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Resumo

O objetivo deste estudo foi investigar O Efeito da terapia Laser de baixa
intensidade no Colageno tipo | e Ill, Metaloproteinase e VEGF em Modelo
Experimental de Tendinopatia, em ratas fémeas idosas. A colagenase foi
induzida na regido peritendinea no tenddo Calcaneo dos animais. Quarenta e
duas ratas Wistar (Norvegicus albinus) foram utilizadas no estudo, com grupos
consistindo de 36 animais idosos (18 meses de idade; com média da massa,
517.7 £ 27.54 g) e 6 animais adultos (12 semanas de idade; média da massa,
266, 19:30 0 = g). Os animais foram randomizados e divididos em trés grupos,
Controle, tendinopatia idoso e tendinopatia Laser idoso, e subdividido em trés
grupos experimentai, 7, 14 e 21 dias. O tratamento com Laser de baixa
intensidade foi aplicado utilizando um Laser Arseneto de Galium e Aluminio
(AsGaAl) (Theralaser, DMC®) operando no comprimento de onda de 830nm
(x10nm), 50 mW de poténcia, saida do feixe de 0,028 cm?, densidade de
energia de 107J /cm?, densidade de poténcia 1,7 w/cm? e energia de 3 J, com
uma frequéncia de 3 vezes por semana, até a data da eutanasia (7, 14 e 21
dias). Foram analisados VEGF e MMP 3 e 9 por meio de Imunohistoquimica e
Colageno tipo | e Il por Sirius red. Os resultados sugerem que a Terapia a
Lesar de Baixa Intensidade foi capaz de aumentar os niveis de Colageno tipo |
e Ill de maneira gradual e com significante diferenca no grupo Tendinpatia
Idoso (p<0,001), isso pode ser observado em relacdo ao VEGF (p<0.001), foi
também observado diminuicdo da expressdo de MMP 3 e MMP 9 em relacéo
ao grupo tendinopatia Idoso, com diferenca estatistica (p<0,001). Nos
concluimos que a terapia Laser de Baixa Intensidade foi capaz de diminuir a
producdo de Colageno tipo | e Ill, reduzir a expressdo de MMP 3 e 9, e
aumentar a expressdao de VEGF, mesmo nas ratas fémeas idosas com

deficiéncia hormonal causada pela idade.

Palavras-chave: Tenddo Calcaneo, Tenddo de Aquiles, tendinopatia,
colagenase, LASER de Baixa Intensidade, envelhecimento, Colageno, MMP,
VEGF.



Abstract

This study investigates the effect of low-level laser therapy (LLLT) on collagen
type | and Ill, matrix metalloproteinase (MMP), and vascular endothelial growth
factor (VEGF) in experimentally induced tendinopathy in female aged rats.
Tendinopathy was induced by collagenase peritendinous of the Achilles tendon.
Forty-two Wistar rats (Norvegicus albinus) were used; groups consisted of 36
aged animals (18 months old; mean body weight, 517.7 + 27.54 g) and 6 adult
animals (12 weeks old; mean body weight, 266 = 19.30 g). The animals were
randomlydivided in three groups: control, aged tendinopathy, and aged
tendinopathy LLLT; the aged groups were subdivided according to experimental
periods: 7, 14, and 21 days. LLLT involved a gallium-arsenide-aluminum laser
(Theralaser, DMC®) with active medium operating at wavelength 830 + 10 nm,
50 mW power, 0.028 cm2 laser beam, 107 J/cm2 energy density, 1.7 w/cm2
power density, and 6 J of energy, with a frequency of 3 times per week, until
euthanasia. @ VEGF, MMP-3, and MMP-9 were analyzed by
immunohistochemistry, and collagen type | and Il by Sirius red. LLLT increased
the deposition of collagen type | and lll in a gradual manner, with significant
differences relative to the group aged tendonitis (p<0.001), and in relation to
VEGF (p<0.001); decreased expression of MMP-3 and 9 was observed in group
aged tendinopathy (p<0.001). LLLT, therefore, increased the production of
collagen type | and Ill, downregulated the expression of MMP-3 and MMP-9,

and upregulated that of VEGF, with age and age-induced hormonal deficiency.

Keywords: Calcaneal tendon, Achilles tendon, tendinopathy, collagenase,
LLLT, aged, Collagen, MMP, VEGF.
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1 Contextualizacéao

1.1 Envelhecimento

O envelhecimento estad relacionado ao declinio na homeostase e
capacidade regenerativa de todos os tecidos e 6rgaos, podendo assim haver
uma diminuicdo na funcionalidade. Essas alteracdes funcionais refletem os
efeitos deletérios da idade (LIU, 2011).

Envelhecimento dos tenddes ou ainda tendinopatia crbnica sao
frequentemente responsaveis por deficiéncias na meia idade e em idosos. Com
o envelhecimento, o tecido tendineo sofre uma série de mudancas
morfolégicas e bioquimicas, as quais envolvem células e Matriz Extracelular
(MEC). A MEC aumenta de volume, causando uma relativa diminuicdo do
namero de células no tecido. Durante o envelhecimento, mudancas paralelas,
ocorrem nas fibras elasticas, as quais diminuem em numero, havendo
aparecimento de alteracdes estruturais (NOURISSAT, 2013; IPPOLITO, 1980).

