degeneracdo e a ruptura do tenddo precedem a
hipotrofia dos musculos gliteo médio e minimo e esses musculos geralmente
apresentam hipotrofia desproporcional em comparagdo com os outros musculos do
quadril (Chi et al., 2015). Ainda, outro estudo considera que € possivel desenvolver
uma hipotrofia do musculo, provavelmente devido a inatividade progressiva do ombro
com evolucéo da tendinopatia, mesmo sem ruptura (Thomazeau et al., 1996).

Alguns estudos mostram a presenca de processo inflamatério no musculo
supraespinhal em resposta a lesdes graves no manguito rotador. Sabendo que a
inflamag&o macica com infiltrac&o de células imunitarias na lesdo musculotendinea do
manguito rotador impede a regeneracdo normal do mausculo, isto implica que a
intervencdo com reparacdo da lesdo tendinea e concomitante tratamento adjuvante
alvo-especifico do estado inflamatorio do musculo supraespinhal poderia ser um fator
de sucesso e ser a chave para melhorar a recuperacdo muscular do manguito rotador
(Frich et al., 2021; Krieger et al., 2017).

Tendo em vista que tratamentos que visam a melhora de lesdes tendineas tém
impacto sobre as alteragcbes musculares desenvolvidas, abaixo sdo apresentados

quais tratamentos progridem com a melhora do quadro regenerativo da doenca.

3.6. Tratamentos

A cicatrizacdo da lesdo do tenddo € caracterizada pelo aparecimento de
inflamacé&o, seguida de proliferagdo celular, reparacdo por deposi¢cdo de colageno e
producdo da matriz extracelular até remodelacéo; esses eventos sdo estimulados pela
liberacdo de fatores de crescimento e citocinas por plaquetas no local do reparo
(Shaaban et al., 2022). O processo de regeneracdo ou reparacao tecidual também
requer relagdo harmoniosa de varios tipos de células, incluindo células de resposta
imune (neutrdfilos, macrofagos, linfécitos), células epiteliais, fibroblastos e células-
tronco (Ghanaati et al., 2014).

A partir disso, multiplas estratégias de reabilitacdo tém sido recomendadas para
uso em pacientes com tendinopatia. Embora essas abordagens atuem por

mecanismos divergentes, o objetivo da terapia é reduzir os sintomas, em particular a
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dor, promover a cicatrizacdo do tenddo e melhorar a funcdo do paciente (Von
Rickenbach et al., 2021).

Entre os tratamentos utilizados estdo os AINE’s, embora esse tratamento possa
proporcionar algum alivio da dor nesses pacientes, eles ndo resultam em melhora
sustentada no processo de cicatrizacdo (Longo; Ronga; Maffulli, 2018). Além dos
AINE’s, as injecdes de corticosteroides também sao utilizadas para o tratamento,
porém, as injecdes podem prejudicar a resposta fisioldgica de cura dos tecidos locais,
levando a progresséao da doenca (Millar et al., 2021).

Exercicios excéntricos tém sido propostos para promover a formacdo de
ligacGes cruzadas de fibras de coldgeno dentro do tend&o, facilitando assim a
remodelacdo (Maffulli et al., 2020). Somando ao tratamento de exercicios excéntricos,
estdo o tratamento com ultrassom terapéutico e a crioterapia. O ultrassom terapéutico
€ capaz de reduzir o edema na fase inflamatoéria aguda de disturbios dos tecidos
moles, aliviar a dor e aumentar a fungéo em pacientes com lesdes cronicas do tendéo
e pode melhorar a cicatrizag&do do tendéo (Li; Hua, 2016). E a crioterapia desempenha
papel na reducao do aumento do fluxo sanguineo capilar na tendinopatia de calcaneo,
reduzindo a taxa metabdlica do tendao e aplicando-se para o alivio da dor (Sharma,;
Maffulli, 2005).

Ainda, o tratamento com os concentrados de plaguetas especialmente a injecéo
de fibrinarica em plaquetas avancada (Dietrich et al.; 2015) e o tratamento com a FBM
(Tripodi et al., 2021) tém se apresentado potencialmente eficazes no tratamento da

tendinopatia calcanea.

3.5.1 A-PRF

Os concentrados de plaquetas sao produtos obtidos pela centrifugacao de uma
amostra de sangue para separar as plaquetas do plasma (Narayanaswamy et al.,
2023). Séao utilizados como aditivos para proporcionar uma melhora na migragao
celular com a liberacdo significativa e duradoura de fatores de crescimento, que
ativam o sistema imunoldgico e processo de reparacao tecidual, bem como melhorias
nas propriedades da rede de fibrina (Pereira et al., 2024).

O plasma rico em plaguetas (PRP), considerado o concentrado de primeira

geracdo, € uma concentracdo autologa de fatores de crescimento derivados do
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sangue total do paciente centrifugado para atingir concentracdes aumentadas. Uma
das desvantagens relatadas do PRP é que contém anticoagulantes, evento que
interfere com o processo de cura natural, apesar de conter uma série de fatores de
crescimento implicados na reparacéo tecidual (Kobayashi et al., 2016).

Apos pesquisas utilizando o PRP, investigaces posteriores descobriram que 0
concentrado de plaquetas feito de sangue sem o uso de anticoagulantes também pode
ser utilizado para melhorar a cicatrizacdo de feridas (Choukroun et al., 2001;
Choukroun et al., 2006; Dietrich et al.; 2015).

A partir da segunda geracdo, o0s concentrados foram agrupados em
concentrados ricos em plaquetas e fibrina (PRF). A rede tridimensional de fibrina é
capaz de imitar a matriz extracelular em termos de sua estrutura, que cria o ambiente
para as células funcionarem otimamente (Ghanaati et al., 2014).

A segunda geracéao levou a fibrina rica em leucacitos e plaguetas (L-PRF), que,
além dos fatores de crescimento encontrados em concentrados de plaquetas, também
apresenta alta concentracdo de leucécitos (Jamalpour et al.,, 2022). Mais
recentemente, um novo processo de centrifugacdo foi proposto, denominado
centrifugacdo de baixa velocidade, cujo objetivo € melhorar a distribuicdo e a
qualidade dos fatores de crescimento nas membranas usado na reconstrucéo de
tecidos. Este novo protocolo forneceu solu¢cbes avancadas de fibrina ricas em
plaguetas (A-PRF) (Pereira et al., 2024).

O A-PRF parece ser um fornecedor ideal de células (especialmente neutrdfilos
e macrofagos), assim permitindo a estimulagdo mutua, criando uma relagdo sinérgica
no interesse do tecido em regeneracdo (Ghanaati et al., 2014).

Os resultados satisfatorios alcangcados com A-PRF na reparacdo e ganhos
teciduais séo explicados por conceitos biologicos inerentes as células encontradas
neste composto sendo os neutréfilos e linfécitos, mediadores inflamatérios como
osteocalcina, osteonectina, fibrinogénio, fibronectina e trombospondina
(Narayanaswamy et al., 2023). Muito é explicado pela acéo de fatores de crescimento,
como o fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento transformante beta (TGF-B) e proteinas da matriz de fibrina, que séo

encontradas nessas formulagfes em concentracfes mais elevadas do que no sangue
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e contribuem diretamente para a aceleracdo do processo de regeneracédo tecidual
(Caruana et al., 2019; Pereira et al., 2024).

