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RESUMO

Este estudo experimental tem objetivo de analisar os efeitos da fototerapia LED, no
processo inflamatério em tenddo de Aquiles de ratas ovariectomizadas (OVX), pelo
envolvimento dos mediadores inflamatdrios 1L-6, IL-10 e TNF-a. Foram utilizados 35
ratas Wistar fémeas, divididas em 4 grupos: sendo 3 grupos ovariectomizados, néo
tratados (NTTA); tratados (TTA) e controle subdivididos nos periodos experimentais
de 3, 7 e 14 dias, totalizando 30 ratos; e um grupo (n=5) ndo ovariectomizados (N&o
OVX). A tendinite foi induzida por trauma, utilizando uma massa de 208g posicionada
a 20 cm do tend&o direito de cada animal, com energia de 0,70J. Os animais foram
tratados 12h apds a tendinite, com terapia LED (945nm, poténcia de 32mW, energia de
3,84J,densidade de poténcia 0,06W/cmz2,densidade de energia 7,68J/cmz2,area de saida
do feixe 0,5 cm? e tempo de 120s) e a cada 48h nos periodos de 3, 7 e 14 dias. Em
seguida, a eutanasia decorreu em camara de CO», 24h ao ultimo tratamento. Os tenddes
foram dissecados e acondicionados em nitrogénio liquido a 196°C negativos,
descongelados apenas no momento da realizacdo do teste imuenzimatioco (ELISA).
Apbs a analise dos resultados os grupos tratados com LED apresentaram diminui¢éo no
namero de células pré-inflamatorias, IL-6 e TNF-a (p<0,05), e aumento no numero da
IL-10 (p<0,05) anti-inflamatéria mesmo quando comparado como grupo ndo OVX
(p<0,05). Assim conclui-se que a LED de baixa intensidade, nos pardmetros estudados
tem efeito reparador em processo de tendinopatia (tendinite) traumatica em ratas
(OVX).

Palavras-chave: Inflamacdo, Ovariectomia, Tendinite, Citocinas, LED.



ABSTRACT
The aim of this experimental study was to investigate the effects of LED phototherapy
on the inflammation process in the calcaneal tendon of ovariectomized rats (OVX)
through the involvement of inflammatory mediators IL-6, IL-10 and TNF-a. Thirty-five
female Wistar rats were divided into 4 groups: 3 ovariectomized groups, untreated
(NTTA); treated (TTA) and control subdivided into experimental periods of 3, 7 and 14
days, totaling 30 rats and one group (n = 5) not ovariectomized (not OVX). Tendinitis
was induced by trauma using a 208g mass placed at 20 cm from the right tendon of each
animal with energy of 0.70 J. The animals were treated 12 hours after tendonitis with
LED therapy ( 945nm , power 32mW, energy of 3.84 J, power density of 0.06 W / cm 2,
energy density of 7.68 J / cm 2, beam output area of 0.5 cm 2 and time of 120 s) and
every 48 hours at 3, 7 and 14 days. Then, euthanasia was performed in a CO2 chamber
24h after the last treatment. The tendons were dissected and stored in liquid nitrogen at -
196°C, thawed only at the time of immunoenzymatic test (ELISA). After analysis of
results, groups treated with LED showed decrease in the number of pro-inflammatory
cells, IL- 6 and TNF- o (p < 0.05) and increased number of anti-inflammatory IL -10 ( p
<0.05) even when compared to the not OVX group (p < 0.05). It was concluded that
low-intensity LED in the studied parameters has repairing effect on the tendinopathy

process (tendonitis) caused by trauma in female rats (OVX).

Keywords: Inflammation, Ovariectomy, Tendonitis, Cytokines, LED.
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1 CONTEXTUALIZACAO
1.1 Ovariectomia

E bem conhecidoque as mulheressdo mais propensas a lesdes
musculoesqueléticas. Muitos estudos revelam que os indices de acidentes por lesdo
ligamentar estdo relacionados com a diferenca sexual, sendo a adaptacdo da tracdo
mecanica sobre o tenddo diferenciada entre homens e mulheres (LIU et al., 1997; YU et
al., 2001; MAGNUSSON et al., 2007; MOUNTCASTLE et al., 2007). A estrutura e
composicdo de alguns tecidos € influenciada por hormoénios sexuais femininos
(WOJTYS etal., 1998, SHULTZ et al., 2004).

H& varios fatores que podem afetara cicatrizacdo do tenddo (SHARMA;
MAFFULLI, 2005). O estrogeno é um horménio que produz numerosas acoes
fisioldgicas, incluindo efeitos no desenvolvimento celular. Além de aches
neuroenddcrinas envolvidas no controle da ovulagdo, preparo ciclico do trato reprodutor
para fertilizacdo e implantacdo do Ovulo, agBes no metabolismo de minerais,
carboidratos, proteinas e lipideos (WILLIAMS; STANGEL, 1996).

Os ovérios sdo a principal fonte de estrdgeno circulante. O principal produto
secretor € o estradiol, sintetizado pelas células granulosas a partir de precursores
androgénicos (androstenediona ou testosterona), proporcionados pelas células da teca
(WILLIAMS; STANGEL, 1996). Os mecanismos pelos quais esse horménio age nao
estdo completamente claros, mas sabe-se que seu mecanismo de acéo envolve interagdo

entre uma molécula ligante e um receptor (COMPSTON, 2001).

O tecido musculoesquelético e os tendBes sdo conhecidos por possuir receptores
de horménios sexuais, incluindo progesterona e estrégeno (WIIK et al.,, 2008). O
receptor de estrogeno encontra-se em tecidos do trato reprodutivo em concentraces
variaveis. A especificidade do hormonio é determinada pelo dominio de ligacdo do
estrégeno na regido do receptor, e a resposta do tecido depende do nimero de receptores
(TURNER et al.,1994). O receptor se liga de maneira reversivel ao estrégeno com alta
afinidade e especificidade. A ativacdo do receptor parece envolver uma mudanca
conformacional capaz de liga-lo ao receptor nuclear (RORIES; SPELSBERG, 1989). A
resposta bioldgica a acdo do estrogeno é um fendmeno saturdvel. O numero de

receptores por massa de tecido é limitado (GRAY, 1989).
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A identificacdo de receptores de estrogeno e progesterona nos fibroblastos referi
uma relacdo dos horménios femininos sobre a estrutura do tecido (LIU et al., 1997). A
presenca de frouxiddo ligamentar é apontada quando comparado 0s niveis basais de

estrdgeno e progesterona a fase de pico (HEITZ et al., 1999).

O estrogeno modula algumas citocinas, destacando-se a interleucina IL-1, a qual
induz a sintese e a liberacdo de outros mediadores, como a IL-6 (VANDEUREN et al.,
1992). Os quais estimulam os fibroblastos a se proliferarem e a produzirem colédgeno
controlando o crescimento das células endoteliais (TROWBRIDGE; EMLING, 1996).
Tendo efeitos mensuraveis sobre o tecido colagenoso (SLAUTERBECK et al., 1999).
Os mecanismos subjacentes a presenca de estrdgeno também causam alteracGes na
producdo e liberagdo de coladgeno, com a sintese de coldgeno diminuida a um aumento
da degradacdo do tenddo (FISCHER, 1973; LIU et al., 1997; NEUGARTEN et al.,
2000; YU et al., 2001).

