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RESUMO

As tendinopatias são alterações na saúde do tendão, geralmente frequentes e difíceis de serem tratadas, com uma variedade de terapias e tratamentos e o mais utilizado é o farmacológico para o alívio da dor com resultados pouco satisfatórios devido aos seus efeitos indesejáveis no uso prolongado. A busca de novas terapias não farmacológicas no tratamento destas doenças bem como o entendimento das associações entre terapia farmacológica e não farmacológica assume papel de destaque na área médica. A terapia com laser de baixa potência aparece como terapia promissora na modulação do processo inflamatório agudo e crônico com ausência de efeitos adversos. No entanto, o estabelecimento de parâmetros clínicos para a utilização desta técnica é extremamente importante para sua validação. Objetivo: O objetivo do trabalho foi estudar o efeito do laser de baixa potência e sua associação com anti-inflamatório Diclofenaco de sódio, no reparo do tendão após a indução da tendinite pela injeção de colagenase, investigando aspectos histológicos e biomecânicos. Material e métodos: Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 150 e 200g, provenientes do Biotério da UNINOVE Comitê de ética AN0037/2013. Os animais foram separados em 5 grupos: Controle, com tendão saudável (CTL), Tendinite não tratado (NT), Tendinite e tratado com Diclofenaco de sódio (DIC), Tendinite e tratado com Laser de baixa potência (L3J) e Tendinite e tratado com associação de Diclofenaco e Laser (D+L). Para indução da tendinite os animais dos grupos NT, DIC, L3J e D+L foram anestesiados e receberam injeção transcutânea de colagenase (100µg/animal) na região posterior da pata direita, no tendão calcâneo. Os tratamentos iniciaram imediatamente à indução da tendinite e continuaram diariamente até o 7º dia. Após 28 dias os animais foram eutanasiados e o tendão foi removido para análises histológicas e de propriedades mecânicas. Resultados e Discussão: Os animais do grupo NT apresentaram alterações na organização do colágeno e redução da força máxima de tração. Tanto o grupo DIC quanto o L3J apresentaram melhora da força máxima de tração. O grupo DIC apresentou discreto aumento da rigidez enquanto que o grupo L3J apresentou organização de colágeno mais próximo ao grupo CTL. O grupo D+L apresentou aumento da capacidade de deformação e alterações histológicas. Conclusão: A terapia com laser de baixa potência melhorou o reparo do tendão após a indução da tendinite. O tratamento com diclofenaco aumentou discretamente a rigidez do tecido. O tratamento farmacológico pelo Diclofenaco de sódio associado a laserterapia aumentou a capacidade de deformação do tendão, porém, com menor força de tração.
Palavras-chave: Tendinite, Laserterapia, Colagenase, Propriedades mecânicas.
ABSTRACT

The tendinopathy are changes in the health of the tendon, usually frequent and difficult to treat (Langberg and Kongs-GAARD, 2008), requiring considerable financial resources for its treatment.The main objective of the tendon healing process is the restoration of mechanical strength, since the injury induces changes in these mechanical properties. For the assessment of these changes, some models are used, including the monotonic traction tests to failure of the tissue that provide important information about the stiffness and elongation, assisting in the understanding of functional aspects in the progression of the lesion, determining the biomechanical aspects of therapies used for tissue repair. OBJECTIVES: Evaluate the low-level laser action (830nm) and its association with pharmacotherapy using diclofenac sodium in tissue repair tendon, analyzing their mechanical behavior and histological aspects.The animals were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine hydrochloride (90mg / kg) and xylazine (10mg / kg). Then the control animals received as vehicle a transcutaneous injection with 100 mL of sterile saline 0.9% NaCl in the posterior region of the right foot, the Achilles tendon. The animals of the other groups received 100 of transcutaneous injection of collagenase (1 mg / ml;. Sigma Chemical Co, Cat C-6885) in the same region of the Achilles tendon. Next, the animals returned to the containment boxes separated into 5 experimental groups with 7 animals per group: - Control group (CTL): 100 μL was injected of sterile saline (0.9%) in Peritendinous region of the Achilles tendon. - Tendonitis Group untreated (NT): 100 μl was injected Collagenase (1 mg / ml) in Peritendinous region of the Achilles tendon. Diclofenac group (DIC): 100 μl was injected of Collagenase (1 mg / ml) in Peritendinous region of the Achilles tendon. Immediately after injury, the anti-inflammatory diclofenac sodium was injected (1 mg / kg IM).From our results we can conclude that tendinitis promotes histological changes leading to biomechanical changes translating into weakening of the tendon tissue. Pharmacologic therapy with diclofenac sodium improves some mechanical properties, reducing the loss of the maximum traction strength, but the histological aspects are far from healthy tendon. Low power laser therapy also improved both the histological appearance as a functional feature translated by the improvement in maximum traction strength. The association between laser and pharmacological therapies changed histological and biomechanical aspects of the tendon, increasing the deformability due to the increase in displacement at the time of breakage.

Keywords: Tendinitis, Cllagenase, LLLT, Mechanical properties
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1. INTRODUÇÃO

As tendinopatias são alterações na saúde do tendão, geralmente frequentes e difíceis de serem tratadas, especialmente quando consideramos o tendão calcâneo, o patelar e o do cotovelo onde a cronificação destas doenças é comum, incapacitando desde atletas profissionais e recreacionais até pessoas comuns em seu local de trabalho (LANGBERG e KONGS-GAARD, 2008).

Em virtude de sua ocorrência, do custo do tratamento, da redução da funcionalidade laboral e do desencadeamento de co-morbidades, as tendinopatias necessitam de recursos financeiros consideráveis, direcionados ao acompanhamento da saúde dos indivíduos vítimas destas patologias, principalmente nos casos em que a incapacidade no trabalho persiste além do tempo médio para o retorno às atividades laborativas, tornando-se um grande problema sócio-econômico onde as intervenções médicas e terapias para a reabilitação são ainda limitadas (BERNARD B., 1997; LIAN et al, 2006; ARVIDSSON S. et al., 2008; LANGBERG & KONGS-GAARD, 2008).

Em exemplo do impacto econômico causado por estas doenças foi obervado nos Estados Unidos, onde em uma década foi registrado aumento de 39% dos gastos com indenizações e 62% com custo médico relacionado às doenças músculo-esquelético. No Brasil, estima-se um aumento das doenças articulares relacionadas tanto ao esforço repetitivo quanto pelo envelhecimento da população e embora não sejam consideradas como doenças fatais, estas doenças reduzem a qualidade de vida do indivíduo, que necessita de freqüente atendimento médico, constituindo um desafio terapêutico, principalmente nos casos crônicos onde é observado um aumento considerável dos recursos despendidos pelo empregador, relacionados ao afastamento e a necessidade de relocação e qualificação de outro funcionário para o exercício da função, gerando um alto custo ao sistema de saúde (LOISEL P et al, 2002; Kilsztajn et al, 2003; SANTANA et al., 2006; BARROS M et al, 2006; AITTOMAKI A et al, 2006; NGUYEN et al 2007).