Em estudo realizado por Kobayashi et al. (2016) foi observado que o A-PRF
liberou a maior quantidade total de fatores de crescimento quando comparado ao PRF
ou ao PRP. O PRP demonstrou a capacidade de liberar niveis significativamente mais
altos de fatores de crescimento em momentos muito iniciais, enquanto PRF e A-PRF
tiveram uma liberagcdo mais gradual de fatores de crescimento até um periodo de 10
dias. O A-PRF estimulou uma liberacdo significativamente maior de fatores de
crescimento ao longo do tempo quando comparado ao PRF padréo e pode apresentar
resultados benéficos para futuros procedimentos regenerativos.

Para o tendao, os principais fatores de crescimento envolvidos sdo o TGF- e
FGF (Schweitzer; Zelzer; Volk, 2010). O TGF-B é responsavel por induzir quimiotaxia
e mitogénese de células indiferenciadas para o local de reparo, ativando a proliferacéo
de fibroblastos, osteoblastos e condroblastos. Ja o fator de crescimento fibroblastico
(FGF) é capaz de estimular diversos tipos de células, incluindo os fibroblastos,
macrofagos, queratinécitos e células endoteliais, e estimular a proliferacdo e
diferenciacao celular (Caruana et al., 2019).

Além dos fatores de crescimento ja citados, o fator de crescimento semelhante
a insulina tipo 1 (IGF-1) auxilia na migracao e proliferacdo de fibroblastos, aumento
da expressao de colageno em tendcitos e sintese de matriz extracelular e diametro da
fibrila em constru¢fes de tenddo melhorando a resposta metabolica de fibroblastos de
tenddo (Shaaban et al., 2022).

3.5.2 Fotobiomodulacgéo

A bioestimulacdo por meio da irradiacdo laser € uma forma simples e nédo
invasiva de aliviar a dor e melhorar a cicatrizacdo de feridas (Jamalpour et al., 2022).
O meédico hungaro Endre Mester foi um pioneiro da medicina a laser, especialmente
no uso de terapia a laser de baixa poténcia. Em 1967, apenas alguns anos apés a
invencao do primeiro laser funcional, ele iniciou seus experimentos com os efeitos dos

lasers no cancer de pele (Hamblin, 2016).
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Atualmente, a FBM ¢é utilizada no tratamento de disfuncbes em articulacdes,
tenddes e musculos (Martimbianco et al., 2020; Alzyoud; Omoush; Al-gtaitat, 2022). A
FBM contribui para a regeneracao tecidual, cicatrizagdo e alivio da dor, estimulando
processos celulares, aumentando a ativagcdo de mecanismos bioquimicos e reduzindo
a inflamacao (Atik, 2018). Quando o tratamento € direcionado para tendinopatia,
proporciona proliferacdo de fibroblastos e aumento da sintese de colageno, o que
aumenta a resisténcia a tracéo do tendao (Atik, 2018).

A teoria predominante do mecanismo fisiologico da FBM é baseada na
interacdo entre ATP, 6xido nitrico (NO) e citocromo ¢ oxidase (CCO). Em casos de
estresse celular, o NO pode se ligar competitivamente ao CCO, deslocando o
oxigénio, retardando ou limitando a producéo de ATP (Tripodi et al., 2021). Quando
aplicada, a FBM reage fotoquimicamente com células-alvo. As mitocondrias contém
cromoforos que absorvem fétons emitidos da radiacéo laser. O cromoforo primario
que absorve a luz vermelha € o CCO. A absorcéo resulta na atividade de diversas
moléculas como NO, ATP, ions célcio, espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e
inimeras outras moléculas de sinalizacdo. A partir disso, o NO é deslocado do CCO,
permitindo que o oxigénio interaja livremente com o CCO, aumentando assim a
producédo de ATP (Dompe et al., 2020; Glass, 2021).

Foi investigado como a FBM afeta o tecido do tendéo in vitro e em modelos
animais. A FBM in vitro parece influenciar multiplos mecanismos relacionados ao
crescimento e a proliferacdo. Especificamente, a FBM pode aumentar a expressao de
genes relacionados ao antigeno nuclear de células em proliferacédo (PCNA) e ao TGF-
B (Tsai et al., 2014; Chen et al., 2015), expressao de genes relacionados ao colageno
tipo | e decorina (Chen et al., 2008), ambos reguladores chave da resposta de cura.
Também foi demonstrado que a FBM diminui a expresséo de genes relacionados a
inflamac&o, como TNF-a e interleucina 6 (IL-6) em tendcitos (De Oliveira et al., 2018).
Os efeitos positivos da FBM também foram observados em modelos animais de
tendinopatia, mostrando melhoras na funcdo em comparacdo com controles néo
irradiados (Pires et al., 2011).

Em seres humanos, a FBM é capaz de reduzir a fadiga muscular, melhorar o

desempenho do treinamento, aumentar o pico de torque muscular, diminuir o estresse
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oxidativo e melhorar o processo de recuperacao apos uma lesdo muscular (Terena et
al., 2018).

Uma revisdo sistematica realizada por Reis e colaboradores (2022), que incluiu
dezenove artigos com objetivo de avaliar a aplicacao dafibrina associada a FBM como
estratégia para melhorar a regeneracéo de tecidos concluiu que a FBM contribuiu para
melhorar a regeneracéo tecidual que utilizou compositos de fibrina como andaimes,
constituindo uma importante terapia adjuvante capaz de atuar estimulando a atividade
celular, ativacdo das plaquetas da fibrina, angiogénese, acdo osteobléastica,
crescimento axonal, acdo anti-inflamatéria e antiedematosa, potencializando a
liberagc&o de fatores de crescimento e remodelacao tecidual e aumento da sintese de
colageno (Reis et al., 2022).
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3. METODO

3.1Delineamento do estudo

O estudo é de carater longitudinal e experimental. Este estudo € um recorte de
um projeto maior intitulado “Efeito terapéutico da fotobiomodulagdo, ozonioterapia e

injecdo de fibrina rica em plaquetas avancada na tendinopatia induzida em ratos”.

3.2Local e periodo do estudo

O estudo foi desenvolvido no Laboratoério de Biologia Estrutural e Funcional -
LABEF e no Laboratério Experimental de Morfologia — LABEM, da Universidade
Estadual do Oeste do Parana em Cascavel. O experimento foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual do Oeste do Parana

no Campus de Cascavel com parecer n° 12-23 (ANEXO A).

3.3Animais

Foram utilizados 75 ratos adultos, 9+1 semanas de idade, com média de massa
corporal de 274,779 + 5,964g, produzidos no Biotério Central da Universidade
Estadual do Oeste do Parana em Cascavel. Os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno e permaneceram em ambiente climatizado (22 + 2°C), sob ciclo
claro/escuro de 12 horas. Durante todo o experimento foi fornecido aos animais racao
peletizada e dgua ad libitum. Os animais foram aclimatizados nos primeiros sete dias
e adaptados ao teste funcional nos sete dias seguintes. Apos esse periodo, 0s animais
foram aleatoriamente distribuidos em cinco grupos experimentais com 15 animais em

cada grupo.