Sabe-se dos efeitos do estrégeno na sintese de colageno sobre a exposicdo de
diferentes niveis deste horménio (MILLER et al., 2006; BRYANT et al., 2008). Ha
evidencias de que o tendao é particularmente sensivel a altos niveis de estrogeno, dada a
presenca de receptores especificos (MILLLER et al., 2006). Assim, embora 0 exato
mecanismo € desconhecido, acredita-se que a diminuicdo da estirpe do tenddo nos
usuarios de contraceptivos € um sinal dos efeitos do estr6geno sobre a sintese de
colageno (BRYENT et al., 2008).

Desta forma, concentracOes variadas deste hormdnio estdo associadas com a
diminuicdo da resisténcia e tracdo, além de provocar reducdo no conteudo total de
colageno, diametro e densidade da fibra de colageno (HAMA et al., 1976; ABUBAKER
et al., 1996; SLAUTERBECK et al., 1999). Com importante acdo na homeostasia dos
tecidos musculoesqueléticos, porém com uma incompleta compreensdo sobre a sintese
de colageno, ja que o conteudo de colageno é conhecido por afetar as propriedades
mecanicas do tecido conjuntivo (MAGNUSSON et al., 2007, CIRCI et al., 2009).
Assim, é plausivel esperar que estes fatores possam causar variabilidade nas
propriedades dos tenddes (CIRCI et al., 2009).
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1.2 Tendinite

A tendinite, lesdo de esforco, é uma desordem comum do sistema
musculoesquelético com vérias manifestacfes patoldgicas, sendo este o termo usado
para descrever dor crénica no tendao que na maioria das vezes é causada pela realizacdo
do mesmo movimento repetidamente (MAFFULLI, KADER, 2002; CHIODO,
WILSON, 2006). Devido a variedade etioldgica é uma das desordens que mais afastam
trabalhadores de suas funcGes, sendo tratada como um problema ocupacional e
representando mais de 30% das ocorréncias esportivas (SANDMEIER, RENSTROM,
1997; COVIZI et al., 2001; MAFFULLI et al., 2000; MAFFULLI, KADER, 2002
PAAVOLA, et al., 2002; BARBE, 2003).

O tendéo do calcaneo é um dos tendGes mais lesionados, causando incapacidade,
devido a dor e o inchaco. Um dos distirbios mais comuns da sociedade moderna.
(FELSON et al., 2000; CHERRY, MEYER, 2001; LONGO et al., 2009). Sabe-se em
sua patogenia que os esforcos fisicos excessivos e repetitivos podem causar micro-
traumas nos tecidos levando assim a uma ruptura espontanea dos tenddes, ocasionando
uma inflamacdo (tendinite) como ocorre na pratica desportiva, estas lesdes também sdo
chamadas de lesbes de sobrecarga, resultantes na inabilidade do tenddo em suportar

qualquer carga adicional de tensdo (SALATE, 2002).

Quando acontece uma lesdo, a causa mais frequente é o estresse tendineo, pois
ocorre extensdo exacerbada dos tendbes acima da capacidade tecidual, com
desorganizacdo das fibras tendineas, levando ao surgimento de um processo
hemorrégico e inflamatdrio que possui efeitos deletérios para o tenddo (MACHADO et
al., 2000; STERGIOULAS et al., 2008). Ndo havendo prevencdo destes danos, surge o
processo inflamatorio crénico, onde ocorre o remodelamento da bainha tendinea e do
tecido sinovial, enchendo o espaco sinovial de células inflamatorias. Estas alteracdes no
tecido tendineo conduzem a um distdrbio macico do tenddo, reduzindo sua
funcionalidade. Outra complicacao esta no fato que os tendGes usam suas extremidades
para se ligarem em outras estruturas como 0ssos e cartilagens; este processo
inflamatorio pode migrar para esses tecidos. Esta pode ser a explicagdo sobre como 0s
tenddes sdo as estruturas mais afetadas pela inflamagdo cronica e como a tendinite
influencia na manifestacéo de doencas inflamatorias nos o0ssos e cartilagens (HAYER et
al., 2007).
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No processo inflamatério a complei¢cdo de mediadores quimicos faz com que a
inflamacdo mantenha caracteristicas uniformes mesmo sendo produzida por irritantes
dispares. As citocinas sdo produzidas por células do sistema imune com a propriedade
de atuar sobre outras células do organismo, pertencentes ou ndo ao sistema imunologico
(MONTES et al., 2000).

A regulacéo do processo inflamatdrio envolve um equilibrio entre as citocinas
pré e anti-inflamatorias. Estas ultimas tém o papel de inibir as primeiras. A mais bem
pesquisada e notoria dentre as anti-inflamatorias é a IL-10, que em linfdcitos infiltram
nas zonas isquémicas e infartadas. Em mondcitos e macrofagos ela inibe a sintese do
TNF, IL-6 e outras, além de suprimir as metaloproteinas e estimular inibidores da
metaloproteinase preservando a matriz celular. (FRANGOGIANNIS et al.,1998; HILL
etal..,, 1998; MOURA et al.,2001; ESPER, MONROY, 2001).

A IL-10 é uma citocina pleiotropica produzida pelas células T helpers, linfécitos
T, linfécitos B, mondcitos e macrofagos. Possui propriedades anti-inflamatorias, cuja
principal funcdo é a regulacdo do sistema imune, pois inibe de maneira potente a
expressdo e/ou a producdo de citocinas pro-inflamatérias. Exerce seu efeito anti-
inflamatorio no sistema vascular pela inibicdo das interacdes celulares endoteliais e
leucocitarias, e da producdo de chemocinas por macréfagos ou linfécitos. Por meio de
um feedback negativo parece bloquear de modo persistente a producdo das citocinas
pré-inflamatorias (CHOI et al., 2007).

Apbs contato com um agente agressor a primeira citocina pronunciada pelas
células do hospedeiro é o de Fator de Necrose Tumoral (TNF), considerado o principal
mediador inflamatorio, produzido por diversos tipos celulares. A ministracdo de TNF
induz a sintese de outros mediadores, como a IL-6, cuja liberacdo é inibida pela
neutralizacdo da atividade do TNF (FONG, LOWRY, 1990). O TNF desempenha
papel-chave no disparo e na regulacéo da resposta inflamatoria e imunoldgica, além de
atuar como mediador de algumas respostas metabolicas e cardiovasculares que ocorrem
durante a infec¢cdo (GRUNFELD, PALLADINO, 1990).

Sua ligacdo a receptores especificos localizados na membrana celular, 0 TNF-a,
intera com o sistema imune, sendo capaz de exacerbar os sinais e sintomas de doencas
que sdo desencadeadas por alteracdes da resposta imunologica (LOPEZ-ARMADA et
al., 2006; SBARSI et al., 2007). Sendo uma citocina pro-inflamatoria esta participa na
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degeneracdo do osso e da cartilagem, ocupando a primeira posi¢cdo nas citocinas da
cascata inflamatoria, regulando a produgdo de mediadores dentre eles as interleucinas
IL-6 e IL-10 (BRENNAN et al., 1998).