Neste sentido, não só atividades preventidas são necessárias para reduzir o número de indivíduos doentes, mas a identificação das causas associadas ao aparecimento das tendinopatias e a promoção do retorno seguro às atividades laborativas são estratégias fundamentais, sendo utilizadas como tema de estudos no campo da saúde pública (BARBE MF, 2006).
1.1- Arquitetura do tendão saudável

Tendões são estruturas anatômicas interpostas entre músculos e ossos, que transmitem a força gerada no músculo para o osso, tornando possível o movimento articular (KHAN et. al., 1999). Os tendões saudáveis apresentam coloração branco brilhante e textura fibroelástica, mostrando grande resistência a tensões mecânicas (KANNUS et al, 2000).
Este tecido é constituído por tenócitos e tenoblastos que correspondem entre 90 à 95% de suas células e por uma rede de matriz extracelular (SHARMA, P.; MAFFULLI, N; 2006). Os tenócitos são importantes na adaptação de mudanças durante a homeostase, na manutenção e no remodelamento do tecido. Além de sintetizarem colágenos e componentes da matriz, os tenócitos são ativos à geração de energia tanto aeróbica quanto anaeróbica, esta última mais destacada com o aumento da idade (YANG et al, 2005).
Os tendões são formados por 70% de água e por 30% de massa seca, esta rica em colágeno, considerado a proteína mais abundante do organismo, classificados em: (1) colágenos que formam longas fibrilas; (2) colágenos associados a fibrilas; (3) colágeno que forma rede e (4) colágeno de ancoragem. O colágeno que forma os tendões fornecendo sua força tênsil está incluso no 1o Grupo (O'BRIEN, 1997; MEHR et al, 2000).
A característica viscoelástica do tendão está relacionada ao comportamento das fibras de colágeno associadas aos filamentos de actina da célula que promove as características tênseis do tecido (RALPHS, 2002). Estas fibras de colágeno do tendão apresentam dobras durante o repouso e tornam-se mais pararelas durante o estado de tensão do tecido, podendo sofrer pertubações importantes nesta organização após um processo lesivo (KJAER et al, 2009).

1.2- A Inflamação no Tendão

A tendinite é considerada uma doença inflamatória aguda com possibilidade de cronificação, provavelmente devido às características do tecido e da dificuldade no tratamento (LANGBERG, 2008).

Em geral, a resposta inflamatória visa combater o agente agressor e eliminar produtos resultantes da destruição celular, promovendo condições ideais para o reparo do tecido lesado (TEDGUI e Mallat, 2001). No caso da tendinite, a causa mais comum é o esforço exagerado de extensão sobre os tendões, responsável por 30% das lesões (SHARMA, P.; MAFFULLI, N., 2006), podendo ocorrer também a distensão das fibras de colágeno, que por não suportarem a tração mecânica, acabam apresentando rupturas parciais com desenvolvendo de intensa e dolorosa reação inflamatória local, contribuindo para a degradação de colágeno e outras deficiências teciduais, que se não forem tratadas leva ao estado crônico da doença (QUEIROZ-JUNIOR et al., 2009).

Além da sobrecarga mecânica podem ocorrer processos lesivos repentinos, assim como o próprio envelhecimento natural que também contribuem para a degeneração do tendão (SUN et al., 2008).

Os tendões apresentam maiores risco de ruptura, quando uma força é aplicada de forma rápida e indireta, como exemplo, as contrações musculares, durante o exercício excêntrico (FYFE e STANISH, 1992). Estas rupturas resultam em hemorragia de arteríolas e capilares locais e formação de hematoma no seu interior, podendo estender-se para o paratendão. O resultado imediato é a deposição de fibrina, que atrai neutrófilos para a região, a congestão e acúmulo de fluidos no local da agressão levando a uma isquemia tecidual e morte celular progredindo para uma necrose tecidual, de acordo com o grau de comprometimento vascular (ALVES e MIKAIL, 2006).

O processo inflamatório nestes tecidos tem gerado controvérsias devido a sua atipicidade relacionada à baixa vascularização dos tendões. Na porção central do tendão, grandes vasos formam plexos vasculares menores atingindo as bainhas sinoviais e fornecendo suprimento sanguíneo para o epitendão, mesotendão e endotendão (LEVERSEDGE et al, 2002). No entanto, existem algumas regiões do tendão onde este suprimento é comprometido. Assim, determinados fatores tais como o envelhecimento associado à presença de cargas mecânicas pode comprometer ainda mais este suprimento, reduzindo em até 20% o fluxo sanguíneo no tendão (BOUSHEL, 2000).

Nestas regiões próximas as junções e em locais onde existe formação de torção, atrito ou compressão, o suprimento de sangue no tecido tendíneo pode variar, dependendo da região analisada apresentando um sistema intrínseco, próximo as junções osteotendíneas e miotendíneas e extrínseco no corpo central do tendão. Assim, uma pequena quantidade de vasos sanguíneos musculares auxilia o suprimento sanguíneo intrínseco, na primeira parte do tendão, próximo a junção, enquanto do outro lado, o fornecimento na junção osteotendínea também acontece, porém de maneira escassa e limitada (SHARMA, P.; MAFFULLI, N., 2006).
Durante o processo inflamatório do tendão, ocorre o remodelamento da bainha tendínea e do tecido sinovial, enchendo este espaço com células inflamatórias. Neste caso é possível observar um aumento na expressão de determinadas enzimas como a ciclooxigenase-2 e determinadas metaloproteinases de matriz (MMPs), interferindo nos níveis de determinados mediadores inflamatórios, entre eles a prostaglandina E2 e o TNF-α (MARCOS, 2010). Os processos celulares e moleculares ainda não são bem conhecidos, mas estudos indicam que as MMPs podem mediar, pelo menos em parte as mudanças na composição da matriz extracelular durante a lesão e o reparo do tendão (RILEY, 2008; MARCOS et al, 2014).
1.3- Alterações das propriedades mecânicas do tendão
Os tendões apresentam alta resistência mecânica, boa flexibilidade e responde metabolicamente à cargas elásticas (BOJSEN-MOLLER et al, 2006), transmitindo a força gerada pelo músculo ao osso, agindo como amortecedores e absorvendo as forças externas e protegendo o músculo de lesões (SHARMA, P.; MAFFULLI, N., 2006). Durante o movimento do corpo humano, após uma tensão ser aplicada no tendão, este apresenta algumas propriedades elásticas que estão diretamente relacionadas a proporção de fibras de colágeno tipo I e III (KJAER et al, 2009). Este tecido tem uma alta capacidade de suportar forças tensionais. Medições diretas em calcâneos humanos registraram forças de até 9 kN, durante uma corrida em velocidade de 6 m/s, o que corresponde a 12,5 vezes o peso corporal. Entretanto, hoje sabemos que a força máxima suportada desse tendão é uma variável bastante individual, indicando também uma faixa ampla de suscetibilidade a sobrecargas (SHARMA, P.; MAFFULLI, N., 2006).
A resistência a ruptura do tendão esta associada à espessura e ao teor de colágeno. Por exemplon, 1cm2 de tendão é capaz de suportar entre 500 e 1000 Kg. Assim, a redução de colágeno pode resultar na dimunição da força e potência muscular provocando o aumento da rigidez do tendão (REEVES et al, 2003; MARCOS et al, 2013).
O principal objetivo no processo de cura do tendão é a restauração da força mecânica, visto que a lesão induz alterações destas propriedades mecânicas. Para a avaliação destas alterações, alguns modelos são utilizados, entre eles os ensaios de tração monotônico até a ruptura do tecido que fornecem informações importantes sobre a rigidez e elongação, auxiliando no entendimento de aspectos funcionais na progressão da lesão, determinando os aspectos biomecânicos das terapias utilizadas para o reparo tecidual (WILKINSON and FUKAMI, 1983; YANG et al, 2013; SOLCHAGA et al, 2013).
No entanto, poucos trabalhos utilizam ensaios cíclicos de tração, em que é possível examinar outros detalhes funcionais do tecido, como a presença de forças elásticas e sua relação com a concentração de determinados tipos de colágenos, como acontece com o tecido tendíneo (Arampatzis et al, 2007; Arampatzis et al, 2010; Marcos et al, 2013). Estas alterações à partir da lesão, geralmente pela alteração de colágeno, durante a degeneração do tendão pode ser um dos fatores causadores da dor (SHARMA, P.; MAFFULLI, N., 2006).
Apesar de não serem bem compreendidos, os problemas na estrutura destas fibras de colágeno são responsáveis pelas alterações biomecânicas, sendo a base da causa da progressão das tendinopatias. (RILEY, 2008).
1.4- Tratamentos e terapias
Os tratamentos para doenças músculo-esqueléticas têm por finalidade a redução da inflamação, que se persistir pode provocar alterações nos feixes das fibras de colágeno e aumentar a atividade de determinadas enzimas, prolongando assim as fases inflamatória e proliferativa, favorecendo a deposição excessiva de tecido cicatricial, alterando algumas características como a redução da resistência em comparação ao tendão original (CHERRY et al., 2001; FERNANDES et al., 2003).