O envelhecimento e a deficiéncia de estrogeno podem reduzir
constituintes da MEC. Esta diminuicdo pode comprometer a constituicdo e
funcdo dos tenddes, uma vez que eles sdo formados por estruturas de
colageno, especialmente tipo | e Il (RUZZINI, 2014, SHARIR, 2011).
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1.2 Tendao

Os tenddes consistem numa matriz complexa de feixe de fibras paralelas
de Colageno, proteinas de adesao e proteoglicanos com fibroblastos alinhados
com as fibras de Coladgeno. Estas fibras de Colageno sao formadas por fibrilas
continuas de Colageno, alinhadas com o eixo longitudinal do tecido, para
proporcionar a resisténcia mecanica. (RUZZINI, 2014; SHARIR, 2011;
CASALHECHI, 2014; YANG, 2004).

Fibra de
coldgeno - Fibra de
coldgeno

Endatenddo

Célula

Tendcito
progenitora

Vasa sanguineo )

Nervo Fasdiculo

Paratendao Epitendao

Figura 1. Estrutura interna do tend&@o. Fonte adaptada: Docheva et al, 2015.

O tendao é completamente coberto pelo epitenddo, uma camada
fina de tecido conjuntivo contendo suprimentos nervosos, vasculares e

linfaticos. O endotenddo se estende profundamente no tenddo. Mais
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superficialmente, o epitenddo é envolvido pelo paratenddo, um tecido
conjuntivo areolar contendo basicamente fibrilas de coldgeno (KVIST, 1985).

A funcéo priméria do tendao é transmitir as forgas musculares para os
0Ss0s, promovendo movimento articular e a estrutura de Colageno proporciona
a resisténcia a tracdo necessaria para executar essas funcdes. (RUZZINI,
2014; SHARIR, 2011; CASALHECHI, 2014; YANG, 2004).

1.3 Tendinopatia

Desordens tendineas sdo frequentes e responsaveis por morbidades
substanciais, tanto por esportes, quanto por outras atividades ocupacionais.

O excesso de atividades/sobrecarga nos tenddes (overuse/overload). A
sobrecarga pode levar o tendao a fadiga suas fibras como consequéncia pode
acarretar micro traumas, rupturas parciais ou total do tenddo (KHAN, 1999).

No processo inflamatoério crénico, ocorre o remodelamento da bainha
tendinea e do tecido sinovial, enchendo o espaco sinovial de células
inflamatorias. Tais alteracbes no tecido tendineo promove um distdrbio do
tenddo, podendo reduzir sua funcionalidade. Podera também haver outra
complicagédo, que consiste no fato que os tenddes usam suas extremidades
para se ligarem em outras estruturas como 0Ss0S e cartilagens e uma vez
alterado, este processo inflamatorio pode migrar para outros tecidos, iniciando
um quadro pré-artritico. Esta pode ser entdo a explicacdo sobre como o0s
tenddes sdo as estruturas mais afetadas pela inflamagéo crénica e como a
tendinopatia pode influenciar no aparecimento e evolugdo de doencas
inflamatorias nos ossos e cartilagens (HAYER, 2007).

As causas da tendinopatia envolvem uma variedade de fatores
intrinsecos e extrinsecos, tais como pouco vascularizado, disfuncdo dos
musculos envolvidos, idade, peso e altura, hipoxia tecidual e mudancas no
tendado induzida pelos radicais livres, devido a danos de isquemia e reperfuséo
(MAFFULLI, 2002; MAGRA, 2008; SCHEPSIS, 2002).

Devido & pouca vascularizacdo, o tecido tendineo possui uma baixa
capacidade de reparacdo. Porém quando o tecido € submetido a tratamento
adequado pode levar a uma cicatrizacdo ideal (KHAN, 1999).
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Tendinopatias, ao contrario da tendinite, € o melhor termo descritivo
genérico para as condi¢des clinicas em relacdo aos tenddes que sofrem uso
excessivo (over use).

Tendinopatia é um problema dificil que requer longos cuidados. Alguns
tratamentos tém sido desenvolvidos para tratar a tendinopatia, no entanto, em
muitas situagbes, esses tratamentos n&o conseguem controlar o processo
inflamatoério e dor. Nos ultimos anos, a fototerapia tem demonstrado eficicia
entre modalidades terapéuticas para o tratamento de tendinopatia,
principalmente no controle da dor (MARCOS , 2014; HASLERUD, 2015) e
processo inflamatoério (LOPES-MARTINS, 2014; DOYLE, 2015; GAO, 2014),
onde podemos observar que especialmente o uso da terapia Laser de baixa
intensidade na fase inicial do processo inflamatério, agindo na modulacdo de
citocinas pré e antiinflamatérias (HUUSKO, 2014; LOPA, 2015; LIN, 2006;
RICCHETTI, 2008), melhoria na producdo e diferenciacdo de Colageno
(WANJARE, 2015; YANG, 2004; TAN, 2015) e resultados clinicos que leva-nos
a evidéncias cientificas (TUMILTY, 2012; ESLAMIAN, 2012; STERGIOULAS,
2008).