A IL-6 esta fortemente relacionada a producao e liberacdo das proteinas da fase
aguda e pode induzir febre e causar a liberacdo do hormonio adrenocorticotrofico. A
concentracdo de IL-6 no soro eleva-se dentro de 2 a 4 horas ap6s um corte ou trauma e a
intensidade da resposta correlaciona-se com a duracdo. A IL-6 € um bom marcador de
dano tissular e seus niveis podem ser um prognostico de choque séptico. Este padréo de
resposta é consistente com o papel de um mediador, considerado um indicador bastante
preciso na evolugdo da lesdo (HAUSER et al., 1998, CASEY, 1993; MOURA et al.,
2001; ESPER, MONROQY, 2001).

Assim como a IL-6, 0 TNF-a é um mediador central da resposta de fase aguda,
pois também determina a producdo e elevacdo das concentracdes plasmaticas (YUDKIN
et al., 1999; WILLERSON, RIDKER, 2004; FRANCISCO et al., 2006). Por causa de
sua atividade bioldgica pleiotropica, esta citocina estd envolvida no processo de
inflamacéo, pois desempenha um papel principal na cascata das citocinas e estimula a
sintese de outras citocinas (FRANCISCO et al., 2006).

A migracgéo e proliferacdo dos fibroblastos sé@o desencadeadas por fatores de
crescimento e citocinas fibrogénicas dentre estes o0 TNF e a IL-6 e 10, parcialmente
derivadas dos macrofagos inflamatérios. Durante a formacdo do tecido de granulacéo,
os fibroblastos adquirem caracteristicas estruturais, funcionais, imunoldgicas e quimicas
diferentes dos tecidos fibroblasticos normais (CONTRAN et al., 2000).

No entanto, a renovacdo do coladgeno €, em geral, muito lenta, e em muitos
orgdos, como tendBGes e ligamentos, ela é praticamente estavel (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004). Muitas vezes a reparacdo pode prover uma arquitetura de um
tenddo normal, porém, dificilmente ir4 reproduzir a formacdo prévia ou retornard as
suas propriedades mecanicas originais de deslizamento sobre os tecidos vizinhos
(MACHADO et al., 2000). Com isso, a possibilidade de ocorrer alguma falha durante o
processo de reparo poderd levar a uma desarmonia nos tenddes (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004).
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A cicatrizagdo do tenddo apresenta melhores resultados na presenca do
estrogeno, tendo a proliferacdo celular e a resposta inflamatéria superior. Porém o
conhecimento sobre as propriedades do tend&do relacionados a deficiente de estrégeno

sdo escassos e incoerentes (CIRCI et al., 2009).

Com uma predominéancia e cronicidade elevada esta tendinopatia € um grande
problema sdcio econdmico onde a busca de intervengdes, tratamentos médicos e novas
terapias sdo de suma importdncia (LANGBERG; KONGS-GAARD, 2008). Ha
diversas técnicas de tratamentos sendo inseridas para atenuar e sanar as tendinopatias,
com um aumento exacerbado de estudos referente a utilizacdo de luz como terapia
(CARVALHO et al. 2006, ALBERTINI et al., 2007; XAVIER et al., 2010). Porém, ha
bem menos pesquisas referentes a fototerapia de baixa poténcia LED, que vem
evidenciando resultados positivos no processo inflamatério tdo qudo comparados aos
estudos com fototerapia utilizando o LASER do qual se difere na presenca de coeréncia
(DALLAGNOL et al., 2009).

1.3 Terapia LED

O LED suscita emissao de luz monocromatica, ndo coerente, o que difere da luz
LASER (ANDRADE et al., 2001; CORAZZA, 2005; PACHECO, 2007). Por ser
semicondutor, tendo como atributo conduzir a corrente elétrica em um Unico sentido,
oferece grande eficiéncia na conversdo de energia elétrica em Optica, dissipando pouca
poténcia (MEDEIROS, 2001), emitindo apenas uma pequena banda espectral (STAHL,
2000; KURACHI et al., 2001; CORAZZA, 2005; PACHECO, 2007). Diversos autores
relatam que terapias que utilizam LED em baixa intensidade promovem 0s mesmos
efeitos que LASER de baixa intensidade (ANDRADE et al., 2001; BICUDO, 2004;
MAVROPOULOS et al., 2005; FARIA, 2006; MACHADO et al., 2008; DALL
AGNOL et al., 2009).

A coeréncia é uma propriedade da luz LASER, porém ao penetrar no tecido ela
se perde nos primeiros extratos da pele (PONTINEM, 2000; DALL AGNOL et al.,
2009). Isto ocorre devido a grande variedade de estruturas celulares que compde a pele
(MICKILEY et al., 1988; HACZEKI et al., 1989). A perda de coeréncia, ndo existente
no LED, ndo altera a irradiacdo absorvida pelas células (SMITH, 2005). Desta forma os
fotons véo se distribuir de acordo com a absorcdo de cada estrutura. O cromdforo é

responsavel pela absor¢do luminosa, quando ocorre a absorcdo de fotons por um
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cromoforo um estado molecular eletronicamente excitado se estabelece, resultando na
atividade celular (KARU, KOLYAKOV, 2005). A ampliacdo desta atividade, tanto em
divisdo como em sintese, tém sido relacionados ao comprimento de onda do féton e

com a dose, e ndo especificamente a fonte de luz (KARU, 2000).

O desenvolvimento da terapia LED vem contribuir nos sistemas de atencao a
salde publica, sendo mais um componente para a reabilitacdo de pacientes por meio de
uma terapia de baixo custo. Possuem evidéncias cientificas que a fototerapia de baixa
intensidade € uma estratégia terapéutica para regeneracéo e fortalecimento nos tenddes
calcaneos de ratos apos lesao induzida. Dessa forma, observa-se que o LED pode vir a
ser um substituto para algumas terapias de baixa intensidade. Entretanto, para tal se faz
necessario mais estudos para determinar dosimetria, efeito e mecanismo de agdo da
terapia com LED (SACONA et al., 2008; CASALECHI, 2009).

As pesquisas com a utilizacdo do LED estdo em crescimento, ha diversos
beneficios encontrados como a regeneracdo do tecido tendinoso e organizacao das fibras
colagenas sendo tdo eficaz quanto outras terapias (FARIA, 2006), na prevencdo de
caries, efeito bactericida e alivio da dor na cicatrizagdo (BEVILACQUA et al., 2007;
TORTAMANO et al., 2009), regeneracdo do tenddo de Aquiles, com diminui¢do do
namero de fibroblastos e melhora na qualidade da remodelacdo (CASALECHI et al.,
2009), resultados semelhantes na cicatrizacdo do tenddo ao comparar o LED com o
LASER (BASTOS et al., 2009), regeneracio positiva em inflamacéo 6ssea (ARAUJO,
2009), acdo anti-inflamatoria com aumento qualitativo e quantitativo dos fibroblastos e
fibras colagenas (SILVA et al., 2011) acolito na cicatrizacdo de ferida cutanea, com
melhora da dor apds a primeira sessdao e reparo completo no décimo quinto dia
(TRELLES et al.,2008).