3.4Grupos experimentais
Os grupos foram dispostos na seguinte forma:

Grupo controle (GC): Os animais nao receberam procedimentos.
Grupo les&o (GL): Os animais foram submetidos a compresséo tendinea para
desenvolvimento da leséo e ndo receberam tratamento.
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Grupo fotobiomodulacdo (GFBM): Os animais foram lesionados e tratados com
FBM. A primeira aplicacdo ocorreu 48 horas apés a inducdo da lesdo (D2) e outras
duas sessfes ocorreram a cada 48 horas (D4 e D6).

Grupo fibrina rica em plaquetas avancada (GA-PRF): Os animais foram
lesionados e tratados com injecéo de fibrina rica em plaquetas avancada. A aplicacdo
ocorreu unicamente ap6s 48 horas de inducéo da leséo (D2).

Grupo fibrinarica em plaquetas avancada + fotobiomodulacdo (GA-PRF+FBM):
Os animais foram lesionados e tratados com injecdo de A-PRF e com FBM. A
aplicacdo da injecdo ocorreu unicamente apos 48 horas de inducéo da lesdo (D2),
mas o tratamento com FBM foi aplicado no D2, D4 e D6.

3.5Inducéo datendinopatia

Para a inducédo da tendinopatia, os animais foram anestesiados com cloridrato
de cetamina (75 mg/kg) e cloridrato de xilazina (15 mg/kg), posteriormente, o tendao
calcaneo dos animais foi comprimido transversalmente no primeiro dente da
cremalheira da pingca Halstead por dois minutos (Carvalho et al., 2006) ilustrado na
Figura 1. Ap6s a inducdo da tendinopatia, 0s animais retornaram as caixas de

polipropileno e o dia desse procedimento foi denominado DO.

Figura 1. Método de inducéo da tendinopatia calcAnea em ratos.

19



Fonte: propria autora.

3.6Intervencdes

Tratamento A-PRF: uma amostra de sangue de 1,5mL foi obtida através de
puncao cardiaca (Dimauro et al., 2014), de cada animal do grupo correspondente,
usando agulha hipodérmica 22G, essa quantidade de sangue coletada € considerada
segura conforme Ehrenfest et al. (2010). As amostras de sangue foram transferidas
para tubos do tipo eppendorf de 2mL e imediatamente centrifugadas a 3000rpm
(aproximadamente 400G) por dez minutos (Dohan et al., 2006). Apos a centrifugacao,
0 produto apresentou o A-PRF no meio do tubo de ensaio (Figura 2). O A-PRF foi
imediatamente retirado do tubo, com agulha hipodérmica 22G, para aplicagcdo no

tenddo do animal.

Figura 2. Fibrina rica em plaquetas avancada no tubo de ensaio.
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Fonte: prépria autora.

Tratamento FBM: foi utilizado equipamento de laser de baixa poténcia, no
espectro vermelho (660nm) em modo continuo, com densidade de energia de 3 J/cm?2
e poténcia de 30 mW/cmz2. A caneta foi disposta em um angulo de 90°, em trés pontos
distintos, na porgéo distal, medial e proximal do tendéo calcéneo. Para realizar o
procedimento os animais foram contidos manualmente. Os parametros da aplicacéo

da FBM estéo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1. Parametros da fotobiomodulagéo.

Parametro Caracteristicas
Comprimento de onda 660nm
Modo de pulso Onda continua
Poténcia 30 mwW
Tamanho do ponto do feixe no alvo 0,28cm?
Duragéo da exposi¢céo 21 segundos
Fluéncia (densidade de energia) 3J/cm?
Numero de pontos irradiados 3
Técnica de aplicacéo Modo sem contato
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Distanciade 0,5-1cm

do alvo

Numero e frequéncia das sessfes de

3 sessdes apos a inducdo da leséo, 2°,

tratamento 4° e 6° dias.
Irradiancia no alvo 107,14mW/cm?2
Energia entregue durante todo o 7,56J

tratamento

Na figura 3, o protocolo do estudo esta ilustrado em uma linha do tempo.

Figura 3. Linha do tempo do protocolo de estudo.

GC GA-PRF GA-PRF+FBM
Adaptacao GL GFBM
g | ‘
LB 4
14 Vi
/ DO
v Inducéo da les&o
D6 D4 D2
i |
- r "
[ Tratamento com FBM Tratamento com FBM Tratamento com FBM e A-PRF
D7 D14 D21

s 2~
. Z
Eutanasia Eutanasia

s
&
Eutanasia

Criado com: Biorender.com. GC = grupo controle. GL = grupo lesdo. GA-PRF = grupo injecdo de fibrina

rica em plaquetas. GFBM = grupo fotobiomodulagdo. GA-PRF+FBM = grupo injecéo de fibrina rica em

plaguetas mais fotobiomodulag&o.

3.7Desfechos e procedimentos metodoldgicos

Dados funcionais foram coletados imediatamente antes da indugdo no DO. As

demais avaliagbes ocorreram a cada sete dias de acordo com o Quadro 2.
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Quadro 2. Cronograma de coleta de dados.

Quantidade de animais

D Tipos de avaliacéo
por grupo
GC=15
GL=15
Do Avaliacao de forca de GEBM = 15
preensao
GA-PRF =15
GA-PRF+FBM = 15
GC=5
GL=4
Avaliagéo de forca de
D7 : _ g _ GFBM = 4
preenséo e histologica.
GA-PRF =3
GA-PRF+FBM = 3
GC=5
GL=4
Avaliacdo de forca de
D14 saccetora GFBM = 4
preenséo e histoldgica.
GA-PRF =3
GA-PRF+FBM = 3
GC=5
GL=4
Avaliagcéo de for¢a de
D21 gao deforea GFBM =5
preensao e histolégica.
GA-PRF =4

GA-PRF+FBM = 3




3.8 Andlises

Avalicdo de forca de preensdo: foi realizada através de um transdutor que
analisa a forca de preenséo (Insight®). Os membros escapulares do animal foram
contidos de forma manual assim como 0 membro pélvico esquerdo para que nao
houvesse interferéncia de for¢ca no teste. Em seguida, os animais foram posicionados
de modo que o membro pélvico direito estivesse agarrado a grade, sendo em seguida,
tracionado posteriormente pelo tronco com for¢ca crescente até que a preensao
exercida pelo membro pélvico direito fosse perdida (Bertelli; Mira, 1995) ilustrado na
Figura 4. A partir disso, o aparelho mediu a for¢a exercida pelo animal para manter a

preensdo. Foi utilizado a média, obtida de trés medidas.

Figura 4. Avaliacdo da for¢a de preensdo do membro pélvico direito de ratos.

Fonte: prépria autora.