1.4Colageno

O coldgeno é uma proteina de grande importancia na constituicdo da
Matriz Extracelular do tecido conjuntivo, constituindo de 25% a 30% do total de
proteinas do corpo humano, e de fundamental importancia na arquitetura
tecidual. Esta organizado em fibras insollveis de grande forca ténsil o que lhe
confere a funcado de principal componente tensor dos tecidos conjuntivos como
0sso, dentes, cartilagens, tenddes e as matrizes fibrosas da pele e vasos
sanguineos. As fibras colagenas comecam a se desenvolver durante o periodo
embrionério no processo inicial de diferenciacdo dos tecidos e posteriormente
sdo responsaveis pela integridade dos mesmos (VELASCO, 2004).

Uma das principais funcdes do colageno é a de manter a estrutura fisica
de uma espécie, pois sua estrutura macromolecular lhe confere grande

resisténcia mecanica, resultando na formagéo de fibras.
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(@) fibras de coldgeno

(d) cadeias de aminoscidos () moléculas de coldgeno (helices triplas)

Figura 2: Estrutura interna do colageno. (www.scitecnutrition.com).

Os fibroblastos, que séo as células mais numerosas no tecido conjuntivo
frouxo, tém como uma das funcdes, sintetizar o colageno. A obtencao de
coldgeno pelos fibroblastos consiste na sintese de cadeias polipeptidicas
individuais de colageno tipo | e Il conhecidas como moléculas precursoras
chamadas pro colageno. Apos a secrecdo dessas moléculas precursoras para
0 meio extracelular, seus fragmentos terminais sédo clivados por meio de
enzimas extracelulares, as colagenases, e com a clivagem, sdo formadas as
moléculas de colageno que se polimerizam para formar fibrilas, que, por sua
vez, se agregam para constituir as fibras colagenas (ROBINS; KUMAR,;
COTRAN, 2010).

A proporcao do tipo de colageno existente em um tecido depende da
especificidade deste e o tamanho das fibrilas de colageno é um fator

importante para determinar a natureza fisica do tecido (HARRIS, 2005). As


http://www.scitecnutrition.com/
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fiboras de Colageno sdo compostas principalmente por tipo | e Ill e sdo os

principais componentes estruturais dos tendoes.

A degradacdo do colageno se inicia precocemente, sendo muito ativa
durante o processo inflamatorio. Esse processo de degradacédo é mediado por
colagenases especificas, incluindo as colagenases séricas (elastase, catepsina
C e proteinase neutra) e as metaloproteinases, e a atividade das colagenases é
controlada por citocinas liberadas principalmente por células inflamatérias,
endoteliais e fibroblastos.

O tenddo apoés a lesdo podera apresentar alteracdes das propriedades
mecanicas em comparacao ao tecido saudavel. Apds o processo de cura, a
restauracdo da forca mecanica € o principal objetivo dessa cura tendinea. O
remodelamento da matriz do tenddo também pode ser um fator importante para
restaurar sua caracteristica ténsil (HOU, 2009).

Dentre varias constituintes da Matriz Extracelular dos tenddes, as fibras
de coldgeno séo as principais responsaveis pela for¢a. Os Colagenos | e Il sdo
sintetizados para promover este reparo. As fibras de Colageno Il sdo mais
finas e extensiveis e possuem habilidade de dar forma rapida as ligacdes
transversais das fibras de colageno e durante o processo de cicatrizagdo do
tendao, aparecem de forma transitéria, promovendo a estabilizacdo do local da
reparacdo. Entretanto, o aumento Colageno Il pode causar reducdo da
resisténcia a tragcéo do tendao (HOU, 2009).

Numa segunda fase do reparo, parte do Colageno tipo Ill é substituido
pelo Colageno |, que aumentara as caracteristicas ténsis do tenddo. Contudo, a
regulacao entre o Colageno Ill para o Colageno | influenciaria na regulacdo das
forgcas mecanicas do tendao (HOU, 2009).

1.5 Metaloproteinase de Matriz (MMP)

As MMPs sédo enzimas de acdo proteolitica e possuem um importante
papel na modulacdo da matriz extracelular do tenddo, entretanto o0 mecanismo
desta modulacdo ainda permanece obscuro (UEDA, 2008). O grau de
decomposicdo de MEC é controlado pela liberacdo de metaloproteinases de

matriz (MMPs) e pela diminuicdo de inibidores de tecidos das
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metaloproteinases (TIMPs) (LOPES-MARTINS, 2014). Varias MMPs tém sido
investigadas em Tendinopatias cronicas, com aumento dos niveis de
expressdo de MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-19, MMP-23 e MMP-25, e
diminuicdo dos niveis de expressdo de MMP-3, MMP-10, MMP-12, MMP-27 e
TIMP-2 em tenddes lesionados (SHARIR, 2011; HASLERUD, 2015; DOYLE,
2015). Contudo, ndo ha atualmente nenhuma evidéncia direta de uma

associacao entre a idade e as atividades das MMPs.