Nas investigacdes referentes aos efeitos positivos da terapia LED baixa
intensidade sobre o tenddo do calcaneo, em ratos, encontra-se uma variada densidade de
energia como no estudo de Parente (2012), utilizando uma densidade de energia (DE) de
2,04 Jlcm? obteve resultados satisfatorios na recuperacdo da tendinite com acOes
positivas sobre maturagdo das fibras colagenas e no processo inflamatério com
diminuig&o na expressao de IL1-p e aumento na expressao TGF-B em animais nutridos e
desnutridos. Neste mesmo estudo as andlises histopatologicas, apontam uma redugdo no

namero de celulas inflamatorias, reparacdo tecidual e melhora no alinhamento das fibras
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coldgenas. Faria (2006) verificou regeneracdo e organizacdo nas fibras colagenas
usando uma DE de 4J/cmz?, também com esta mesma DE Silva et al. (2010) alcangaram
melhora na agdo anti-inflamatoria acelerando a reparacdo tecidual, Casalechi et al.
(2009) com 20J/cm? obtiveram reducdo do numero de Fibroblastos e aumento na
remodelagdo das fibras de colagenas, Xavier et al. (2010) utilizando 7,5 J/cm?,
demonstraram reducdo na expressdo do RNAm em COX, TNF, IL4 e aumento IL10,
outros estudos também mostram resultados satisfatorios na busca dos niveis de
mediadores pré e anti-inflamatérios (PIRES et al., 2011, LARAIA et al., 2012,
CASALECHI etal., 2013, XAVIER et al., 2013).

Os mecanismos da terapia LED podem ser considerados bem compreendidos, no
entanto a dose adequada para uma eficiente resposta e consequentemente uma
cicatrizacao perfeita sem implicacdes ainda é tacita. Diante da reducdo do estrdégeno
causada pela ovariectomia e suas consequéncias na regeneracao tecidual, maturacdo de
tecidos e dos estudos sobre a fototerapia de baixa poténcia no processo inflamatorio, o
presente trabalho teve o designio investigar os efeitos da terapia LED verificando os
niveis das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a em ratas ovariectomizadas com trauma

tendineo.
1.4 Justificativa

O envelhecimento esta associado a varias modificacbes no organismo, dentre as
mudancgas fisiologicas desta faixa etéaria esta a reducdo hormonal, paralelamente a um
aumento da prevaléncia de doencas inflamatorias musculoesqueléticas, sendo estas
variacdes hormonais um coadjuvante no processo de adensamento destas patologias.
Com o avanc¢o dos estudos referentes a estas desordens, novas terapias vém sendo
desenvolvidas, com especial énfase aquelas que apresentam potencial terapéutico sobre
a inflamacdo e dor. Além disso, grande atencdo tem sido dada aos efeitos adversos de
terapias anti-inflamatdrias. Sendo assim, cada individuo acima de 60 anos é um
potencial candidato ao uso cronico de farmacos anti-inflamatdrios e consequentemente,

aos conhecidos efeitos adversos decorrentes deste uso.

A razdo do aumento de pesquisas buscando comparar os efeitos da fototerapia
com o uso do LED em substituicdo ao LASER ¢ que, diferente do comprimento de
onda, a sua coeréncia ndo € um fator importante para o efeito biomodulador (SMITH,

2005). Além disso, os aparelhos que emitem radiacéo laser tém alto custo, fazendo-se
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necessaria a busca por fontes luminosas alternativas. Nesse contexto, os LED’s surgem
como uma excelente opcdo em virtude do seu potencial de agdo e de seu valor mais
barato. Porém, existem discordancias de pesquisadores quanto a eficiéncia dessa terapia
na biomodulacéo tecidual. Com isso, torna-se necessario o conhecimento sobre a dose e
0s mecanismos que influenciam na recuperagdo dos tenddes, com deficiéncia de
estrogeno, reparados com LED, pois o estabelecimento de protocolos adequados podera
auxiliar mais rapidamente na incorporacdo desse tipo de fototerapia e como o tendédo

sob niveis insuficientes de estrogeno se manifesta perante a esta terapia.



20

2 OBJETIVOS
2.2 Objetivos Gerais

Investigar os efeitos da fototerapia LED, na regido do infravermelho, no
processo inflamatorio tendineo induzido por trauma mecénico no tenddo calcaneo em

ratas ovariectomizadas.

2.3 Objetivos especificos:

- Analisar o envolvimento dos mediadores inflamatorios IL-6, IL-10 e TNF-a.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Aspectos Eticos

Os aspectos éticos deste estudo seguiram as premissas da Sociedade Brasileira
de Experimentagdo Animal (COBEA) sendo realizado de acordo com as orientagOes
para o cuidado animal. Os procedimentos experimentais foram avaliados e aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa na Utilizacdo de Animais— CEUA da Universidade
Nove de Julho (UNINOVE), sob registro: An0022/2012.

3.2 Animais

Foram utilizadas 35 ratas, fémeas, jovens, linhagem Wistar (200 £ 20g), que
passaram por um periodo de ambientacdo e adaptacdo de uma semana no biotério, antes
do inicio dos experimentos. Os animais foram mantidos em gaiolas padrdo, em grupos
aleatdrios de cinco animais, mantidos em sala com temperatura e umidade constante
(24°C e 60%), iluminacdo com ciclo de claro e escuro 12 por 12 horas, com agua e

racao a vontade.
3.3 Modelo Experimental de Ovariectomia

Os animais submetidos a ovariectomia primeiro foram anestesiados com
a combinagdo de ketamina (40-100 mg/kg, IP) e xilazina (1-5mg/kg, IP) (VIANA,
2003) assim submetidos a tricotomia. A incisdo foi feita um dedo a frente da crista
iliaca, parte tricotomizada, em condicBes assépticas preparadas para a ovariectomia
(OVX). Bilateralmente os ovarios foram identificados, mantidos firmemente, e com fio
de Nylon amarrados ao redor do oviduto, incluindo os vasos sanguineos ovarianos e
entdo removidos. A inciséo, pele e parede muscular, foram suturadas (HERNANDEZ,
2000; IRIGOYEN, 2005; FLUES et al., 2010). Os animais receberam depois da cirurgia
uma injecdo de antibidtico Enrofloxacina (5-10 mg/kg, SC) a cada 12h (VIANA, 2003).

Apbs quatorze dias de pods-operatério foi verificada a efetividade do
procedimento atraves do teste de esfregaco (MARCONDES et al., 2001), onde todos 0s
animais se encontravam com o ciclo estral em diestro. Sendo aguardados 90 dias para o
inicio do experimento (LATOUR et al., 2001; SHINODA et al., 2002; FLUES et al.,
2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shinoda%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11896488
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3.4 Grupos Experimentais

Noventa dias ap0s a ovariectomia, 0s animais pesando (240+20g), foram

aleatoriamente distribuidos em trés grupos experimentais com periodos de 3 dias, 7

dias e 14 dias sendo subdivididos em tratados e ndo tratados. Todo material para o

grupo controle, ratas ovariectomizadas, foi retirado do tenddo contralateral (tend&o

esquerdo) dos animais nos respectivos periodos, demonstrados abaixo:

Tempo experimental de 3 dias (animais eutanasiados no 4° dia experimental):

Grupo NTTA3(n=5): controle-tendinite, na fase inicial a tendinite foi
induzida por meio de trauma conforme descri¢do, porém nao receberam
tratamento, sendo simuladas as mesmas técnicas de aplicacdo da

irradiacdo com o equipamento desligado.