Para as demais analises, os animais foram submetidos ao procedimento de
eutanasia por overdose com aplicagdo de cetamina 180 mg/kg e xilazina 30 mg/kg,
por via intraperitoneal (Favoretto; Seabra; Olivato, 2019). Os animais de cada grupo
(Quadro 2) foram submetidos a eutanasia aos sete, quatorze e vinte e um dias de

experimento (D7, D14 e D21, respectivamente). Em seguida foi coletado o musculo
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gastrocnémio do membro pélvico direito. O musculo foi dissecado, removido, medido
com paquimetro manual, pesado em balanca analitica (Bel®) e seccionado em
fragmentos.

Procedimentos histologicos: os fragmentos musculares distais mediais da
cabeca lateral do musculo gastrocnémio foram fixados em Metacarn (70% Metanol +
20% cloroformio + 10% de acido acético glacial) por 24 horas e posteriormente
armazenados em alcool 70%. Foi realizada a troca do alcool 70% apos as primeiras
24 horas e novamente apo0s o terceiro e quinto dias, no qual permaneceu armazenado
até o processamento histologico. Para a confeccdo das laminas, foi realizado o
processo de desidratagdo em série alcoolica crescente, diafanizagdo em alcool n-
butilico e inclusdo em parafina histolégica (Suvarna; Layton; Bancroft, 2019).
Posteriormente, o musculo foi seccionado no micrétomo Leipzig em cortes
transversais de 7um de espessura e confeccionadas laminas histoldgicas, coradas em
Hematoxilina e Eosina (HE) e Picrosirius-red (PSR) (Junqueira; Bignolas; Brentani,
1979).

Andlise histomorfométrica das fibras musculares: apos a confeccdo das
laminas, as mesmas foram coradas em HE. Para andlise geral do tecido muscular
foram utilizados os parametros da analise adaptada do indice patologico para o tecido
muscular de Zazula et al., (2022), que pontuou um score de 0 a 6 (sendo 0 = nenhuma,
2 = minima, 4 = moderada e 6 = grande) de acordo com a extensdo da doenca, esse
indice esta apresentado no Quadro 3. Para a andlise geral do tecido muscular e
posterior andlise quantitativa do tecido as laminas foram visualizadas em objetiva de
40x e fotomicrografadas no mesmo aumento. Para a andlise quantitativa dez campos
por animal foram analisados para mensurar a area, diametro maior e menor das fibras
musculares, o numero total de fibras musculares, nucleos e capilares, e a relacédo
nucleoffibra e capilar/fibra. Foram analisadas todas as fibras musculares, nucleos e

capilares que apareceram na fotomicrografia por completo.

Quadro 3. Pardmetros para analise do indice patologico.
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Padrao de | Alteracéo Fator de

reagao importancia
(w)

Disturbios Hemorragia/hiperemia/aneurisma

circulatérios e Edema intersticial

inflamatorios Exsudato

Infiltrado inflamatério

Mudancgas Alteracdes de | Fibras arredondadas
regressivas fibras Fibras anguladas
musculares Fibras de diviséo

Degeneracdao hialina
Vacuolizacao

Inclusbes sarcoplasmaticas
Atrofia

Necrose

Nucleos centrais

Halo basofilico

Nucleos aumentados

Alteracdes a | Presenca de tecido adiposo

W NN PN PN DN DN DN DNDNDN WDNDNDN WO WODNDDNDNDMDNDDDND PP

tecidos Alteracdo no tecido nervoso

associados Alteracdes de fusos
Mudancas Tecido Hipertrofia
progressivas muscular Hiperplasia

Tecido Hipertrofia

conjuntivo Hiperplasia
Neoplasias Benigna

Maligna

Andlise histomorfométrica do tecido conjuntivo: apos a confec¢cado das laminas,
as mesmas foram coradas em Picrosirius-Red. Para a analise as laminas foram

observadas e dez campos por animal foram fotomicrografados em objetiva de 20x. O
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tecido conjuntivo foi mensurado e diferenciado por meio da porcentagem de pixels
contabilizados na imagem.

Procedimento  histoquimico e analise morfométrica das juncdes
neuromusculares: para analise das jungdes neuromusculares, fragmentos distais
laterais da cabeca medial do musculo gastrocnémio foram fixados em Karnovsky
(1965). Esse fragmento foi cortado longitudinalmente em diversas fatias com lamina
de aco inoxidavel e os cortes obtidos foram submetidos a reacdo de esterase
inespecifica (Lehrer; Ornstein, 1959). Para morfometria, a area, 0 maior € 0 menor
didametro de cem juncdes neuromusculares de cada animal foram medidas nas
imagens microscoépicas em objetiva 20x.

As andlises morfolégicas e morfométricas do musculo gastrocnémio foram
baseadas em imagens obtidas por uma camera Olympus DP71 (Téquio, Japéo)
acoplada a um microscopio Olympus Bx60® utilizando o programa DP Controler 3.2.1
276.

Todos os parametros quantitativos analisados nas imagens da coloracdo de
HE, PSR e da reacdo de esterase inespecifica para JNM, foram mensurados

utilizando o programa Image-Pré Plus 6.0.

3.9Processamento e analise de dados

Os dados estédo apresentados por meio de estatisticas descritivas, média e
desvio padréo.

Para o calculo amostral foi utilizado tamanho de efeito de 0,53, alfa de 5% e
poder de 95%, o célculo foi realizado no programa G*Power.

Para analise inferencial foi utilizado o Modelo Linear Generalizado, com pés
teste LSD. Foi adotado o nivel de significancia de 5%. Todas as analises foram
realizadas no software SPSS 20.0.

Os tamanhos de efeito foram calculados pelo g de Hedges com a seguinte
interpretacao: insignificante <0,19; pequeno 0,20 — 0,49; médio 0,50 — 0,79; grande
0,80 — 1,29; muito grande > 1,30.
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4 RESULTADOS

Foram eutanasiados 59 animais. Devido a anestesia e a puncéo cardiaca 16
animais foram perdidos durante o experimento, sendo trés animais do GL, dois

animais do GFBM, cinco animais do GA-PRF e seis animais do GA-PRF+FBM.

4.1Massa corporal dos animais

O GL apresentou reducédo de 10,20% da massa corporal em relagdo ao GC,
sendo significativamente menor (p<0,001). O mesmo foi observado no GFBM, com
reducao de 10,48% em relagcéo ao GC (p<0,001), no GA-PRF com reducéao de 14,18%
(p<0,001) e no GA-PRF+FBM com reducgéao de 9,31% (p = 0,01). Nao houve diferenga
significativa quanto ao comprimento e largura do musculo gastrocnémio entre os
grupos. Porém, quando comparado a massa do musculo gastrocnémio o GL
apresentou reducao em 5,99% em relagcéo ao GC (p<0,001). O mesmo foi observado
no GFBM, com reducédo de 7,01% em relacdo ao GC (p = 0,00), no GA-PRF com
reducéo de 11,59% (p<0,001) e no GA-PRF+FBM com reducéo de 3,84% (p = 0,01).

Os dados estéo apresentados no quadro abaixo.

Quadro 4. Medidas antropométricas dos animais.