No iníco de 2010, Tumilty et al publicaram uma meta-análise sobre a utilização do laser de baixa potência no tratamento das tendinopatias e sua potencial eficácia na redução da inflamação. Contudo, o tratamento mais comum para os casos de tendinite ainda é o conservador, recomendado pela maioria dos autores como estratégia inicial. Na maioria das vezes consiste em uma abordagem multi-orientada, incluindo modelos de reabilitação combinada como repouso, medicação a base de antiinflamatórios não esteroidais e corticóides, crioterapia, massagem, treinamento de força.
Os antiinflamatórios não esteroidais são as drogas utilizadas com mais freqüência, como parte do tratamento inicial, principalmente na redução da dor (ANDRES et al., 2008). Dentre os diversos tipos de drogas nesta classe, os inibidores específicos da enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-2) tem apresentado efeito favorável no tratamento destes transtornos. No entanto, o impacto econômico das terapias para desordens músculo-esqueléticas com o uso de drogas antiinflamatórias é consideravelmente alto, devido aos custos da medicação, hospitalização e toxicidade destes agentes, principalmente com relação a efeitos adversos gastrintestinais (PELOSO e SCHEIMAN, 2001) com resultados pouco efetivos, levando a lesões recorrentes (LEITZE et al, 2003; LIN et al, 2013).

Nos Estados Unidos, os efeitos colaterais gastrointestinais (GI) resultam em mais de 76 mil hospitalizações e 7.600 mortes a cada ano. O custo total de doenças músculo-esqueléticas no Canadá em 1994 foi estimado em 25,6 Bilhões de dólares canadenses, com a possibilidade de duplicar em 30 anos. Medicação e hospitalização representaram 80% deste custo total. Em 1995, foi estimado que 40 milhões de cidadãos (15% da população americana) apresentam problemas músculo-esqueléticos como artrite, tendinites, osteoartrite etc, com tendência de subir para 19% até 2020. Atualmente especialistas buscam técnicas que acelerem o reparo do tendão, controlando o processo inflamatório e a dor e se possível, restaurando suas propriedades mecânicas iniciais (HOU et al., 2009).

Vários métodos de tratamento para lesões do tendão já foram testados, porém seus resultados e sua eficácia ficam distante das características do tendão original. Consequentemente é necessário desenvolver novos métodos terapêuticos eficazes que evitem o processo degenerativo da matriz extracelular e o desenvolvimento de uma regeneração rápida sem formação de cicatriz, que alteraria bastante as propriedades mecânicas do tendão (UEDA et al., 2008).
Alguns trabalhos mostraram o aumento na produção de colágeno, redução de estresse oxidativo e da fibrose, redução do edema pós-operatório, redução da dor e melhora funcional e estes efeitos estariam relacionados também a redução de mediadores inflamatórios observados após o tratamento com laser de baixa potência (ROCHE and CALDIER, 2013; GOLDIN and MALANGA, 2013).
Atualmente, mais pesquisas relacionadas ao reparo do tendão, incluindo o estudo da redução da inflamação e reorganização das fibras de colágeno conduzindo para uma melhora na sua função biomecânica, são necessárias para permitir o desenvolvimento de estratégias e tratamentos específicos para esta doença. Sendo assim, a investigação de novas terapias para utilização em doenças inflamatórias do tendão, especialmente não farmacológica, assume papel de destaque na área médica e neste cenário, a laserterapia tem despontado como uma das promessas na clínica médica.
1.5- Terapia Laser de baixa potência (LBP)

O uso de lasers na prática clínica objetivando o efeito antiinflamatório em diferentes doenças baseia-se em um número já razoável de publicações de caráter científico. Nos últimos anos, inúmeros estudos clínicos aleatorizados, placebo-controle foram realizados, fazendo com que a terapia laser já seja considerada como alternativa terapêutica para várias doenças (COURVILLE et al, 2009; WIEGERINCK et al, 2013; BJORDAL and LOPES-MARTINS, 2013; CHILDRESS and BEUTLER, 2013). Trabalhos recentes mostraram um potencial efeito reparador do laser, no aumento da expressão de colágeno tipo I e na reorganização destas fibras (OLIVEIRA et al, 2009) e a utilização do laser associado com ultrassom no tratamento deste tipo de lesão (WOOD et al, 2010).

No entanto, é muito importante ressaltar que pouco se conhece a respeito do mecanismo de ação do laser. Neste sentido, existem evidências que o laser pode reduzir a expressão gênica de alguns mediadores inflamatórios como PGE2, IL, TNF-α e aumentar a expressão de outros mediadores antiinflamatórios como IL-10. O laser pode ainda reduzir a expressão de determinadas colagenases (MMPs) e consequentemente reduzir a degeneração do tecido, favorecendo o rearranjo das fibras de colágeno, levando a uma melhora nas condições biomecânicas do tendão durante o processo de reparo (BJORDAL et al, 2006; PIRES et al, 2011; GUERRA et al, 2013; MARCOS et al, 2013).
Tendo em vista os dados apresentados anteriormente, a importância da utilização de terapias não medicamentosas representa um fator altamente relevante para o Sistema de Saúde, especialmente em nosso país. No entanto, o estabelecimento de parâmetros experimentais e clínicos para a utilização desta técnica se faz ainda extremamente necessário.
2- OBJETIVOS
- Avaliar a ação do laser de baixa potência (830nm) e sua associação com terapia farmacológica utilizando diclofenaco de sódio no reparo tecidual do tendão.
- Analisar o comportamento mecânico do tendão, 28 dias após a indução da tendinite e a ação das terapias farmacológica e laserterapia no reparo tecidual.
- Observar as alterações histológicas do tecido tendineo, 28 dias após a indução da tendinite e a ação das terapias farmacológica e laserterapia no reparo tecidual.