Grupo TTA3(n-=5): tendinite induzida, os animais foram tratados com
LED (7,6J/cm?), no infravermelho (945nm) com dose total de 15,2J/cm?,
a partir de 12 horas apés a inducdo da tendinite até o 3° dia, em dias
alternados.

Grupo Controle 3: foi constituido por 4 tendbes retirados das patas

contralaterais (esquerda) dos animais acima.

Tempo experimental de 7 dias (animais eutanasiados no 8° dia experimental):

Grupo NTTA7 (n=5): controle-tendinite, na fase inicial a tendinite foi
induzida por meio de trauma conforme descri¢do, porém nao receberam
tratamento, sendo simuladas as mesmas técnicas de aplicacdo da

irradiacdo com o equipamento desligado.

Grupo TTA7 (n=5): tendinite induzida, os animais foram tratados com
LED (7,6J/cm?), no infravermelho (945nm) com dose total de 30,4J/cm2,
a partir de 12 horas apés a inducdo da tendinite até o 7° dia, em dias

alternados.

Grupo Controle 7: foi constituido por 4 tenddes retirados das patas

contralaterais (esquerda) dos animais acima.
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Tempo experimental de 14 dias (animais eutanasiados 14° dia experimental):
e Grupo NTTA 14 (n=5): controle-tendinite, na fase inicial a tendinite foi
induzida por meio de trauma conforme descri¢do, porém ndo receberam
tratamento, sendo simuladas as mesmas técnicas de aplicagdo da

irradiacdo com o equipamento desligado.

e Grupo TTA 14 (n=5): tendinite induzida, os animais foram tratados com
LED (7,6J/cm?), no infravermelho (945nm) com dose total de 53,2J/cm2,
a partir de 12 horas apés a inducéo da tendinite até o 14° dia, em dias

alternados.

e Grupo Controle 14: foi constituido por 4 tenddes retirados das patas

contralaterais (esquerda) dos animais acima.

O grupo ndo OVX foi composto por ratas, fémeas Wistar (n=5), ndo
ovariectomizados com o mesmo peso (240+20g) e idade das ratas ovariectomizadas

apos 90 dias.

on ro

T'I;A

Controle

Figura 1: Fluxograma dos tempos e grupos, cada grupo com dois subgrupos e mais o

grupo controle formado por ratas ndo ovariectomizadas, totalizando 35 animais.
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3.5 Modelo Experimental de Tendinite

As ratas foram anestesiadas via intraperitoneal com uma combinacdo de
ketamina (40-100 mg/ kg, IP) e xilazina (1-5 mg/ kg, IP) (VIANA, 2003, DAMY et al.,
2010). Todos os cuidados prévios foram tomados para evitar qualquer desconforto para
0s animais. Os animais posicionados em decubito ventral no aparelho para inducéo
controlada de trauma prensa lesionadora CIPEDE® (Fig. 2), para a produgdo de uma
contusdo na regido medial do tenddo calcaneo. Utilizou-se massa de 208g posicionada a

20 cm do tendd@o do animal, o impacto da mesma possibilitou uma energia aplicada no
tendao de 0,70J.

Prensa Lesionadora__is) *

Figura 2. Prensa Lesionadora da marca CIPEDE®.
Fonte: www.cidepe.com.br/pt/produtos/fisiologia/prensa-lesionadora

Apds os procedimentos descritos acima, os animais foram mantidos aquecidos
até a finalizacdo do efeito anestésico, com o objetivo de se evitar a morte acidental por
hipotermia. Também receberam analgésico Flunixina Meglumina (2,5 mg/km SC)
(VIANA, 2003) para a prevencdo de qualquer desconforto possivel.

3.6 Terapia LED

O equipamento LED (Light Emitting Diode) utilizado no estudo foi um
prototipo desenvolvido para esta pesquisa, com poténcia previamente aferida por meio

de um medidor de poténcia (Model 13 PEM 001/J, Melles Griot, Netherlands). Os
parametros estdo detalhados na tabela 1.
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Tabela 1: Parametros de irradiagio do LED

Parametros de irradiacéo

LED

Comprimento de onda

Poténcia
Energia
Densidade de Poténcia

Densidade de energia

Area de saida do feixe

Tempo

945nm (x10nm)

32mwW
3,84
0,06W/cm?2

7,68J/cm?

0,5cm?

120s

Os animais foram posicionados em decubito ventral e contidos manualmente. As

patas traseiras foram imobilizadas seguindo-se a aplicagdo do LED por 120segundos. A

aplicacdo foi pontual em contato direto com o tenddo calcaneo direito, (MOURA
JUNIOR, 2010; SILVA et al., 2011) formando um angulo de 90° em relac&o ao tendéo.

Para efeito do tratamento os animais foram expostos a radiacdo LED em dias

alternados, ou seja, com um intervalo de 48 horas entre as aplicacGes, sendo iniciado 12

horas ap6s a inducdo da tendinite no grupo tratado (TTA), tendo-se o cuidado para que

todos tivessem a mesma manipulacdo diaria em mesmo horario (CASALECHI et al.,
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2009; XAVIER et al., 2010).
= =~ E0
e OVX h e LED

e Esfregaco

- E-E-E

.« LED * Grup3d . LED —

Dose 15,2 J/cm? e Eutanésia

Bl -

e LED e Grup7d e LED
Dose 30,4 J/cm? e FEutanasia

- o .

e LED - e LED
Dose 53,2 J/cm?

e Grup 14d
e Futanasia

Figura 3: Organograma de atividade e tempo.
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3.7 Modelos de eutanasia

Ao termino de cada grupo experimental (3, 7 e 14 dias), os animais foram
eutanasiados 24hs apés a ultima sessdo de terapia. Para padronizacdo, conforme
protocolo experimental, a eutandsia ocorreu com a utilizacdo da camara de CO2,
calibrada para o nivel entre 70 a 80% de ocupacao da camara (disponivel no biotério da
UNINOVE). Os animais foram conduzidos até a cdAmara e colocados imediatamente em
contato com o gas para perda rapida de consciéncia e hipdxia, atribuida a depressao dos

centros vitais.