Grupos Massa Massa do Comprimento Largura do

corporal dos musculo (mg) do musculo musculo
animais (Q) (mm) (mm)

GC 301,400 £ 1,4112 + 0,913% | 24,47 £ 0,601° 19,13 £
6,54232 0,6782

GL 270,667 1,3266 + 0,864 | 23,91 + 0,7022 18,27 £
5,8752° 0,7922

GFBM 269,800 + 1,3122 + 0,849 | 24,54 + 0,6462 18,77 £
5,8563° 0,729?

GA-PRF 258,667 1,2476 + 0,776 | 23,60 + 0,7362 17,30 £
5,6147° 0,8312
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GA- 273,333 + 1,3570 + 0,749° | 24,44 + 0,7762 19,33 +
PRF+FBM 5,9330° 0,8762

Medidas antropométricas dos animais entre dez e treze semanas de idade. GC = grupo controle. GL =

grupo lesdo. GFBM = grupo fotobiomodulacdo. GA-PRF = grupo fibrina rica em plaquetas avancada.
GA-PRF+FBM = grupo fibrina rica em plaquetas avancada mais fotobiomodulacéo. (g) = gramas. (mg)
= miligramas. (mm) = milimetros. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente

entre si pelo teste de Modelo Linear Generalizado.

4.2 Teste funcional

No que diz respeito ao teste funcional de for¢ca de preenséo, a média de forca
muscular no GC se manteve maior que 0s outros grupos ao longo dos primeiros 14
dias (DO: 112,99 + 22,24, D7: 111,99 + 14,37 e D14: 122,83 + 20,64), mas ao final dos
21 dias (D21: 133,83 + 22,04) o GC se mostrou semelhante a média de for¢ca dos
demais grupos com excecao do GL. O GL manteve sua forca muscular durante a
primeira semana (DO: 70,21 + 26,69 e D7: 79,66 + 12,08), mas apresentou reducao
da forca a partir da segunda semana (D14: 58,99 + 39,22) e concluiu o experimento
com a menor média de forca muscular entre os grupos (D21: 62,66 + 44,36). O GFBM
apresentou aumento gradativo da forca muscular durante as semanas (DO: 72,16 +
14,34, D7: 102,83 + 24,96, D14: 114,50 + 33,45 e D21: 126,33 + 19,52). O GA-PRF
apresentou queda na forca muscular na primeira semana (DO: 69,71 + 17,62 e D7:
57,66 + 6,98), mas recuperou a forca muscular nas semanas seguintes (D14: 95,33 +
35,44 e D21: 131,50 + 22,81). O GA-PRF+FBM apresentou aumento gradativo da
forca muscular ao longo das semanas (DO: 85,99 + 24,76, D7: 99,99 + 22,92, D14:
111,16 £ 3,02 e D21: 137,66 * 34,69). Essas informagdes estdo ilustradas na Figura
5 e tratadas estatisticamente pelo tamanho de efeito no Quadro 5.

Figura 5. Linha do tempo para forca de preensdo do musculo gastrocnémio de ratos.
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GC = grupo controle. GL = grupo lesdo. GFBM = grupo fotobiomodulacdo. GA-PRF = grupo fibrina rica

em plaquetas avancada. GA-PRF+FBM = grupo fibrina rica em plaguetas avancada mais

fotobiomodulacéo. (g) = gramas.

Quadro 5. Andlise de tamanho de efeito da forca muscular.

Grupos Dia da avaliacado | Dia da avaliagao Taman.ho de
efeito
GC DO D7 -0,051
D14 0,567
D21 1,257
GL DO D7 1,126
D14 -0,998
D21 -0,599
GFBM DO D7 2,079
D14 2,746
D21 3,701
GA-PRF DO D7 -0,884
D14 1,042
D21 3,334
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GA-PRF+FBM DO D7 0,701
D14 1,375
D21 2,552

GC =grupo controle. GL = grupo lesdo. GFBM = grupo fotobiomodulacdo. GA-PRF = grupo fibrina rica

em plaquetas avancada. GA-PRF+FBM = grupo fibrina rica em plaguetas avancada mais

fotobiomodulagdo. Tamanhos de efeito calculados pelo g de Hedges com a seguinte interpretagao:
insignificante <0,19; pequeno 0,20 — 0,49; médio 0,50 — 0,79; grande 0,80 — 1,29; muito grande > 1,30.

4.3 Analise morfologica e histomorfométrica do tecido muscular

N&o houve diferenca no muasculo gastrocnémio entre 0os grupos segundo a
analise do indice patolégico para Zazula et al., (2020), sendo que para todas as
alteragcOes descritas no quadro foi pontuado como 0 (Figura 6).

Quando analisada a area, diametro maior e diametro menor da fibra muscular,
ndo foi encontrada diferenca significativa entre os grupos. O mesmo foi observado
para o numero de fibras musculares, nucleos e capilares (Quadro 6). A relacéo nucleo
fibora também ndo se mostrou estatisticamente significante. Porém, para a relacdo
capilar fibra, os GC e GFBM se mostraram maiores do que o GA-PRF (p=0,01 e p =
0,01) (Figura 7).

Quadro 6. Parametros histomorfométricos da fibra muscular do gastrocnémio de

ratos.
Grupos Area Diametro | Diametro | Namero de | Numero de | Numero
(um) maior menor fibras nacleos de

(um) (um) capilares

GC 3863,06 | 79,18 + 55,47 + 21,46 + 43,70 £ 15,23 +
+198,142 2,292 1,482 1,052 1,472 1,622

GL 3319,60 | 72,08 + 51,80 + 24,01 42,26 15,80 +
+ 170,272 2,082 1,382 1,052 1,422 1,682

GFBM 3498,50 74,22 + 52,83 23,20 £ 41,13 16,41 +
+ 179,452 2,142 1,412 1,052 1,382 1,752
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GA-PRF | 3562,62 75,34 53,51 + 22,15 + 38,70 £ 11,80 +
+182,732 2,18° 1,432 1,052 1,302 1,252
GA- 3503,24 | 73,94 + 52,70 22,18 + 39,41 + 12,93 +
PRF+FB | + 179,692 2,132 1,412 1,052 1,322 1,372
M

Parametros histomorfométricos da fibra muscular do misculo gastrocnémio de ratos entre dez e treze

semanas de idade. GC = grupo controle. GL = grupo lesdo. GFBM = grupo fotobiomodulacdo. GA-PRF

= grupo fibrina rica em plaquetas avancada. GA-PRF+FBM = grupo fibrina rica em plaquetas avancada

mais fotobiomodulacdo. um

significativamente entre si pelo teste de Modelo Linear Generalizado.

= micrometro. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem

Figura 6. Fibra muscular corada em HE do musculo gastrocnémio de ratos.
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- _A." = §
Fotomicrografias do musculo gastrocnémio de ratos com idade entre dez e treze semanas. Seccao

transversa da fibra muscular corada em hematoxilina e eosina em aumento de 40x (A-E). GC = grupo
controle. GL = grupo lesdo. GFBM = grupo fotobiomodulagédo. GA-PRF = grupo fibrina rica em plaquetas
avancada. GA-PRF+FBM = grupo fibrina rica em plaguetas avancada mais fotobiomodulacéo. (A-E)

fibra muscular poligonal (asterisco), nlcleo periférico (seta preta), e capilar sanguineo (seta branca).