3- MATERIAL E MÉTODOS
3.1- Animais

Foram utilizados 35 ratos Wistar machos pesando entre 150 e 200g (+/- 60 dias de vida), com livre acesso a água e ração, provenientes do Biotério da Universidade Nove de Julho. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12 horas. Este protocolo experimental, de indução da tendinite pela injeção de colagenase, já possui a aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Nove de Julho AN0037/2013.
3.2- Indução da Inflamação em Tendão Calcâneo de Ratos
Os animais foram anestesiados com injeção intraperitoneal de cloridrato de Cetamina (90mg/Kg) e cloridrato de Xilazina (10mg/Kg). Em seguida, os animais do grupo controle receberam como veículo uma injeção transcutânea com 100 µl de solução salina estéril 0,9% NaCl na região posterior da pata direita, no tendão calcâneo. Os animais dos demais grupos receberam 100 µl de injeção transcutânea de colagenase (1 mg/ml; Sigma Chemical Co, Cat. C-6885) na mesma região do tendão calcâneo. A seguir, os animais retornaram para as caixas de contenção separados em diferentes grupos experimentais com 7 animais por grupo e 5 animais por caixa de contenção, conforme indicado no esquema abaixo. Após a indução do processo inflamatório pela injeção de colagenase e os específicos tratamentos, os animais foram eutanasiados com hiperdose da mesma associação de anestésicos (cloridrato de cetamina 180mh/Kg e cloridrato de xilasina 30mg/Kg). O tecido do tendão foi então dissecado e removido para posteriores análises.
3.3- Grupos Experimentais


Os animais foram divididos em 5 grupos com 7 animais cada, conforme descrito abaixo na figura 1:
- Grupo Controle (CTL): Foi injetado 100µl de solução salina estéril (0,9%) na região Peritendínea do tendão calcâneo. N=7
- Grupo Tendinite não tratado (NT): Foi injetado 100µl de Colagenase (1mg/ml) na região peritendínea do tendão calcâneo. N=7
- Grupo Diclofenaco (DIC): Foi injetado 100µl de Colagenase (1mg/ml) na região peritendínea do tendão calcâneo. Imediatamente após a lesão, foi injetado o anti-inflamatório diclofenaco de sódio (1mg/kg I.M.). O tratamento farmacológico foi repetido diariamente até o sétimo (7º) dia. N=7
- Grupo Irradiado (L3J): Foi injetado 100µl de Colagenase (1mg/ml) na região peritendínea do tendão calcâneo. Imediatamente após a indução da tendinite, os tendões foram irradiados com laser de baixa potência, no comprimento de onda infravermelho (830nm) e potência de 100mW, na região da injeção, num único ponto e por contato, recebendo energia de 3J. A irradiação foi repetida diariamente até o sétimo (7º) dia. N=7
- Grupos tratados com associação da terapia farmacológica e da irradiação laser (D+L): Foi injetado 100µl de Colagenase (1mg/ml) na região peritendínea do tendão calcâneo. Imediatamente após a lesão, foi injetado o anti-inflamatório diclofenaco de sódio (1mg/kg I.M.) e em seguida foi irradiado com Laser de baixa potência 3J. O tratamento farmacológico foi repetido diariamente até o sétimo (7º) dia. N=7


Figura 1: Grupos experimentais
3.4- Aplicação da Terapia com Laser de Baixa Potência (LBP)

Após serem submetidos ao modelo de inflamação pela injeção de colagenase, os animais acondicionados no contensor, receberam o tratamento com laser de baixa potência 810nm, potência de 100mW, na região da injeção, num único ponto e por contato, recebendo energia de 3J. A irradiação foi diária até o 7º dia.

Figura 2: Tabela com os parâmetros de irradiação laser.


3.5- Propriedades Mecânicas do Tendão

Como citado anteriormente, após a indução do processo inflamatório pela injeção de colagenase, os animais foram eutanasiados em diferentes tempos e o tecido tendíneo removido para posteriores análises. Parte deste material foi utilizada imediatamente após a retirada, nos ensaios de tração para a avaliação de suas propriedades mecânicas.
A atividade normal do tendão é formada por um conjunto de tensões aplicadas no tecido, divididas em forças de carregamento e descarregamento. Desta forma, foi aplicada uma sequência de forças de carregamento e descarregamento a fim de simular as condições de tensões reais do tendão.

Primeiramente serão realizadas as medidas de comprimento, largura e altura do tendão. Estes valores foram utilizados para detalhar as dimensões do material e padronização dos resultados. Os tendões foram fixados no aparelhos de teste mecânico (EMIC200). A região osteotendínea foi fixada na parte inferior do aparelho e a região músculo-tendíneo fixada na parte superior do tensiômetro. Afim de evitar o ressecamento durante o teste de tração, a região fixada será imersa em solução isotônica (NaCl 0.9%) durante todo o teste. Vários testes de carregamento e descarregamento de forças foram realizados até o momento da ruptura do tecido (figura 4).
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Figura 3: Gráfico do ensaio de tração. A) Curva típica de registro durante a aplicação das forças de carregamento e descarregamento. B) Curva simplificada indicando a Força máxima e deslocamento no momento da ruptura.

Durante a padronização do ensaio de tração, foi utilizada uma velocidade de carregamento e descarregamento de 4 mm/min e acrescentado 0,3mm durante cada carregamento. O teste de tração mecânico foi interrompido automaticamente, após a ruptura do tecido e foram analisados os seguintes parâmetros:

- Força de ruptura máxima (Fmax)

- Descolamento no momento da ruptura máxima (Dmax) 

- Rigidez secante (α)


3.6- Preparação histológica das amostras

As amostras de tendão passaram por preparações histológicas padrão, começando pela fixação do tecido em formol (10%) durante 24h. Logo após os tendões foram lavados em água corrente e então desidratadas em soluções crescentes de álcool etílico (70%, 80%, 90% e 100%), 1h em cada solução. Em seguida os tendões foram diafanizadas em solução de álcool/xilol 1:1 por 1h, em seguida passaram por 2 banhos de xilol puro, 1h cada. Os tendões foram retirados do xilol e colocados imediatamente em parafina líquida (60ºC), dentro de uma estufa, por 2h. Posteriormente os blocos foram confeccionados para obtenção dos cortes histológicos. Os tendões inclusos nos blocos de parafina foram cortados longitudinalmente em cortes na espessura de 5µm e transferidos para lâminas histológicas onde foram desparafinizados e hidratados. Foi utilizada coloração por Picrosirius red, para visualização do colágeno.

As imagens foram realizadas em microscópio NIKON EP200 com lente de polarização acoplada ao redutor e a fonte de luz do microscópio para as imagens com luz polarizada.