A remocéo dos tenddes foi feita por dissecacdo, a partir de uma primeira incisao
na juncdo miotendinea seguida por uma incisdo na jungdo osteotendinea, na insercdo
calcanear. Assim, foram devidamente identificados e armazenados em tubos para
criogenia Nalgene® e acondicionados em nitrogénio liquido a 196°C negativos,
descongelados apenas no momento da realizacdo do teste imunoenzimatico (ELISA).
Foram retirados os tenddes direitos de todos os animais e quatro tenddes esquerdos dos

animais ovariectomizados, compondo o material para o controle.
3.8 Determinacao de Eicosanotides, TNF-a, IL-6 e IL-10

A dosagem das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 das amostras de tenddo calcaneo
foram realizadas pelo teste imunoenziméatico (ELISA), seguindo instrucbes do kit
comercial (B&D System, EUA). Para tanto, placas de 96 pocos foram sensibilizadas
com 100ul de anticorpo monoclonal para cada citocina: IL-6 diluido em tampédo
carbonato de sédio (0,1M, pH 9,6), enquanto anti IL-10 e TNF-a diluidos em tampéo
fosfato de sédio (0,2M, pH 6,5). As placas foram incubadas (4°C) por 18h. Para o
bloqueio, ap6s as placas foram lavadas com PBST (solu¢do PBS contendo 0,05% de
Tween 20) por 4 vezes e depois preenchidas com 300 pl/pogo de solugdo de bloqueio
(3% gelatina em PBST, Sigma) a 37°C por 3 horas e submetidas a novo ciclo de
lavagens. Em seguida, 100ul das amostras devidamente diluidas, os padrdes das
citocinas recombinantes foram adicionados a placa e deixadas por 18h em temperatura
de 4°C. Apos lavagem, 100ul dos respectivos anticorpos biotinilados especificos de
deteccdo para cada citocina foram acrescentados e deixados por 1h em temperatura
ambiente. Apds lavagem das placas, 0 volume de 100ul de estreptavidina — peroxidase
foi adicionado e deixado por 1h em temperatura ambiente (22 °C) seguida de novas

lavagens. A reacdo foi revelada pela adigdo de 100 pl/pogo da solugdo de 3.3°5.5’
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tetrametilbenzidina (TMB) e interrompida pela adi¢ao de 50 ul/pogo de acido sulfdrico
(2 N). A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro Espectra Max plus 384 (Sunnyvale,
CA, EUA) em comprimento de onda de 450nm com correcdo a 570nm. As
concentracdes das amostras foram calculadas a partir das curvas-padrdo obtidas com as
citocinas recombinantes. O limite de detec¢do para IL-10 e TNF-a ¢ de 1,95 pg/ml,
enquanto para IL-6 é de 15,6 pg/ml.

3.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste de analise de
variancia com 5% de probabilidade (ANOVA) e, quando necessario outro teste para
determinacdo da diferenga encontrada foi utilizado o teste de Tukey, também com 5%
de probabilidade.
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EFFECTS OF LOW-INTENSITY LED THERAPY ON INFLAMMATORY
BIOMARKERS OF OVARIECTOMIZED RATS WITH TENDON TRAUMA
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Abstract: The aim of this experimental study was to investigate the effects of LED
phototherapy on the inflammation process in the calcaneal tendon of ovariectomized
rats (OVX) through the involvement of inflammatory mediators IL-6, IL-10 and TNF-a.
Thirty-five female Wistar rats were divided into 4 groups: 3 ovariectomized groups,
untreated (NTTA); treated (TTA) and control subdivided into experimental periods of 3,
7 and 14 days, totaling 30 rats and one group (n = 5) not ovariectomized (not OVX).
Tendinitis was induced by trauma using a 208g mass placed at 20 cm from the right
tendon of each animal with energy of 0.70 J. The animals were treated 12 hours after
tendonitis with LED therapy ( 945nm , power 32mW, energy of 3.84 J, power density of
0.06 W / cm 2, energy density of 7.68 J / cm 2, beam output area of 0.5 cm 2 and time of
120 s) and every 48 hours at 3, 7 and 14 days. Then, euthanasia was performed in a CO>
chamber 24h after the last treatment. The tendons were dissected and stored in liquid
nitrogen at -196°C, thawed only at the time of immunoenzymatic test (ELISA). After
analysis of results, groups treated with LED showed decrease in the number of pro-
inflammatory cells, IL- 6 and TNF- o (p < 0.05) and increased number of anti-
inflammatory IL -10 ( p <0.05) even when compared to the not OV X group (p < 0.05).
It was concluded that low-intensity LED in the studied parameters has repairing effect
on the tendinopathy process (tendonitis) caused by trauma in female rats (OVX).

Keywords: Inflammation, Ovariectomy, Tendonitis, Cytokines, LED.
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INTRODUCAO

E bem conhecido que as mulheres sio mais propensas a lesdes musculoesqueléticas,
estudos revelam que os indices de acidentes por lesdo estdo relacionados com a
diferenca sexual, sendo a adaptacdo da tracdo mecanica sobre o tenddo diferenciada
entre homens e mulheres [1-3]. A estrutura e composi¢do de alguns tecidos podem ser
influenciadas por hormonios sexuais femininos, o estrogeno causa alteracdes na
producdo e liberacdo de colageno [4]. A diminuigdo da sintese de colageno leva a um
aumento da degradagao do tendéo [1,2].

A tendinite € um dos disturbios mais comuns na sociedade moderna, causando
incapacidade devido a dor e inchaco [5]. Em sua patogenia sabe-se que esforgos fisicos
excessivos e repetitivos podem causar micro-traumas nos tecidos, levando a ruptura
espontanea dos tendbes. A causa mais frequente de uma lesdo é o estresse tendineo,
ocorre extensdo exacerbada dos tendbes acima da capacidade tecidual, com
desorganizacdo das fibras tendineas, levando ao surgimento de um processo
hemorragico e inflamatdrio [6,7].

A compleicdo de mediadores quimicos faz com que a inflamagcdo mantenha
caracteristicas uniformes mesmo sendo produzida por irritantes dispares. A regulacédo
do processo inflamatério envolve um equilibrio entre as citocinas pré e anti-
inflamatdrias. A IL-10, mais notdria entre as citocinas anti-inflamatorias, atua em
linfocitos infiltrando nas zonas isquémicas e infartadas e em mondcitos e macrofagos
inibindo a sintese do TNF-alpha, IL-6 e outras [8-10].

A prevaléncia de doencas inflamatorias musculoesqueléticas aumenta com o
envelhecimento, dentre as mudancas fisioldgicas desta faixa etaria esta a reducédo
hormonal [11,12]. Sendo assim, cada individuo acima de 60 anos é um potencial
candidato ao uso cronico de farmacos anti-inflamatdrios e aos conhecidos efeitos
adversos decorrentes deste uso [13]. Com o avanco dos estudos referentes a estas
desordens, terapias vém sendo desenvolvidas com a utilizacdo de recursos
eletroterapéuticos como ultra som, o laser e o LED [14].

O uso de terapias com LED emitindo em baixa intensidade surge como alternativa a
utilizacdo do laser, uma vez que este apresenta resultados similares e baixo custo [15-
17]. No entanto é importante ressaltar que pouco se conhece sobre as consequéncias da
deficiéncia de estrdgeno no tenddo e os mecanismos de acdo do LED na tendinite.
Assim este estudo testa a hipdtese que a fototerapia com LED auxilia no processo de
reparacdo tendinea diante da reducdo do estrogeno. Neste sentido o objetivo foi analisar
o efeito da fototerapia com LED (945nm) no processo inflamatério tendineo induzido
por trauma mecéanico em tenddo de Aquiles de ratas ovariectomizadas.

METODOLOGIA
Aspectos Eticos

Para a realizacdo deste estudo foram seguidas as premissas da COBEA e CRMV
(Conselho Regional de Medicina Veterinaria) e Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE). Os procedimentos experimentais foram
avaliados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa na Utilizacdo de Animais -
CEUA da Universidade Nove de Julho (UNINOVE), sob registro: An0022/2012.