Séo vérias as MMPs, entretanto neste estudo, observamos a MMP-3 e a
MMP-9. A MMP-9 é uma metaloproteinase, secretada predominantemente por
leucocitos, sendo um elemento essencial na inflamacédo e reparacdo de
tecidos. E expressa principalmente na fase inflamatéria, mas pode persistir em
fases avancadas. (SALO, 1994; ARUMUGAM, 1999). A reducado na atividade
da MMP-9 pode contribuir para o acumulo excessivo de constituintes da matriz

extracelular, contribuindo para o desenvolvimento de fibrose (BELLAYR, 2009).

A MMP-3 é produzida na parede do vaso por fibroblastos, células
musculares lisas e macréfagos. Tem a funcdo de degradar uma ampla gama
de proteinas de matriz extracelular e ativar outras MMPs, o que a faz ter um
papel chave na degradacdo da Matriz Extracelular e remodelacdo (NAGASSE;
WOESSNER, 1999). Entretanto, quando hiper expressada, pode alterar a
estrutura da parede do vaso por meio da degradacdo de proteinas da matriz
extracelular (BORGHAEI; SULLIVAN; MOCHAN, 1999).

A degradacdo da Matriz Extracelular também pode alterar o diametro
das fibras, conduzindo ao enfraguecimento das fibras de colageno e
aumentando as chances de ruptura do tendéo. Desta forma, a supressédo de
algumas MMPs poderia auxiliar no reparo do tendao (UEDA, 2008).

O envelhecimento pode modificar a atividade de MMP induzida
mecanicamente (LOPA, 2015). Portanto, € crucial investigar se o
envelhecimento afeta as atividades enziméticas de MMP e seus inibidores
fisiolégicos, as TIMPs diretamente, com isto, poderia finalmente melhorar a
compreensao do mecanismo que explica o aumento da incidéncia de

tendinopatia no envelhecimento da populacéo (YU, 2013).
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1.6 Vascular Endothelial Growth Factor — Fator de Crescimento
Vascular Endotelial (VEGF)

Estudos recentes revelam um papel importante do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) na angiogénese induzida por doenca degenerativa
no tenddo. O VEGF atinge seu pico apdés 2 a 3 dias, mantendo maxima
expressao entre 3 e 7 dias apos a lesdo, periodo em que a diferenciagéo e o
crescimento capilar estdo no maximo. Essa expressdo positiva promove as
fases iniciais da angionénese, incluindo a dilatacédo vascular, a permeabilidade,
a migracao e a proliferacdo. No entanto, a baixa expressao dos niveis de VEGF
acarreta em vascularizagdo insuficiente que provavelmente contribui para
atrasos no processo de reparacéo tecidual (JOHNSON; WILGUS, 2014).

O VEGF aumenta consideravelmente, ap0s a exposi¢cdo ao conjunto de
fatores de crescimento liberados. O que sugere que aceleram a proliferacéo
das células do tenddo e estimulam a sintese de colageno tipo | (ANITUA,
2005).

A capacidade de reparo apos micro trauma € fortemente comprometida
nos tenddes, por ser um tecido pouco vascularizado. Essa vascularizacao
reduzida ndo € uma caracteristica especifica dos tenddes, e varios estudos
mostraram que 0 numero e tamanho dos vasos sanguineos s&o
consideravelmente menores nos tenddes.

A angiogénese € mediada por fatores angiogénicos, e estudos recentes
tém mostrado que o Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF) é
altamente expresso em tenddes lesionados, enquanto a expressao de VEGF é
quase completamente regulada negativamente em tenddes saudaveis. Varios
fatores sdo capazes de regular positivamente a expressdao de VEGF em
tendcitos, incluindo hipéxia, citocinas inflamatérias e carga mecanica.

O VEGF tem o potencial de estimular a expressdao das
Metaloproteinases de Matriz (MMPs) e diminuir a expressdo de inibidores de
MMPs em varios tipos de células, isto &, células endoteliais, fibroblastos,
condrécitos, podendo ter um papel significativo no processo patolégico da

lesdo degenerativa do tenddo. Esta constatacdo sugere que a angiogénese
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também desempenha um papel importante na dor associada com a leséo
degenerativa do tend&o (SAVITISKAYA, 2014).

1.7 Laser de Baixa Intensidade (LBI)

O Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) foi
idealizado por Albert Einstein em 1917 e desde o final da década de 60 houve
um grande avanco nos equipamentos de laser e em suas aplicacdes na area
médica (BJORDAL, 2006; GENOVESE, 2000; MATERA, 2003; ALBERTINI,
2008). A luz laser tem como caracteristicas principais a monocromaticidade (luz
laser composta de fétons, todos da mesma cor e com 0 mesmo comprimento
de onda) e coeréncia espacial e temporal (ondas sucessivas da radiagcdo em

mesma fase e tempo da onda com mesma direcdo) (ALBERGEL, 1984).

Existem diferentes tipos de tratamentos para tendinopatia, técnicas
mobilizacdo, exercicios terapéuticos e recursos eletroterapéuticos como o
ultrassom e o laser (BJORDAL, 2006). Os antiinflamatérios nédo esteroidais
(AINES) séo os mais utilizados, mesmo que ja tenha sido mostrado em estudos
que inflamacao e tendinopatias nem sempre andam juntas. Em estudo feito por
(CASALECHI, 2014) demonstrou que o uso de AINES em um protocolo de
tendinopatia cronica levou a diminuicdo da resisténcia a tensdo do tendao,
observando possivel modificacdo da caracteristica original do tecido tendineo,

podendo comprometer sua funcgéo.