3.7- Análise Estatística


Os dados foram descritos em valores médios com os respectivos desvios padrão. Foram analisados tanto em seus valores absolutos como a sua variação em percentual, à partir dos valores obtidos nas análises biomecânicas. Para os dados paramétricos, foi utilizado o teste de ANOVA com post-hoc Tukey-Kramer. O nível de significância estatístico foi para p<0,05. 

4- RESULTADOS
A partir dos experimentos realizados, conseguimos plotar os seguintes gráficos e imagens indicados abaixo:


Na figura 4, observamos um gráfico da força máxima de tração, no momento da ruptura do tendão, no ensaio de tração cíclico. O grupo NT apresentou redução da força máxima de tração em relação ao grupo CTL. Os grupos DIC e L3J apresentaram melhora da força máxima de tração quando comparado ao grupo NT, chegando a valores próximos do grupo CTL. O grupo D+L apresentou redução de Fmax com valores próximos ao grupo NT.
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Figura 4: Gráfico da força de tração máxima durante o momento de ruptura do tecido, no teste de tração mecânica do tendão. Grupos: CTL (controle), NT (não tratado), DIC (diclofenaco), L3J (laserterapia 3J), D+L (associação com diclofenaco e laser). *** p<0,001 vs CTL e # # # p<0,001 vs NT.

Na figura 5 observamos o gráfico do deslocamento máximo obtido por cada grupo experimental durante o teste de tração mecânico. O grupo NT novamente apresentou redução no deslocamento comparado ao grupo CTL. O grupo D+L apresentou expressivo aumento do deslocamento comparado a todos os outros grupos.
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Figura 5: Gráfico do deslocamento máximo durante o momento de ruptura do tecido, no teste de tração mecânica do tendão. Grupos: CTL (controle), NT (não tratado), DIC (diclofenaco), L3J (laserterapia 3J), D+L (associação com diclofenaco e laser). * p<0.05 e *** p<0,001 vs CTL e # # # p<0,001 vs NT.

O gráfico da figura 6 mostra a relação entre os valores da força máxima de tração e o seu respectivo deslocamento no momento da ruptura do tecido, durante o ensaio de tração. Observamos neste gráfico que o grupo NT apresenta redução tanto na força máxima de tração quanto no deslocamento. Os grupos DIC e L3J aparecem próximos ao grupo CTL com discreto deslocamento para a esquerda. O grupo D+L mostrou redução de Fmax, porém com aumento expressivo do deslocamento.
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Figura 6: Gráfico da relação entre a força máxima de tração e o deslocamento máximo durante o momento de ruptura do tecido, no teste de tração mecânica do tendão. Grupos: CTL (controle), NT (não tratado), DIC (diclofenaco), L3J (laserterapia 3J), D+L (associação com diclofenaco e laser). 


A figura 7 mostra imagens histológicas do tecido corado com Picrosirius red. A primeira coluna mostram imagens sem polarização e na segunda coluna, foi utilizado lente de polarização.

[image: image6.png]



Figura 7: Imagens histológicas do tendão nos diferentes grupos indicados como: CTL (A, B); NT (C, D); DIC (E, F); L1J (G, H) e L3J (I, J). Imagens para coloração por Picrosirius red sem polarização (A, C, E, G, I – 100X) e por Picrosirius red com polarização da luz (B, D, F, H, J – 100X).


A partir das imagens histológicas apresentadas em 7A, C, E, G e I observamos a marcação do colágeno no tecido tendineo. É possível observar ainda a disposição das fibras de colágenos. Os grupos NT  e DIC apresentaram certa desorganização das fibras de colágeno quando comparados ao grupo CTL.

O grupo L3J foi o grupo com disposição das fibras mais próximo do grupo CTL.

Foi observado ainda nas figuras 7B, D, F, H, J a polarização das imagens a partir de lentes de polarização inseridas no microscópio óptico. É possível observar que os grupos NT e DIC apresentam contraste na coloração verde mais intensa que o grupo CTL. Esta intensidade é ainda maior no grupo D+L.


O grupo L3J novamente apresentou uma disposição da coloração verde e rosa próximas ao grupo CTL.

5- DISCUSSÃO

Os processos inflamatórios tais como tendinopatias, osteoartrite e afecções dolorosas da coluna vertebral são as desordens músculo-esqueléticas mais comuns na sociedade moderna (Felson, Lawrence et. al., 2000). Neste sentido, a tendinite aparece como alvo de preocupação tanto da medicina do esporte quanto da medicina do trabalho.

Uma meta-análise realizada a respeito de tendinopatias e osteoartrite mostrou que não há nenhuma intervenção eficaz na regeneração da articulação ou que refreie o progresso da doença e redução da dor (Bjordal et al., 2004). Estas desordens músculo-esqueléticas, entre elas, a tendinite, geralmente produzem dor crônica, podendo levar a degeneração do tecido. Os estudos atuais visam a descoberta de novas alternativas terapêuticas, como por exemplo, a inibição de citocinas, IL-1β e TNF-α e inibidores de metaloproteinases (Krasnokutsky et.al , 2007).

A Terapia com Laser de Baixa Potência aparece como mais uma ferramenta entre estas novas alternativas terapêuticas. Neste sentido, apresentamos neste trabalho um modelo de inflamação do tendão induzido por colagenase que se assemelha à tendinite, pela presença de processo inflamatório agudo com degradação de colágeno (Warden 2007). Como terapia para a redução do processo inflamatório e promoção do reparo tecidual, utilizamos a terapia farmacológica com o uso do Diclofenaco de sódio, a terapia com laser de baixa potência e ainda a associação destas duas terapias (farmacológica e laserterapia). A hipotese de nosso trabalho seria que terapias farmacológicas ou não farmacológicas que atuem na modulação do processo inflamatório teriam especial importância por auxiliar o reparo, levando a formação de um tecido com características próximas do original.
A escolha do fármaco Diclofenaco de sódio está relacionada a trabalhos anteriores que demonstraram que o uso de alguns anti-inflamatórios como o diclofenaco melhora o quadro inflamatório nos primeiros dias de tratamento. Contudo, pode haver alterações no reparo tecidual se o fármaco for utilizado em tempos prolongados, podendo haver alterações mecânicas que tornem o tecido mais frágil, aumentando as chances de ruptura (QUIRINIA & VIIDIK, 1997).
O parâmetro utilizado para irradiação foi o laser Diodo de 830nm, 3J, 100mW e 0,028cm2 de diâmetro do feixe. Estes valores foram transportados de trabalhos anteriores onde foi observada a ação do laser na modulação do processo inflamatório com melhora das propriedades mecânicas (Marcos et al, 2012 e 2014).

A partir dos resultados apresentados neste trabalho foi possível verificar a redução de determinadas propriedades mecânicas do tendão no grupo não tratado (NT) e a melhora destas propriedades nos grupos (DIC) e (L3J). Já o grupo com associação de fármaco e laser (D+L) foi observado um aumento na capacidade de deformação do tendão.
Durante o processo de reparo, são formadas ligações cruzadas de colágeno responsáveis pelo endurecimento dessas fibras e alteração das propriedades mecânicas do tecido. Estas ligações cruzadas sofrem alterações com o passar do tempo e com a recuperação do tecido (FRANK et al, 1995; PUXKANDL et al, 2002; CORR et al, 2009). Isto é explicado pela alteração da proporção de colágeno I e III durante a fase de reparo. É conhecido que durante a fase de reparo, inicialmente o colágeno III é sintetizado e após algum tempo uma parte deste colágeno pode ser direcionada para formação de colágeno tipo I (MEDRADO et al, 2008).