Animais
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Foram utilizadas 35 ratas, fémeas, jovens, linhagem Wistar (200 + 20g), que passaram
por um periodo de ambientacdo e adaptacdo de uma semana no biotério, antes do inicio
dos experimentos. Os animais foram mantidos em gaiolas padrdo, em grupos aleatorios
de cinco animais, mantidos em sala com temperatura e umidade constante (24°C e
60%), iluminacdo com ciclo de claro e escuro 12 por 12 horas, com &gua e racao a
vontade.

Protocolo de tratamento e grupos experimentais

Noventa dias apds a ovariectomia, os animais pesando (240+20g), foram aleatoriamente
distribuidos em trés grupos experimentais com periodos de 3 dias, 7 dias e 14 dias
sendo subdivididos em tratados e n&o tratados. Todo material para o grupo controle,
ratas ovariectomizadas, foi retirado do tenddo contralateral (tenddo esquerdo) dos
animais nos respectivos periodos. Demonstrados figura 1.

|

Fig 1 Flowchart of times and groups, each group with two subgroups plus control group
of non-ovariectomized rats, totaling 35 animals

Nao OV X
n5

Ovariectomia

Os animais submetidos a ovariectomia, foram anestesiados com acombinacdo de
ketamina (40-100 mg/kg, IP) e xilazina (1-5 mg/kg, IP) [18]. A incisdo foi feita um
dedo a frente da crista iliaca na parte submetida a tricotomia, em condi¢des assépticas
preparadas para a ovariectomia (OVX), bilateralmente os ovarios foram identificados,
mantido firmemente, e com fio de Nylon amarrados ao redor do oviduto, incluindo os
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vasos sanguineos ovarianos e entdo removidos. A incisdo, pele e parede muscular,
foram suturadas [19]. Os animais receberam depois da cirurgia uma injecdo de
antibiotico Enrofloxacina (5-10 mg/kg, SC) a cada 12h [18].

Apos quatorze dias de pds-operatorio foi verificado a efetividade do procedimento
através do teste de esfregaco [20], onde todos 0s animais se encontraram com o ciclo
estral em diestro. Para inicio do experimento aguardamos noventa (90) dias [19,21].

Inducéo da tendinite

As ratas foram anestesiadas com uma combinacdo de ketamina (40-100 mg/ kg, IP) e
xilazina (1-5 mg/ kg, IP) [18] e, posteriormente, submetidos a inducdo da tendinite. Para
0 procedimento os animais foram posicionados em decubito ventral no aparelho, prensa
lesionadora CIPEDE®, para a producdo da contusdo controlada na regido medial do
tend&o do calcaneo direito. Utilizando massa de 2089 posicionada a 20 cm do tenddo do
animal, o impacto da mesma possibilitou uma energia aplicada no tendéao de 0,70J.

Terapia LED

Os parametros estdo detalhados na tabela 1. Antes do inicio dos experimentos, o
equipamento de LED foi aferido com um medidor de poténcia (Model 13 PEM 001/J,
MellersGriot, Netherlands

Tabela 1 Parametros de irradiagéo do LED

Table 1 LED irradiation parameters

Parametros de irradiacéo LED
Comprimento de onda 945nm (£10nm)
Poténcia 32mw

Energia 3,84]
Densidade de Poténcia 0,06W/cm?
Densidade de energia 7,68J/cm?

Area de saida do feixe 0,5cm?

Tempo 120s

Os animais foram posicionados em decubito ventral e imobilizados manualmente. As
patas traseiras foram imobilizadas seguindo-se da aplicacdo do LED. Para efeito do
tratamento os animais foram expostos a radiagdo LED em dias alternados, ou seja, com
um intervalo de 48 horas entre as aplicagdes, iniciado 12 horas apds a inducdo da
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tendinite conforme representado na figura 2, tendo-se o cuidado para que todos tivessem
a mesma manipulacao diaria em mesmo horario.

~ EE~EN

e OVX e LED

e Esfregaco

- - -

« LED * Grup3d « LED SES——

Dose 15,2 J/cm? e Eutanasia

B -

e LED e Grup7d e LED
Dose 30,4 J/cm? e FEutanasia

- e -

e LED - e LED
Dose 53,2 J/cm?

e Grup 14d
e Futanasia

Fig 2 Organization chart of activity and time
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Modelo de eutanasia

Os animais foram eutanasiados conforme protocolo experimental, com a utilizacdo da
camara de CO2, calibrada para o nivel entre 70 a 80% de ocupacdo da camara
(disponivel no biotério de passagem da UNINOVE). Os animais foram conduzidos
individualmente até a cAmara e colocados imediatamente em contato com o0 gas para
perda rapida de consciéncia e hipdxia, atribuida a depressao dos centros vitais.

A remocdo dos tenddes foi feita por dissecacdo, sendo realizada uma primeira incisdo na
juncdo miotendinea seguido por uma incisdo na jungdo osteotendinea, na insercdo
calcanear. Em seguida, foram devidamente identificados e armazenados em tubos para
criogenia Nalgene®, seguidamente acondicionados em nitrogénio liquido a 196°C
negativos, descongelados apenas no momento da realizacdo do teste imuenzimatioco
(ELISA). Foram retirados os tendGes direitos de todos os animais e quatro tenddes
esquerdos dos animais ovariectomizados compondo o material para o controle.

Determinagéo de Eicosandides, TNF-a, IL-6 e IL-10

A dosagem das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 das amostras de Tenddo do calcaneo
foram realizadas pelo teste imunoenziméatico (ELISA), seguindo instrugdes do kit
comercial (R&D System, EUA). Para tanto, placas de 96 pocgos foram sensibilizadas
com 100ul de anticorpo monoclonal para cada citocina: IL-6 diluido em tampdo
carbonato de sodio (0,1M, pH 9,6), enquanto anti IL-10 e TNF-a diluidos em tampao
fosfato de sddio (0,2M, pH 6,5). As placas foram incubadas (4°C) por 18h. Para o
blogqueio, apos as placas foram lavadas com PBST (solu¢cdo PBS contendo 0,05% de
Tween 20) por 4 vezes e depois preenchidas com 300 pl/poco de solucdo de bloqueio
(3% gelatina em PBST, Sigma) a 37°C por 3 horas e submetidas a novo ciclo de
lavagens. Em seguida, 100ul das amostras devidamente diluidas ou dos padrdes das
citocinas recombinantes foram adicionados a placa e deixadas por 18h em temperatura
de 4°C. Acrescentamos, apos lavagem, 100ul dos respectivos anticorpos biotinilados
especificos de deteccdo para cada citocina e deixamos por 1h em temperatura ambiente.
Apos lavagem das placas, o volume de 100ul de estreptavidina — peroxidase foi
adicionado e deixado por 1h em temperatura ambiente (22 °C) seguida de novas
lavagens. A reacdo foi revelada pela adicdo de 100 ul/poco da solugdao de 3.3°5.5°
tetrametilbenzidina (TMB) e interrompida pela adi¢ao de 50 pl/pogo de acido sulfurico
(2 N). A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro Espectra Max plus 384 (Sunnyvale,
CA, EUA) em comprimento de onda de 450nm com correcdo a 570nm. As
concentracdes das amostras foram calculadas a partir das curvas-padréo obtidas com as
citocinas recombinantes. O limite de detecgdo para IL-10 e TNF-a é de 1,95 pg/ml,
enquanto para IL-6 é de 15,6 pg/ml.

Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste de analise de variancia
com 5% de probabilidade (ANOVA) e, quando necessario outro teste para determinacéo
da diferenca encontrada foi utilizado o teste de Tukey, também com 5% de
probabilidade.

RESULTADOS
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Os niveis de IL-6 estdo menores nos grupos tratados LED quando comparados aos ndo
tratados, com diferenca extremamente significativa em todos os periodos (3, 7 e 14 dias)
conforme demonstrado na figura 3.
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Fig 3 Comparison of IL - 6 levels in the period of 3, 7 and 14 days between control,
untreated, treated and not OV X groups. # Indicates significant difference for the other
groups *** extremely significant - P values < 0.001. ** P < 0.01 and * significant P <
0.05

Também foi encontrado uma reducdo estatisticamente significativa na producdo do
TNF-a no grupo tratado de 3 dias comparado ao ndo tratado, figura 4 que também
demonstra os resultados dos demais periodos experimentais.
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Nos niveis da interleucina dez (IL-10) foi observado aumento significativo ao comparar
0 grupo tratado com o ndo tratado, no periodo experimental de 14 dias, também foram
observados valores maiores desta citocina, quando comparado o grupo tratado com o
grupo ndo OVX, figura 5 na qual também pode se verificar os outros periodos
experimentais.
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extremely significant - P values < 0.001 within 3 days; for the period of 7 days, there
was no statistically significant difference compared to the IL - 10 levels in 14 days *
indicates significant difference P < 0.05

DISCUSSAO

Os mediadores quimicos fazem com que a inflamacdo mantenha caracteristicas
uniformes, para a regulacdo do processo inflamatério envolvendo um equilibrio entre as
citocinas pro e anti-inflamatdrias. O aumento da IL-10 e a reducdo da IL-6 e TNF- a ¢é
fundamental para este equilibrio [8-10]. A absorcéo dos fotons, coerentes ou ndo, pelos
cromoforos através da utilizacdo de fototerapia de baixa intensidade potencializa esta
estabilizacdo, minimizando os efeitos da inflamacéo.

A modulacdo do processo inflamatorio no tendéo € indicada pelo aumento dos niveis de
mediadores como 0 TNF- o e as interleucinas os quais estdo relacionados a progressao
da tendinite [22]. No entanto a IL-10 é uma citocina que impede a inflamacéo pela
inibicdo de citocinas inflamatorias como IL-6 e 0 TNF- a [23].

Verificando os niveis das citocinas pro e anti-inflamatorias, através de determinacdo dos
eicosandides, sobre a acdo da terapia LED no processo inflamatério tendineo, nos
grupos tratados quando comparados aos ndo tratados tanto na fase aguda como cronica,
sendo corroborados com achados apresentados por Xavier et al [24], Pires et al [24],
Casalechi et al [26] e Xavier et al [27] os quais utilizaram um protocolo igual ao deste
estudo, com densidade de energia variando de 7,7 a 7,5J/cm? aplicada a cada 48h.

Os resultados do presente estudo mostraram uma reducédo nos niveis da IL-6 ao uso do
LED como nas pesquisas Laraia et al. [28] utilizando laser, nos estudos de Xavier et al
[24] e Pires et al [25] verificando a expressdo da IL-6 com a utilizagdo do LED.

Os estudos de Pires et al [25] apresentaram reducdo na expressao do TNF-a. apenas na
fase cronica, verificada nos periodos 7 e 14 dias como nos achados de Xavier et al.
[24]. Porém o presente estudo verificou reducdo somente no terceiro dia com a
utilizagdo do LED.

H& um aumento significativo na producdo IL-10 no periodo de 14 dias, o que nado foi
encontrado nos periodos de 3 e 7 dias. Porém nos estudos de Laraia et al [28], em
periodos menores verificou-se aumento na producdo desta citocina, com a utilizacdo do
Laser. Entretanto nos estudos de Xavier et al [27] e Casalechi et al [26] a terapia LED
melhorou a expressdo RNAm IL-10, na fase inicial de cicatrizagdo do tendéo.

Na comparacdo do grupo Ndao OVX com o grupo TTA, os niveis de IL-10 foram
superiores no grupo tratado com LED (TTA) no periodo de 14 dias. Esses resultados
confirmam que o uso do LED na tendinite em ratas com baixos niveis de estrogeno
apresenta respostas positivas na producdo de citocinas anti-inflamatorias.

A deficiéncia de estrégeno reprime o desenvolvimento celular e a resposta inflamatoria
do tenddo Circi et al [29] porém com 0s nossos achados podemos sugerir que 0 uso do
LED de baixa poténcia estimula esta resposta inflamatoria, aumentando os niveis da
citocina anti-inflamatorios (IL-10), logo podendo auxiliar na melhora da cicatrizagdo do
tendéo.

Entretanto estudos sobre as propriedades do tenddo relacionados a deficiéncia de
estrégeno sao escassos e incoerentes, Circi et al [29], afirmam que ndo existe um efeito
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direto da deficiéncia de estrégeno enddgeno nas propriedades do tenddo de Aquiles em
modelos de rato.

Afirma-se que a prevaléncia de lesbes do tecido conjuntivo é maior em mulheres
quando comparadas aos homens, devido a diferenca hormonal [1]. No entanto VVosseller
et al [30], relatam a identificacdo dos pacientes sem revisdo dos prontuarios, o que pode
ter superestimado o nimero de mulheres com ruptura do tenddo de Aquiles.

Porém Cook et al [31] concluiram que o uso de terapia de reposi¢cdo hormonal (TRH)
pode melhorar a salde do tenddo em mulheres na pés-menopausa, pois em seu estudo as
mulheres que ndo faziam reposicdo tiveram maior freqiiéncia de distdrbios no tendéo.
Finni et al [32] verificaram o efeito da TRH nas caracteristicas do tenddo, em gémeas
monozigdticas, observando niveis mais elevados de estrogénio o que pode estar
associado com o menor tamanho do tendéo.

O uso da terapia LED como tratamento para tendinite em baixos niveis de estrégeno
apresenta efeitos satisfatérios sobre a inflamacéo estimulando a liberacdo de mediadores
anti-inflamatorios e consequentemente reprimindo os pro-inflamatérios.

CONCLUSAO

Foi possivel concluir que o tratamento com LED nos parametros utilizados e nos
tempos estudados reduz a liberagcdo de IL-6 e TNF-a e aumenta a liberagdo de 1L-10,
melhorando a reparacéo do tecido tendineo em ratas ovariectomizadas.

CONSIDERACOES FINAIS

S&o necessarios mais estudos para levantar o quanto a deficiéncia de estrogeno agride o
tenddo e os beneficios da utilizacdo da terapia LED neste tecido sob estas condicdes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados obtidos por meio deste estudo, novas investigacdes
tornam-se necessérias, visando estudo de novas doses de irradiacdo, diferentes
comprimentos de onda utilizando terapias com LED nas propriedades do tecido

tendineo sobre a deficiéncia do estrogeno.
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