Duas respostas biolégicas vem sendo marcadas como possivel
mecanismo de acdo da luz laser: A resposta bioldgica pode ter um possivel
efeito modulador, dose dependente sobre o metabolismo dos fibroblastos e
deposicdo de colageno. Esta resposta tem sido observada em uma ampla
gama de estudos controlados sobre culturas de células e experimentacdo
animal. Como também o efeito anti-inflamatério e analgésico, é a possivel
semelhanca com os AINEs e esteroéidais. (BJORDAL et al, 2006).

Estudos demonstram resultados favoraveis no processo de reparagao
tendineo, pela deposicédo de fibras de colageno na fase inicial e tardia, assim
como minimizagdo da presenca de células inflamatérias na zona da leséo

(TAVARES, 2005). Portanto, tornam-se essenciais mais estudos sobre a
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Terapia LASER de Baixa Intensidade, onde a teoria mais aceita € a que por
meio de absorcdo de fétons por cromdéforos mitocondriais, nomeadamente
Citocromo C Oxidase (CCO), leva ao aumento de trifosfato de adenosina
(ATP), reducdo de estresse oxidativo, iniciando uma cascata de efeitos de
reparacao tecidual e reduzindo a inflamacéo, tornando-se objetivos de varios
estudos em saude publica (FERRARESI, 2015; FARIVAR, 2014; SPITLER,
2015; ALBUQUERQUE-PONTES, 2015).

A perspectiva de vida aumentou e mulheres tém vivido anos produtivos
em um periodo pdés-menopausa, mas com algumas limitacdes fisiologicas
comuns da idade. Com isso, em muitos estudos foram testados a eficiéncia da
terapia Laser de Baixa Intensidade em tendinopatia, porém pouco se sabe da
TLBI em idosos em condigbes associadas com mudancas hormonais
relacionadas a producdo de estrégeno, dado a evidéncia que na estrutura
celular, morfologia do tenddo e as alteragcbes hormonais associadas com o0
envelhecimento, complicam a resolugdo ou tratamento da tendinopatia.
Portanto, o objetivo deste estudo foi verificar a possibilidade da TLBI modular o
processo inflamatério na tendinopatia induzida por colagenase em ratas
fémeas idosas, por meio da analise de Colageno tipo | e lll (presentes na
constituicdo do tenddo), das MMPs 3 e 9 (importantes para um equilibrio no
tecido tendineo) e o VEGF (responsavel pela a angiogénese,
consequentemente um bom reparo do tecido em suas afec¢des). Tornando-se,
contudo, este estudo de essencial importancia ao tratamento com a TLBI nas

tendinopatias.
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2 Objetivos:

2.1 Objetivo Geral:

O objetivo deste estudo foi verificar a possibilidade da TLBI, na regido do
infravermelho, modular o processo inflamatério na tendinopatia induzida por

colagenase em ratas fémeas idosas.

2.2 Objetivos Especificos:

Avaliar os efeitos da TLBI sobre:
- Colageno tipo | e .
-MMP 3 e 9.

- VEGF.



25

3 Material e métodos

3.1 Animais e aspectos éticos

Quarenta e duas ratas Wistar fémeas (norvegicus albinos) foram
utilizadas neste estudo, com grupos consistindo de 36 animais idosos (18
meses de idade; peso corporal médio, 500g) e 6 animais adultos (12 semanas
de idade; peso corporal médio, 300g). Os animais sao provenientes do biotério
da Universidade Nove de Julho (UNINOVE), onde foram alojados e mantidos
sob luz (ciclo claro e escuro de 12 horas) e temperatura controlada, e com
agua e comida "ad libitum". Todos os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com os padrdes estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Os animais foram tratados de acordo com
as diretrizes nacionais para o tratamento humanitario dos animais de
laboratorio, e todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UNINOVE - AN00302014.

3.2 Grupos experimentais

36 animais idosos foram divididos aleatoriamente em 2 grupos (com 18
animais por grupo), subdivididos em trés periodos experimentais, 7, 14 e 21
dias. Além disso, um grupo controle adulto sem irradiacdo LBl e nenhuma

leséo (grupo adicional experimental incluiu 6 animais).

- Grupo controle (n=6) — grupo nao recebeu leséo ou tratamento.

- Grupo tendinopatia idoso (n=18) — foi induzida lesédo por Colagenase na
regido peritendinea do tenddo calcaneo dos animais que ndo receberam
tratamento. Subdivididos em trés periodos experimentais, 7, 14 e 21 dias, de

acordo com o periodo de eutanasia.

- Grupo Tendinopatia ldoso LBI (n=18) — foi induzida les&o por Colagenase na
regido peritendinea no tendao calcaneo dos animais que receberam tratamento
com LASER de Baixa Intensidade (LBI). Subdivididos em trés periodos

experimentais, 7,14 e 21dias, de acordo com o periodo de eutanasia.
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Figura 3: Fluxograma dos grupos experimentais.