Figura 7. Comparacdao entre grupos da relacao capilar/fibra.
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GC = grupo controle. GL = grupo lesdo. GFBM = grupo fotobiomodula¢éo. GA-PRF = grupo fibrina rica
em plaguetas avangada. GA-PRF+FBM = grupo fibrina rica em plaquetas avancada mais

fotobiomodulagao.

4.4 Analise histomorfométrica do tecido conjuntivo

Ao analisar o colageno tipo I, nenhuma diferenca estatistica foi observada entre
0s grupos. Porém, ao analisar o colageno tipo I, foi observado que o0 GA-PRF+FBM
apresentou diferenca estatistica desse tipo de coldgeno no musculo gastrocnémio em
relacdo ao GC (p = 0,03). E, ao analisar o tecido conjuntivo, o GL apresentou diferenca

estatistica em comparacéo ao GC (p<0,001) (Figura 8 e 9).

Figura 8. Par@metros histomorfométricos do tecido conjuntivo do musculo

gastrocnémio de ratos.
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Tecido conjuntivo
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GC = grupo controle. GL = grupo lesédo. GFBM = grupo fotobiomodula¢éo. GA-PRF = grupo fibrina rica
em plaguetas avangada. GA-PRF+FBM = grupo fibrina rica em plaquetas avancada mais

fotobiomodulagao.

Quadro 7. Andlise de tamanho de efeito do tecido conjuntivo.

Grupo Grupo Colageno | Colageno Tecido
Il conjuntivo
Controle X Lesé&o 0,192 0,206 0,81
Controle X FBM 1,018 1,005 0,45
Controle X A-PRF 0,661 0,676 0,754
Controle X A- 1,049 1,041 1,515
PRF+FBM

FBM = fotobiomodulacdo. A-PRF = fibrina rica em plaquetas avancada. A-PRF+FBM = fibrina rica em
plaguetas avancada mais fotobiomodulagdo. Tamanhos de efeito calculados pelo g de Hedges com a
seguinte interpretacéo: insignificante <0,19; pequeno 0,20 — 0,49; médio 0,50 — 0,79; grande 0,80 —
1,29; muito grande > 1,30.

Figura 9. Fibra muscular corada em PSR do musculo gastrocnémio de ratos.
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—>

GA-PRF+FBM

Fotomicrografias do muasculo gastrocnémio de ratos com idade entre dez e treze semanas. Seccao
transversa apos coloracdo em Picrosirius-red em aumento de 20x (A-E). GC = grupo controle. GL =
grupo lesdo. GFBM = grupo fotobiomodulacdo. GA-PRF = grupo fibrina rica em plaquetas avancada.
GA-PRF+FBM = grupo fibrina rica em plaquetas avancada mais fotobiomodulacdo. (A-E) seta branca

(coladgeno tipo 1), seta amarela (colageno tipo Ill).

4.5 Analise histomorfométrica das Jun¢des Neuromusculares

O GA-PRF+FBM se mostrou com area menor que o GC (p = 0,01). A area das
JNM’'s do GL é estatisticamente maior em relacdo ao GA-PRF (p = 0,05) e ao GA-
PRF+FBM (p<0,001). O GFBM apresentou maior area de JNM'’s significativa em
relacdo ao GA-PRF (p = 0,02) e GA-PRF+FBM (p<0,001) (Figura 10 e 11).

O GA-PRF+FBM se mostrou com diametro maior das JNM’s menor que o GC
(p = 0,01). O GL e o0 GFBM também se mostraram significativamente maiores em
relacéo aos grupos GA-PRF (p =0,03 e p=0,02) e GA-PRF+FBM (p<0,001 e p<0,001)

(Figura 10 e 11).
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O didametro menor das JNM’s se mostrou com maior média nos grupos GC, GL
e GFBM. Os quais apresentaram significAncia estatistica maiores em relacdo aos
grupos que fizeram o uso do A-PRF, que foram o GA-PRF (p =0,02; p=0,03 e p =
0,02) e 0 GA-PRF+FBM (p = 0,00; p = 0,00 e p = 0,00) (Figura 10 e 11).

Figura 10. Parametros histomorfométricos das JNM’s do musculo gastrocnémio de

ratos.
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GC = grupo controle. GL = grupo lesdo. GFBM = grupo fotobiomodula¢éo. GA-PRF = grupo fibrina rica
em plaguetas avangada. GA-PRF+FBM = grupo fibrina rica em plaquetas avancada mais
fotobiomodula¢do. um = micrometro.

Quadro 8. Andlise de tamanho de efeito das Jun¢des Neuromusculares.

Grupo Grupo Area Diametro Diametro
maior menor
Controle X Lesdo 0,307 0,947 0,136
Controle X FBM 0,509 0,918 0,064
Controle X A-PRF 0,765 0,533 1,093
Controle X A- 1,507 1,511 15
PRF+FBM

FBM = fotobiomodulacdo. A-PRF = fibrina rica em plaquetas avancada. A-PRF+FBM = fibrina rica em
plaguetas avancada mais fotobiomodulacdo. Tamanhos de efeito calculados pelo g de Hedges com a
seguinte interpretacéo: insignificante <0,19; pequeno 0,20 — 0,49; médio 0,50 — 0,79; grande 0,80 —
1,29; muito grande > 1,30.

Figura 11. Fotomicrografia das Jungdes Neuromusculares do musculo gastrocnémio

de ratos.
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Fotomicrografias do muasculo gastrocnémio de ratos com idade entre dez e treze semanas. Seccdo
longitudinal apds a reacdo de esterase inespecifica em aumento de 20x (A-E). GC = grupo controle.
GL = grupo lesédo. GFBM = grupo fotobiomodulagdo. GA-PRF = grupo fibrina rica em plagquetas

avancada. GA-PRF+FBM = grupo fibrina rica em plaquetas avancada mais fotobiomodulagé&o.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo analisou as repercussdes de uma lesdo em tendéo
calcaneo, tratado com FBM e A-PRF, no gastrocnémio de ratos wistar. O modelo de
lesdo utilizado, apresentado na literatura, visa mimetizar uma lesdo do tendao
(Carvalho et al.,, 2006; Nakazawa et al.,, 2024). Contudo, no presente estudo foi
realizada adaptacdo pela compressao direta sobre a pele. Apesar de utilizado para
analise do tendéo, os estudos de Carvalho et al. (2006) e Nakazawa et al. (2024), ndo
analisaram os musculos periarticulares para comprovar a extensao da leséo.