Esta determinação do tipo de colágeno através da observação de lâminas histológicas corada por picrosirius através de luz polarizada é bastante conhecida. Nos estágios iniciais da cicatrização do tecido, as fibras de colágeno são mais delicadas e menos rígidas, mostrando uma disposição solta e uma birrefringência com colocação verde-amarelo, indicando a presença de colágeno tipo III. Por outro lado, nas fases posteriores do processo de reparo as fibras apresentam um padrão de organização mais compacta e rígida e neste caso a coloração observada é a cor vermelho-rosa-laranja, indicando a presença de colágeno tipo I (CARVALHO et al, 2006; MEDRADO et al, 2008).
Ao analisar separadamente o grupo tendinite não tratado (NT), observamos que houve uma redução da força máxima de tração (Fmax) em relação ao grupo saudável (CTL). Paralelamente aos resultados biomecânicos, foi possível observar alteração não apenas na organização de colágeno (figura 7C), mas também na proporção de colágeno Tipo I e Tipo III (figura 7D) onde houve uma aumento também da coloração verde-amarela quando comparado ao grupo CTL (figura 7B).

Tanto a terapia com diclofenaco de sódio quanto o tratamento com laser de baixa potência, foram iniciados imediatamente após a indução do processo inflamatório e foi mantido o tratamento diário até o 7º dia. Levando em consideração a fase inflamatória iniciar-se imediatamente após a lesão e permanecer por alguns dias, os tratamentos utilizados aqui provavelmente interferiram na fase inflamatória da lesão servindo como modulador ou inibidor do processo inflamatório, influenciando o reparo do tecido (MARCOS,2012 and 2014).
A laserterapia de baixa potência é conhecida não so por promover uma resposta inflamatória mais curta acelerando o processo de reparo (PEREIRA et al, 2010), mas também por estimular a angiogênese próximo do local da lesão, aumentando a deposição de colágeno, refletindo diretamente no comportamento biomecânico do tecido (Melo et al, 2011; CORR et al, 2009).
Ao analisar os grupos tratados com diclofenaco de sódio (DIC) e com laser de baixa potência (L3J) foram observados uma melhora na força máxima de tração, chegando a valores próximos ao grupo saudável (CTL). Da mesma forma, ao avaliar os resultados histológicos destes grupos, foi observado ainda uma discreta desorganização de colágeno no grupo DIC (figura E) e presença acentuada de coloração verde-amarelo (figura 7F) significando que mesmo após 28 dias do inicio da lesão, tanto o rearranjo quanto a proporção de colágeno ainda não foram reestabelecidas totalmente. O grupo irradiado L3J apresentou aspectos histológicos similares ao grupo saudável (CTL), tanto na organização (figura 7G) quanto na proporção de colágeno tipo I ou tipo III (figura 7H). Neste caso, tanto a terapia farmacológica quanto a laserterapia poderia estimular o reparo tecidual pela modulação do processo inflamatório e a laserterapia teria melhores resultados na deposição de colágeno com melhora no padrão organizacional destas fibras.

Em relação ao grupo D+L, foi observada uma redução significativa da força máxima de tração no momento da ruptura (figura 4). Ao contra’rio, houve um aumento da capacidade de deformação traduzida pelo aumento do deslocamento no momento da ruptura (figura 5). Novamente, paralelamente aos resultados biomecânicos, foi observado alteração na proporção de colágeno I e III pelo aumento da coloração verde-amarelo apresentado na figura 7J. Porém, a organização das fibras de colágeno indicada na figura 7I foi próxima ao grupo CTL.
Provavelmente a associação do diclofenaco de sódio com a laserterapia deve interferir na síntese de colágeno influenciando na sua proporção, formando um tecido menos rígido, observado na figura 6, onde é demonstrada a relação entre força máxima de tração e deslocamento. Em geral, o deslocamento dos valores desta relação para a direita caracteriza tecidos menos rígidos enquanto seu deslocamento para a esquerda e aumento do ângulo desta relação caracteriza tecidos com maior rigidez. Neste sentido, ao observarmos o mesmo gráfico da figura 6, o grupo DIC apresentou valores direcionados à esquerda do grupo CTL, indicando um aumento na rigidez do tecido. A alteração na rigidez pode ser um problema levando em conta que o tendão sofre varias forças de tração e o fato de aumentar a rigidez poderia facilitar o risco de rupturas. Porém, estes resultados sozinhos não são suficientes para a determinação da rigidez ou da tendência à ruptura. Outras ana’lises, como a capacidade elástica do tecido devem ser levadas em consideração para explicaçéao destes fenômenos biomecânicos.
Contudo, o fato de o tecido lesionado apresentar uma redução significativa de suas propriedades mecânicas de tração realça ainda a necessidade de ampliar os tratamentos clínicos destes tipos de lesões a fim de restaurar o comportamento biomecânico do tendão. Neste sentido, a avaliação das propriedades mecânicas seria fundamental para compreender o comportamento do tecido tendineo frente ao processo lesivo ou mesmo de outros eventos, como no envelhecimento ou ainda para conhecer a eficácia de diferentes tratamentos e terapias (FUNG et al, 1999; HOLLANDER et al, 2003). Do mesmo modo, a determinação da força máxima de ruptura fornece meios para a compreensão e avaliação da qualidade do reparo tecidual (CORR et al, 2009).
Embora a laserterapia apresente um histórico de uso com bons
resultados clínicos, seu mecanismo de ação ainda não foi totalmente descrito (PUGLIESE et al, 2003; RICH & WHITTAKER, 2005). Já é conhecido seu efeito anti-inflamatório que direciona para o reparo tecidual, promovendo melhora nas propriedades mecânicas de determinados tecidos (Carvalho et al, 2006; Melo et al, 2011; Marcos et al, 2014.

A maioria dos trabalhos clínicos mostra a eficácia da laserterapia no reparo tecidual pela inibição de importantes mediadores pro-inflamatórios. Porém poucos investigam as alterações histológicas relacionadas a modulação dos elementos da matriz e à organização de colágeno e este número ainda é menor quando se pensa em comparar as alterações histológicas junto à avaliação das propriedades mecânicas do tecido (Carvalho et al, 2006; Ribeiro et al, 2009, Marcos et al, 2014). 
Uma das limitações deste trabalho foi a necessidade de avaliar a proporção de colágeno tipo I e III a fim de justificar as diferentes alterações biomecânicas encontrada entre os diferentes tratamentos. A avaliação de outras grandezas, tais como a viscoelasticidade dos tecidos ajudaria também a entender o risco de rupturas do tendão.

Assim, são necessários mais estudos que investiguem a correlação entre estas propriedades mecânicas do tendão com e de sua composição e organização das fibras de colágeno.
6- CONCLUSÃO


A partir de nossos resultados podemos concluir que a tendinite promove alterações histológicas que leva a alterações biomecânicas traduzindo em enfraquecimento do tecido tendineo.
A terapia farmacológica com diclofenaco de sódio melhora algumas propriedades mecânicas, reduzindo a perda da força máxima de tração, porém os aspectos histológicos estão distantes do tendão saudável.