3.3 Modelo experimental de tendinopatia induzida por
Colagenase

Tendinopatia foi induzida utilizando colagenase, uma enzima que
degrada o colageno e induz a um processo inflamatério agudo por colagenase
((1 mg / ml;. Sigma Chemical Co, gato C- 6885)) foi dissolvido em 100 mg / mi
em solucao salina tamponada com fosfato estéril (PBS ) contendo 50 mM de
NaH2P04 e NaCl 10 mM (pH 7,1). A pele foi preparada cirurgicamente e
colagenase foi injectado nas duas patas (100 ug / tend&o) por via percutanea
na regido peritendinea do tendao de Aquiles, cerca de 2 mm proximal a juncao
osteotendinosos sob anestesia. O mesmo volume de PBS sem colagenase foi
injectada, utilizando o mesmo procedimento em um grupo controle. (MARCOS,
2012).
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Figura 4: representa a aplicagdo da Colagenase.

3.4 Terapia Laser de Baixa Intensidade (TLBI)

Foi utilizado um laser de baixa intensidade, modelo TheraLase da marca

DMC, operando no comprimento de onda de 830nm (x10nm).

Figura 5: modelo de Laser utilizado.



28

Um tratamento a Laser de Baixa Intensidade foi aplicado utilizando um
Laser Arseneto de Géalio aluminio (AsGaAl) (Theralaser, DMC®) com meio
ativo operacional no comprimento de onda de 830nm (x 10nm), 50 mW de
poténcia, feixe 0,028cm2 laser, densidade de energia de 107.0J / cm2,
densidade de poténcia de 1,7 W / cm2 e energia 3 J. O laser foi aplicado pelo
contato direto com o tendao de Aquiles durante 60 segundos por ponto, em trés
pontos (miotendineo, regido medial do tenddo e Osteotendineo), Os animais
foram contidos manualmente para o procedimento e irradiado a um angulo de
90 ° em relacdo a superficie do tecido. Antes do inicio das experiéncias, 0
equipamento de laser foi calibrado com um medidor de poténcia (Modelo
13PEMO0O01 / J, Mellers Griot, Paises Baixos).

O tratamento foi iniciado 12 horas apos a lesdo, trés vezes por semana

até o momento da eutanasia (7, 14 e 21 dias).

Figura 6: posicionamento para irradiagdo com o Laser.
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Parametros de irradiacao Laser
Comprimento de onda 830nm
Poténcia 50mw
Densidade de energia 107Jd/cm2
Area de saida do feixe 0,028cm2
Tempo 60s

Tabelal: Parametros de irradiacdo do Laser

3.5 Eutanéasia

Os animais foram identificados, pesados e sacrificados via
intraperitoneal administracdo tiopental (THIOPENTAX - Cristalia 100 mg / kg)
(DL) com lidocaina 10 mg / ml (Xylestesin - Cristalia). As amostras foram entao
recolhidas e enviadas para andlise histoldgica, por meio dos procedimentos de
imunohistoquimica e analise morfométrica do colageno (CONCEA, 2013).

3.6 Analise histologica

Os tecidos do tenddo foram fixados com formalina a 10%, embebidos
em parafina, seccionados e seccfes de 5 mm de espessura foram corados

com Hematoxilina - Eosina e Picrosirius Red.

Nesta base, o presente estudo teve como objetivo analisar a acado do LBI
em modelo expreimental de tendinopatia induzida por colagenase em ratas
idosas, por meio da expresséo de MMP 3, MMP 9 e VEGF
(imunohistoquimica), e do Colageno tipo | e Il (Picrosirius Red, sob luz

polarizada), durante a inflamacgao cronica nos tempos de 7, 14 e 21 dias.
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3.7 Colageno - tipo de analises morfométricas

A analise morfométrica foi realizada sobre as laminas, por meio de
digitalizacdo e andlise de imagem utilizando um programa computacional de
processamento e andlise de imagem especifica (Imagem Pro Plus 4.5). Para
quantificar as areas representativas de colageno, cinco campos
observadosutilizando um microscoépio de transmissao Optica e de luz polarizada
(Carl Zeiss, Pol-Interferential fotomicroscopio, Alemanha) acoplado a uma
camera CMOS de cor com 1280 x 1024 pixels de resolugéo (Thorlabs GmbH,
Alemanha), com aumento de 120x. e este foi ligado a um microcomputador
equipado com uma placa de video. Todas as imagens foram digitalizadas antes
do processo de quantificacdo, uniformizando deste modo a intensidade da luz
do microscépio e condensador de altura. As é&reas de colageno foram
separadas na imagem, utilizando a distribuicdo de cor como o parametro de

discriminacao.

Picrosirius red, um composto aniénico, que distingue a espessura e a
densidade das fibras de colageno, através de coloracdo emitida sob luz
polarizada, foi utilizado para estimar a porcentagem de fibras de colageno.
Enquanto as fibras finas dissociadas tipicas de colageno tipo Il sdo
esverdeadas, as mais grossas e fortes fibras associadas de colageno tipo |
emitem cores com comprimento de onda maior como vermelho e amarelo
(ALVES, 2014).