Com a anédlise de tamanho de efeito foi possivel observar que os animais do
GL apresentaram declinio da forca muscular ao longo das semanas, o0 que pode estar
associado a inibicdo muscular artrogénica, a qual representa um mecanismo de
protecdo desencadeada pela lesdo dos musculos periarticulares ou estruturas
articulares que protegem os musculos do aumento do estresse apos lesdes (Anjos et
al., 2023). A inibicdo muscular artrogénica diminui a eficiéncia do recrutamento de
motoneurdnios e a capacidade de ativagcdo autbnoma dos musculos, ativando
interneurdnios inibitérios que fazem sinapse com neurbnios motores (Dong et al.,
2024). Posteriormente, a medida que os sintomas inflamatérios agudos diminuem, as
alteracbes neurologicas persistem, levando a déficits de longo prazo na ativacéo
muscular. No estudo de Kim et al. (2024), foi encontrado associacfes positivas
moderadas entre inibicdo artrogénica do soleo e incapacidade do tornozelo em
pacientes com entorses agudas do tornozelo.

O aumento do tecido conjuntivo no musculo lesionado é uma resposta comum
do organismo apos uma lesdo muscular. Isso faz parte do processo de cicatrizacao,
em que ocorre uma infiltracdo de células inflamatérias e uma formacdo de tecido
fibroso para reparar o dano (Macedo et al., 2016). O GL apresentou tecido conjuntivo
elevado em comparacédo ao GFBM e ao GC, esse aumento da densidade do tecido
conjuntivo é carateristico do musculo esquelético em processo de fibrose (Macedo et
al., 2016).

A terapia por FBM no espectro vermelho € amplamente utilizada em lesdes de

pele e/ou superficiais, sendo eficaz para estimular fibroblastos (Dungel et al., 2023).

41



Por esse motivo foi utilizado o comprimento de onda de 660nm, pois o tendao
calcaneo encontra-se superficialmente sob a pele e, para promover o reparo, é
necessario o estimulo aos fibroblastos (Cavalcanti et al., 2024).

Os grupos tratados com FBM apresentaram aumento gradativo da forca
muscular observado pela anélise de tamanho de efeito. E conhecido na literatura que
a FBM ¢é dutilizada para acelerar a recuperacdo muscular, reduzir a fadiga e
potencializar o desempenho em atividades fisicas (Atik, 2018). H& algumas hipoteses
que explicam o mecanismo pelo qual a FBM auxilia no ganho de forca muscular.
Rossato et al. (2020) apontam que a luz € absorvida pela citocromo C oxidase (CCO),
uma enzima mitocondrial que estimula a cadeia de transporte de elétrons. Isso eleva
a producdo de ATP, fornecendo mais energia para as células musculares durante o
exercicio. Ja Ferraresi et al. (2011), relatam que a FBM pode levar a ressintese de
fosfocreatina, aumentando a atividade mitocondrial e restaurando a energia
necessaria para a atividade contratil muscular. E ainda, a FBM estimularia a remogéao
e oxidacdo do acido lactico, um coproduto do metabolismo anaerdbico e indutor de
fadiga, prevenindo ou retardando a perda de desempenho (Serighelli et al., 2024).

O desenvolvimento de uma nova rede de vasos no local da leséo é
extremamente importante para uma regeneracdao muscular bem-sucedida (Alves et
al., 2014). Esse processo ocorre sob a atividade sinérgica de fatores de crescimento,
o VEGF, especialmente desempenha papel muito importante, exercendo diferentes
efeitos sobre o endotélio vascular, incluindo a proliferacdo de células endoteliais,
sobrevivéncia dessas células através da inibicdo da apoptose, aumento da
permeabilidade vascular, vasodilatacdo, migracdo e adesao de células endoteliais e
subsequente fus&o entre novos vasos (Melincovici et al., 2018), promovendo, dessa
forma, o processo denominado como angiogénese (Assis et al., 2012; Assis et al.,
2013).

No presente estudo, foi observado que o GFBM manteve a relacdo capilar por
fibra semelhante ao do GC. O que indica que ndo houve perda de capilares como no
GA-PRF, que mostrou essa medida reduzida em comparacao ao GFBM e GC. Esse
achado vai ao encontro do estudo de Nakano et al. (2009), onde a raz&o capilar-
miofibra, no musculo tratado com FBM, foi maior em relacdo ao musculo néo tratado

com FBM apos a inducéo da atrofia muscular. Isso sugere que a irradiagdo com FBM
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induz angiogénese no musculo, o que é consistente com os achados de relatérios
anteriores.

A escolha do tratamento de A-PRF € explicado por conceitos bioldgicos
inerentes as células encontradas neste composto. O A-PRF promove uma liberacéo
mais sustentada de fatores de crescimento como o IGF-1, PDGF, VEGF, FGF, EGF e
proteinas da matriz de fibrina, em comparacdo com o PRP ou PRF classico. Essa
liberacdo prolongada pode favorecer uma regeneragcdo tendinea mais eficiente e
estavel, especialmente em lesdes cronicas (Pereira et al., 2023). O A-PRF forma uma
matriz tridimensional rica em fibrina, que atua como suporte fisico para a migracéo
celular e a proliferacao de fibroblastos e outras células envolvidas na reparacéo do
tendao (Kobayashi et al., 2016).

Embora ndo tenha sido observado diferenca significativa para as avaliagcfes de
forgca muscular, os animais do GC apresentaram aumento gradativo de forgca muscular
com a analise de tamanho de efeito, e isso pode ser explicado porque os animais
estdo sujeitos a aprendizagem motora, que € uma mudanca de comportamento
resultado da experiéncia. O processo de aprendizagem motora consiste em
aprendizagem precoce ou rapida, caracterizada por ganhos rapidos de desempenho
normalmente observados na primeira sessdo de prética, e aprendizagem tardia ou
lenta, marcada pelo desenvolvimento gradual de habilidades e consolidagcdo do
desempenho ao longo de semanas ou meses (Hehl et al., 2025). O estagio rapido de
aprendizagem de habilidades motoras foi estudado em humanos (Lehéricy et al.,
2005) e em roedores (Yin et al., 2010).

O grupo tratado apenas com a injecao de A-PRF apresentou reducéo da forca
muscular na primeira semana, recuperando-a nas semanas seguintes. E possivel que
o local tratado possa experimentar uma resposta inflamatdria temporéria,
especialmente nos primeiros dias. Essa lesdo inicial é parte do processo de
cicatrizac&o e pode causar dor, inchago e desconforto muscular, o que pode afetar a
forca imediatamente apos a aplicacdo (Grandi; Silveira, 2017). Apés a fase inicial de
desconforto, 0 A-PRF estimula o processo de regeneracdo muscular, o que pode levar
a uma recuperacdo mais rapida e, eventualmente, ao aumento da forca muscular a
longo prazo, a medida que o tecido se cura e se adapta ao exercicio ou ao treinamento
(Ilvarez; Martin, 2018).
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O colageno tipo lll é uma das primeiras formas de colageno a serem
depositadas em tecidos danificados, desempenhando um papel fundamental nas
fases iniciais da reparacdo da lesdo muscular. No GA-PRF+FBM, foi percebido o
aumento do colageno tipo lll, isso porque ele desempenha papel importante na fase
proliferativa, sendo predominante e auxiliando na regeneracéo dos tecidos ao formar
uma rede menos densa que facilita a migracao celular, a deposi¢do de nova matriz e
a angiogénese. Assim, o aumento do colageno tipo Ill no masculo lesionado € um
mecanismo essencial para promover a recuperacdo e reorganizacdo do tecido
danificado (Mann et al., 2011, Calvi et al., 2012).