A terapia com laser de baixa potência também melhorou tanto o aspecto histológico quanto uma característica funcional traduzida pela melhora na força máxima de tração.
A associação entre as terapias farmacológicas e laser alterou os aspectos histológicos e biomecânicos do tendão, aumentando a capacidade de deformação, devido ao aumento do deslocamento no momento da ruptura.

Tanto a terapia laser quanto a farmacológica parece ter sido eficaz na promoção do reparo tendineo.
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1 WTRODUCTION

The teninopaty are changes inthe heaih of th tendon, usually requent and
i 1o vest (Langherg and Kongs GAARD, 2005, requiing considerable fnancal
resource for s treament (ARVIDSSON S. et 3, 2005, & Langberg Kengs-GAARD,
208

In i sens, not orlypreveniatve actites are nesded f0 reduce he number of
ok ndvcust, but e dentfcston of e causes SssosSted wih e onsat of
fninopatny and the promoton of saf reum {0 work aciiis e key srateges being
s 35 sy subect nhe s feld publc (BARBE ME. 200).

Tendons e anstomcal sinctres nieposed betueen musces and bones tat
ransit e foroe generated i he musce o bone, making  pessibe © mowe he ot
et 1. 122).

i s comsists of tenocytes, which are mpertant i he adapaton of changes.
Gurng homsosisss, mainenance and tsswe remodeing. In Sddton to Sythesze
otagen and maiix componens. the fenocyes re cive 3t pover generion bt
‘erabic and anerobic, i 2t most prominent wih increasing 3ge (Yang et a, 2005).

The tancons re comprsed of T0% wter 3nd 0% by iy mass, £ s 1
cotagen, o most sbundant poten found n e by, dsssed nt: (1) ong e forming
cotagens: (2) assoiated wh colagen fos: (3 calagen so 1t he network and (4
ockingofcaagen. Th colagen tht foms the fendons providng s ackon srengh
incuded n hefstgrop (UBRIEN, 1927 MEHR t 31, 2000)

The wacoslasio charsterst of the tendon % reted to e behair of e
cotagen s sssossid wih the actn fiaments of the el tht promctes the tcion
haraciersis of the tssus (Raphs. 2002). These tendon cofsgen foes how flds
Guring est an bacome more paratelcuring tsue siess sise and may be subjec o
substanta istubances i s crganizaton e 3 harmfl pocess (KIAER et 3, 2008

Tendons have igh mechanica siength. good flexbiy and responds meabolcaly.
o slas loas (eisen-MOLLER et 3, 2008), sansmiting he force generated by the
muscle o he bone, acing 25 shock absorbers and absorting extemal foroes 303
prtecing the muscle oy (SHARMA, P Maus, . 2008)

The breakingsrengh of e fendon s asociated with e Sickness and calagen
content.For example fem2 tendon i capable of supporing between 500 and 1000 .
Thus the cotagen recucion may result in muscle siength and power causing hgh
Stfnes endon (REEVES et 2003 Marcos o 3, 2013 ).




[image: image10.png]“The main otjectve of the fendon healing process s e restoraon of mecharical
sivengi, since the iy induces changes n these mechancal properes. For the
‘asessment of tese change, some models re used, incuing e monaloni Facion
st 1 faire of the fssue that provie imporant nomaton about e sEness and
‘longation, asssing n the understaning o uncional a5pects n the progresion of e
lesion, detemiing e bomechanical aspects of erspes used for tssue rapar
Wakinson and Fkams, 1855 Yang o3, 2013; SOLCHAGA 13, 2013)

Homeuer, few stucies, usingcyelc Facion expermen's, n which you can examine
other funciona datas o the s, 35 e prsenceof st oross and fs rlaton o the
‘concentason of cerin types of colagens, 2 with the fendon tssue (Arampatzs ot 3 .
2007 Arampatzs ot o, 2010; Mk et 2013) These changes fomth lesion usually by
mosifcaton ofoollagen dring he degeneraton of thefandon may be one of the factors
usingpain (Shamms, R ; Ml . 2009),

Athough not welundersood, e problems i the st o these collagen flrls
are responsase fo biomechanical changes,being he basis of e cause of progression of
tendinopatry. (RLEY. 2009,

“The s o lasers i il pracice aimng nfammatory sec n ifernt diseases
is based on an aeady considerabe number of publcaon of scienfc naure n recent
years. numerous clnical stuts randomized, placsbo-conol have been peromed.
‘ausing e sse thrapy  now considared 32 5n Stemtive heapy for vrus Gsesses
(COURVILLE t I, 2003; Wiegernck o 3 2013 Lopes and BJORDAL Maris, 2013
(CHILDRESS ans SEUTLER, 2013). Recent sudies have shown 3 potenl remecial
e of e lsar he incresses expression f type | colagen and 1 reorgnizsion o
hesefoers (Oiveia ta,2002) a0 the us o th laser assoiated with rasound i the
resiment o this ype o njry (Wood 3, 2010

Homeuer, s vy important o point st ht e known about e mechanism of
‘acion o he laser. I view of th data pesented above, he mporiance o using on 4
herapies s 2 Highy revant facor o he heath system, especilly n our county. The
establishment of axperments snd cirical eters for usng ths echnaue i sl srsly
nesces
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Exalate the lowouel laser acion (830nm) and s associaion Wit phamacoerapy.
using didofenac sodm in fssue repartendon, analyzn e mechanical behavior 2pd
hisological aspects.

I MATERIALS AND METHODS

135 male Wistar s were used weghing betuesn 120 3nd 2003 fom the animsl
acies of e UniverstyNove de Jubo (Ebics Comitee ANGOS7 2013

The anmals were sesietzed by aperionsal mecion of kemne
oo (80mg 1 4g)3nd xyiazne (10mg ./ kg). Then the cotrol arimas receved 35
Vet 2 ranscanus ijecton with 100 L o tele salne 0.9% NaCl i the postesr
rgion of e ight ot he Acile tendon. The animals of e fher groups receved 100
of sanscutaneous infecion ofcotagenase (1 mg i Sgma Cheica Co, Cat C-0885) i
e same region o the Achle fendon. Next, e amimals. etumed © the conainment
boes sepaated o S expermental groups it 7 animals per roup: - Contol group
(CTL) 100 . was rjeced o starie saine (087%) n Perndinous region o the Aches
{encon. - Tendonts Group unested (NT: 100 i was neced Cofagenase (1 mg /)i
Pertendinous ragion of s Achile tendon. Dicfens goup (DI 100l was fected of
Cotagense (1 mg /i) in Periendncusregon o the Achles tendon. Immeditey ster
iy, the ant-intammatry didcfenac soum was jected (1 mg kg M)

Phamacologea treament was.repeated daly unil the seventh (78) 3. -
iadisted Group (L) 100 bl was injeced of Collagenase (1 mg /i) in Pertendinous
region of the Aches tendon. Inmedatly fer inducton of endeits, he endons were
iadisted with low level aser i h infared wave fengh (830 ) an power 100N
he njection rgion at 2 singe locaton and conte,receivng power of 3. Iradation was.
repested caly un the seventh (7h) day. Groups teaied wih 3 comnaton o g
herapy and laser imsiation (D + L) 100l ws injcted of Colagensse (1 mg /)
Pertendinous regon of the Achles tandon. Immedily Ser iy he at-nfammtory
ifenac sodum was infeced (1 mg 1 kg IM) and hen was iradited wid ow power
aser . Phamacologial resiment s rapestd dalyunl e sevents (1) day. N

s inducion of e inflamatory process by necing colagenase and specifc
resiments, the aninals were euhanzad wih overdose e same comnaion of
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tncon 50 v then tisscted 3 rmovedfor furher sy

Mechanica Properes o Tendon

A5 prevously mentoned, aher nduction of e nlammatory process by,
cotagenase necton, the animals were sacfced 3 difeent fmes and tendnus Sssve
removes for subsequent analys’s. Some of s matenal was used immediately ater
ramoua, i tsction tets o vakte i machinicspropeies.