3.8 Imunohistoquimica

A parafina foi completamente removida, através de uma série de
lavagens sequenciais xileno / etanol / agua para remover a cera e o tecido re-
hidratar. As seccbes foram lavadas em PBS (6 x 5 min lavagens).
Posteriormente, as laminas foram incubadas na presenca do anticorpo primario
aplicado durante a noite a 4 ° C. Os anticorpos primarios utilizados foram:
VEGF: anti-rato de VEGF (VG-1; Abcam, Téquio, Japao, a MMP-3: de coelho
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anti-MMP-3 anticorpo (ab-53015, Abcam, Téquio, Japdo), MMP-9 :. de cabra
anti-MMP-9 anticorpo (sc-6840, Santa Cruz Biotechnology Apés lavagem em
PBS (6 vezes, 5 minutos), foram incubados com o anticorpo secundario, de
acordo com anticorpo primario utilizado, durante 30 min Apos lavagem em
PBS. (6 x 5 minimo de lavagens), uma reacéo de coloracéo foi realizada com
diaminobenzidina (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Jap&o) e os nucleos
foram contrastados com hematoxilina. Areas de coloracéo positiva para cada
uma das etiquetas e observados sob um microscopio de luz (E200 , Nikon,
Japao), e as imagens foram capturadas por um microcomputador equipado
com IC Capturar 2,2 software (A Fonte Imaging, Alemanha). De cada amostra,
4 imagens foram gravadas de diferentes campos de viséo, incluindo cada parte
do manchado, usando um 40 x objectivo, de modo que o comprimento foi
capturado. Uma vez capturada, as imagens foram analisadas utilizando um
sistema de analise de imagem baseada em software (Image-Pro Plus 4.5,
Media Cybernetics, MD, EUA). (PARK, 2015).

3.9 Analise estatistica

Para o tipo de colageno e analise imuno-histoquimica, os dados foram
tabulados utilizando software Microsoft Excel 2007 e inicialmente avaliados
para normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Observou-se uma distribuicdo
normal, Two-way ANOVA com teste de Bonferroni post hoc foi utilizado para
comparacdes entre 0s grupos experimentais. Todos os dados foram expressos
em valores de desvio padrdo e média. GraphPad Prism 5 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA). Foi utilizado programa de software. Diferencas
significativas a partir da hipotese de nulidade foram consideradas quando (p
<0,05).
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The objective of this study is to investigate the Low-level laser therapy effect on
coflagen type | and IlI, metalloproteinase and VEGF in expermental inducad
tendinopathie in female rats aged. Tendinitis was induced by collagenase region -
peritendinous the Achilles tendon of the animals. Forty-two Wistar rats (Norvegicus
albinus) were used in this study, with groups consisting of 36 aged animals (18 months
old; mean body weight, 517.7 £ 27.54 g) and 6 adults animals {12 weeks old; mean
body weight, 266, 19:30 0 £ g). . The animals were randomily divided in three groups,
control, Aged tendinitis and tendinitis LLLT aged, and subdivided into three periods
Experimental, 7, 14 and 21 days. low-level laser treatment was applied using a Gallium
Arsanide and Aluminium (AsGaAl) laser (Theralaser, DMCE) with active medium
operating at wave length of 830nm (£ 10nm), 50 mW power, laser beam 0,028cm2,
energy density of 107J /em2, power density 1,7 wicm2 and energy 6 J. witha
frequency of 3 times per week, until the date of euthanasia (7, 14 and 21 days).
Analyzed VEGF and MMP 3 and 8 by Immunohistochemistry and coltagen type |, lll, by
Sirius red. The results indicate that LLLT was able to increase the deposition of
coflagen types | and lIl in a gradual manner and with significant difference to the group
tendonitis elderly (p <0.001), it can be observed in relation to VEGF (p <0.001) was
also observed decreased expression of MMPs 3 and 8 in relation to the group
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tendinitis elderly, with statistical difference (p <0.001). We conclude that LLLT was
able to increasa the production of collagen type | and |ll reduce the expression of
MMPs 3 and 8, and to increase VEGF expression, even in females aged rats and
hormonal deficiency caused by age
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Abstract

Thus study investigates the effect of low-level laser therapy (LLLT) on collagen tvpe 1 and III. matrix
metalloproteinase (MMP). and vascular endothelial growth factor (VEGF) in experimentally mduced
tendinopathy in female aged rats. Tendiopathy was induced by collagenase pentendinous of the Achilles
tendon. Forty-two Wistar rats (Nervegicus albims) were used: groups consisted of 36 aged animals (18
months old: mean body weight, 517.7 = 27.54 g) and 6 adult animals (12 weeks old: mean body weight.
266 = 19.30 g). The ammals were randomly divided i three groups: control, aged tendimopathy, and aged
tendinopathy LLLT: the aged groups were subdivided according to experimental periods: 7, 14, and 21
days. LLLT mvolved a gallum-arsenide-aluminum laser (Theralaser. DMC®) with active medium
operating at wavelength 830 = 10 nm. 50 mW power, 0.028 cm’ laser beam. 107 J/em® energy density, 1.7
w/em? power density, and 6 J of energy. with a frequency of 3 times per week, until enthanasia. VEGF,
MMP-3, and MMP-9 were analyzed by immunohistochemistry, and collagen type I and 111 by Sirius red.
LLLT wmcreased the deposition of collagen type I and IIT in a gradual manner. with significant differences
relative to the group aged tendonitis (p<0.001), and in relation to VEGF (p<0.001); decreased expression
of MMP-3 and 9 was observed m group aged tendinopathy (p<0.001). LLLT, therefore, mcreased the
production of collagen type I and III. downregulated the expression of MMP-3 and MMP-9. and
upregulated that of VEGF, with age and age-mduced hormonal deficiency.