Esse aumento no colageno tipo lll, provavelmente se deu pelo fato de que os
tratamentos com FBM e PRF possuem capacidade de estimular a sintese de colageno
tipo lll. A FBM é capaz de estimular a atividade de fibroblastos, as células
responsaveis pela producdo de colageno, especialmente nas fases iniciais da
cicatrizacdo. Isso acelera a deposicdo de colageno tipo lll, que é critico para a
formacdo da matriz extracelular provisoria no musculo lesionado (Souza et al., 2011;
Paraguassu et al., 2014; Brito et al., 2017; Terena et al., 2017). O PRF proporciona
alta liberacao de fatores de crescimento, como o PDGF, TGF- e VEGF. Esses fatores
estimulam a proliferacdo de fibroblastos e células musculares satélites, responsaveis
pela producdo da matriz extracelular, incluindo o colageno tipo Il (Borrione et al.,
2010).

Apenas 0 GA-PRF+FBM apresentou aumento do colageno tipo lll, de forma
que os tratamentos isolados ndo promoveram diferenca estatistica entre 0os grupos.
Isso se da porqué quando utilizados os tratamentos de forma combinada, ambas as
terapias atuam de maneira biomoduladora, ou seja, regulam processos celulares e
bioguimicos para controlar a inflamacao, promover a regeneracdo e aliviar a dor.
Esses efeitos ocorrem devido a reducao das citocinas pré-inflamatoérias como TNF-a,
IL-1B e IL-6, que s&o responsaveis pelo prolongamento da inflamac¢éo e aumentam a
IL-10, uma citocina anti-inflamatoéria que favorece a recuperacgao tecidual (Chamusca
et al., 2010; Takamori et al., 2018). Esse achado esta de acordo com o estudo
realizado por Pomini et al. (2019), no qual os animais do grupo tratado com a terapia
combinada apresentaram melhor cicatrizacdo do enxerto ésseo do que os grupos de

terapia isolada.
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A medida que a cicatrizacdo progride, o colageno tipo Ill é gradualmente
substituido pelo colageno tipo I, que é mais resistente e contribui para a restauracao
da forca e funcao muscular (Jarvinen et al., 2005). O aumento inicial do colageno tipo
[l facilita essa transicéo, servindo como base para o remodelamento posterior. Nao
foi possivel perceber aumento no colageno tipo | entre 0s grupos; isso se deve ao fato
de que a transicéo para colageno tipo | ocorre de forma gradual e lenta, e acredita-se
necessitar de um estudo mais longo para perceber a presenca aumentada desse
colageno. Essa substituicéo lenta de colageno foi percebida no estudo de Vidal et al.
(2024), onde o aumento do colageno tipo | foi observada somente apés 30 dias de
lesé&o.

Em geral, a cicatrizagcdo do tend&o progride por uma fase inflamatéria (dias),
seguida por uma fase reparadora (semanas) e termina com uma fase de remodelacao
(meses) (Docheva et al., 2014). Estudo realizado por Wong et al., (2020) demonstrou,
por resultados histolégicos, que a implantagcdo de PRF leva ao inicio de um processo
reparador do tendao caracterizado pelo aumento da proliferacéo e diferenciacao de
tendcitos. No presente estudo, foi observado que os GA-PRF e GA-PRF+FBM
apresentaram JNM menores em area, diametro maior e diametro menor do que o0s
grupos que nao receberam a intervencdo com A-PRF. Isso pode ser explicado porque
durante afase de reparo, a tensdo mecanica no tendéo e nos tecidos adjacentes pode
alterar a morfologia e funcionalidade da JNM, promovendo adaptacdes que podem
incluir aumento ou reducao de sua area funcional (Wong et al., 2020).

Este estudo apresenta uma limitagdo quanto a ndo observancia das
caracteristicas moleculares da inflamagdo por meio de testes para andlise dos
biomarcadores inflamatérios. Sugere-se aos estudos futuros que seja realizado um
ensaio imunoenzimatico para analise das citocinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatorias. Também sugere-se que seja realizado o modelo de lesdo com incisao

cirdrgica para ser possivel analisar a extenséo da les&o no tecido muscular.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Esse estudo se dedicou a esclarecer os efeitos dos tratamentos com
fotobiomodulacédo e da fibrina rica em plaquetas avancada no musculo gastrocnémio
submetido a tendinopatia calcanea. Os achados desse estudo apontaram que as
terapias combinadas apresentaram maior efeito de reparo no tecido muscular por
meio do aumento do colageno tipo Il do que de forma isolada. Contudo, a terapia com
fotobiomodulacdo foi capaz de manter a relagdo capilar por fibra, o que né&o foi
percebido na terapia com A-PRF. Por outro lado, a terapia com A-PRF resultou na
reducao do tamanho das JNM, o que ndo ocorreu nos demais grupos, e ambos o0s
tratamentos contribuiram para a recuperacdo da forca muscular ao término do

experimento.
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ANEXO

ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

9
unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacdo
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

Autorizagao

O Protocolo n°® 12-23 intitulado “Efeito terapéutico da fotobiomodulagéo e
injecao de fibrina rica em plaquetas em tendinopatia induzida por colagenase
em ratos”, sob a responsabilidade de Gladson Ricardo Flor Bertolini que
envolve a produgdo, manutencao ou utilizagéo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica encontra-se
Aprovado para execugdo, mas solicitamos que os pesquisadores
incorporem no item 9.6 do protocolo o nome do Biotério onde sera realizada
a experimentagao. Além disso, solicitamos a revisao da redagao do item 13,
pois ha uma série de erros de linguagem, seguindo de acordo com as
Normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal (CONCEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do UNIOESTE em reuniao de 06/10/2023. Essa Autorizagcdo nao
substitui o Certificado Experimental de realizacdo ética da pesquisa,
necessitando do encaminhamento do Relatério Final de execugéo do Projeto
ara sua emissao.

FINALIDADE Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo 10/2023 — 12/2023
Espécie/linhagem/raca Rato Wistar

N. de animais 75

Peso/ldade 250g/ 10 semanas

Sexo Masculino

Origem Biotério Central da Unioeste.

Cascavel, 16 de outubro de 2023

e
Profa. Dra. Sara Cristina Sagae,
Comite de Etica de Animais da Unioeste - CEUA
Vice-coordenadora do CEUA

Assinatura Simples realizada por: Larissa Macedo Pinto (XXX.133.379-XX) em 16/10/2023 16:55 Local: UNIOESTE/CEUA. Inserido ao protocolo 20.914.856-0 por: Larissa
Macedo Pinto em: 16/10/2023 16:52. Documento assinado nos termos do Art. 38 do Decreto Estadual n? 7304/2021. A autenticidade deste documento pode ser validada
no endereco: http. pr.gov.br com o cédigo: 7b.
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