The nommal aciy of e fendon s fomed by 3 set of voltages appled o e
ssue, i it loading and uloadng orce. Thus, 3 sequence was aplied (0 oad
nduroad oros n rdar o smulte e conitons of s tension tencar,

Frst messuremens of lengh, wth 3nd heigt o e tendan il be perrmed
These s were s o et he 22 ofthe mstersl and stndsrzaton o resuts.

T tendons were e by machirictster (EMICZ00). The ost tenon regon
s atsched 1 e undesie o the unt and the muscietencon e Stachad o the o9
ofthe tensiomete.In order o revent cryng uring th tscton e, th fod region wil
b mmersed in scloic scuon (NaCl 0.9%) fvughout e fest. Severa oad fests and
nlocing frces wers caied out i he e of gt f e s,

Dusng he standardzaton o the Facion e 3 loading and uloading speed of &
e 1 s and added 0.3 o was used forcach sipment The mechanical tracton fest
was siopped automaticaly aer the uphre of he t5sue and he olowing parameters
were anayzec

- masimum uptre fcce (Frias)

~Detschment st maxmum g (Omis)

Jres—

HistologicalPreparaton of samples.

Tendon samples underwent standar histlogical reparatons, saring by faaton
oftssus i fomakhyce (10%) for 26 ours. el e th tncons were rinsed
120 watr and e dehydrated i gradusted ey aloohl slons 10%, 6%, 00% and
100%) 1hin schscluion. Then e tengons were clared  scahol st/ ykne 1 1




[image: image13.png]for 1. then passad hrough 2 bahs pure ykene Th each. The tendons were emoved
rom th xylene and immecitelypaced n bquid parain (60 C)in an oven for 2 hours.

Lstr the bloks were made o obtan e hisogesl sectors. The tendons
incuded i paafin bocks were cut lenghwise o sectons of Sum in thickness and
ranstred o istlogy sides which were deparafinzed and Pydraed. ioosus. red for
cotagen vew was used for saining. The mages were aken wih 3 micuscope fens
P20 NIKON plarzation reducer and cocpled 1o the ight soutc for the miruscope
images wih polarzed it

Statisios Ansiysis

Dta wer presenied 25 mean values wh he sandard devatons. Soh were
anlyzed i absole vaues 25 thir varaion in percenage, fom the vakes ablined for
e bomechanical analss. For parametic daa we used ANOVA wih postoc Tuley-
amer. Th vl of sgnficancewas set t p <0 05

aresuLTs

From th experimeris, we can o th olowng raphs and images below:

Figure 2 shows  maximum tacion siength char e me ofndon ruptre, he
cycic racion tstng. The NT group showed 2 rducton of the madmum acton seength
‘against e CTL group.The DIC and L3 groups ingroved her msimum trackon strngth
compared t the NT roup, reaching vaues near the CTL grovp. The D + L grosp
decreased by Fmax with values close o e NT grovp.

In gur 3 we cbserve the masimum Gsplacement of 2 gragh cbtaned for s3ch
‘xperimental roup during e mecharica racson tes. The NT group again showed 3
reducton indisiacement compared e CTL group. The D + L group showed sgnicant
increase compared displacement o3l s roups.

The graph of Figure 4 shows he relaonship between the maximum wacton
stangth values and tei respectve time ofse at the uptre o the tssue durng the
racton test. We cbserved in i raph it he NT group preses reducon i both
mimum 3cton seength s the ofset. The DIC and L2 groves Sppssr net o the CTL
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st dspiacement ncrezse

Figure 5 shows hisological mages of the sianed Sssue with Srus, Red. The st
ol shows mages wihut polarzaton and th second column polarzatn lens ws.
s,

From th hisologalimages presenied i 74, G, E. G and | cbsenv e marking of
cotagen ntendon ssue. It 0 possibe o bserve the arangement of cllagen fbers.

The NT 203 DIC groups had ceran dsoganzaton of calagen foers when
‘compared o the CTL group.

The L3 roup was he roup with thedisposal of e nearest e CTL grou.
It was cosaned 78, D. F. H,  posrizaon of posrzed mages fom lanes insered
e cptes micoscope. You can ses tht the NT 3nd IHD groups sre in contst more
inense green clor that e CTL group. Tisiensiy s eve greste in D + L gro.

The L3 showed again  provisionof reen and i olornear e CTL grce.

Soiscussion

Inflammtory processes such as endinopahy, oseoarits, and pantl disorders
oft spine are the most common muscdeskeltsl dsordes n modem sosiy (Felso,
Lawwence et AL, 2000).In i sens, tendoits appears 2 causing concem b  sport
mesicins and ocsupatona mesine.

A meta-anass ontendopaty and osecarhits showed hat here s o sfecive
inervenion i regeneraion or ingsthat consiain th progress of e dsease and pan
(Bordal e a1 2004). These muscloskeietal disorders, incuing. fendons, genealy
produce chronic pan and may lead o ssus degeneraton. Curent suies amed 2 e
isoveryof new nerapeutc approache, such 25 btion of cyokines L1 and TNF-0,
‘and mesloprotinase mnibiors (Krasnokuiky o131, 2007).

Therapy with Low Power Lase appears 2 one oo amongst these new thrapes.
In 55 serse, we present n s work 3 fendon fammaton model uced by
otagenase resamiing fendoit. by the prsenc of scue mfammtory pocess wih
cotagen degradaton (Warden 2007). A5 3 erapy o reduce infanmaton and pomote
ssue repal, we used pharmacaogical herapy wih e use of @dcfenac sodum, laser
hrspy and low powsr 55l he combinstion o these o thrspis (phamcclogesl and
aser therapy). T hypathes: of our work woukd be st phamacologsl hersps o
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inks change wih he psssage of tme and ssue rsoovary (Frank e 3, 1665: PUXKANDL.
ot 3. 2002 CORR et 3. 2008). Tis is explained by the change in the propotn o
cotagen 1 and Il urng he repar phase. s known hat durng he phase of repar.
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sides sined with pirosus rough polarzed Ight s wel known. I e early sages of
e hesing, colagen fbers are more decate and lss g, showng 3 loose
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MEDRADO e . 2008,
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was 3 reducion ofthe maximum tracton frce (Fa) compared o the healhy groe.
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