Keywords: calcaneal tendon, tendinopathy. collagenase, LLLT. aged.
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Introduction

Aging is accompanied by a decline in the homeostatic and regenerative capacity of all tissues and organs
[1]. Tendon aging or chronic tendinopathy are often responsible for handicapping middle-aged and aging
populations [2]. With aging. tendon tissue undergoes morphological and biochemical changes, involving
both the cells and the extracellular matrix (ECM); the ECM increases in volume, causing a relative decrease
of the number of cells per nt of tissue smrface. During aging. parallel changes occur i the elastic fibers,
which decrease in number and show structusal alterations [3]. Aging and estrogen deficiency can reduce
the constituents of the ECM. This decrease may compromuse the constitution and function of tendons, since
they are formed of collagen structures, especially type I and I11; the tendon is composed of fascicles. formed
from collagen fibers. These collagen fibers are formed from continvous collagen fibrils. aligned to the tissue
long-axis for mechanical strength and can therefore develop tendinopathy [4.5].

Tendon disorders are frequent and are responsible for substantial morbidity both in sports and i the
workplace. Tendinopathy. as opposed to tendinitis or tendinosis, is the best genenc descriptive term for the
clinical conditions in and around tendons arising from overuse. Tendinopathy 15 a serious issue requinng
lengthy management. and patients often respond poorly 1o treatment [6].

Several physical modalities have been developed to treat tendinopathy: however. they often fail to control

the mflammatory process and pain. In recent years, phototherapy is the leading treatment for tendinopathy.
mamly demonstrating efficacy in management of pamn [7.8] and mflamumation {9.10,11]. In particular, low-
level laser therapy (LLLT) in early stages of the inflammatory process modulates the expression of pro-
and anti-inflammatory cytokimes [12.13.14.15], improves the production and differentiation of collagen
[16,17,18], and shows positive climical results [19.20,21]. Although some studies have cvaluated the
efficiency of LLLT in tendinopathy, aging conditions are associated with hormonal changes related to the
production of estrogen. Given the evidence that aging causes changes in cell structure and morphology of
the tendon, hormonal changes associated with aging complicates the resolution of tendinopathy. The
purpose of this study was to verify the viability of LLLT. and normalize the tendinopathy process induced
by collagenase in female aged rats.

Materials and Methods
Animals and ethics

Forty-two female Wistar rats (Norvegicus albinus) were used, with groups of 36 aged animals (18 months

old; mean body weight, 517.7 = 27.54 g) and 6 adult ammals (12 weeks old; mean body weight, 266 =

19.30 g). Ammals were acquired from the ammal facility of the Universidade Nove de Julho (UNINOVE),
where they were housed and kept under controlled light and temperature. with water and food given ad
libitum, All expenimental procedures were camed out m accordance with standards cstablished by the
Brazilian College for Animal Expenimentation (COBEA). Anmmals were handled in compliance with
national guidelines for the humane treatment of laboratory animals, and all experimental procedures were
approved by the Research Ethics Committee of the UNINOVE - AN00302014.



e
(S =R - . T RN

38

Experimental groups
The 36 aged ammals were randomly divided into 2 groups (18 amumals per group). An additional adult

control group with no LLLT irradiation and no injury mcluded 6 animals,

1- Control group (adult) - no LLLT wrradiation and no injury:

2-  Tendmopathy aged group —no LLLT iradiation;

3- Tendimopathy LLLT aged group - LLLT iradiation and injury.
The aged groups were further divided into 3 subgroups according to experimental time of euthanasia (7.
14, and 21 days).

Experimental model of collagenase-induced tendinopathy

Tendinopathy was induced using collagenase, an enzyme that degrades collagen and induces an acute
inflammatory process. Collagenase (1 mg'ml. Sigma Chemical Co, Cat. C-6885) was dissolved at 100
mg/ml in sterile phosphate buffered saline (PBS) containing 30 mM NaH:P0and 10 mM NaCl (pH 7.1).
Skin was surgically prepared and collagenase was injected in the two legs (100 pg/tendon) percutancously
mto the Achilles tendon. approximately 2 mum proximal to the osteotendinous junction under anesthesia.
The same volume of PBS without collagenase was injected using the same procedure in a control group

[22].

Low-level laser therapy

LLLT was applied using a gailiwm-arsenide-aluminum (AsGaAl) laser (Theralaser, DMC¥) with active
medum operating at wavelength 830 +10 nm, 50 mW power, 0.028 cm’ laser beam, 107 J/cm® energy
density, 1.7 w/em® power density and 3 J energy. The laser was applied by direct contact with the left
Achilles tendon for 60 seconds per point, at three points (muscie-tendon. tendon and bone-tendon). Animals
were manually restrained for the procedure and irradiated at a 90° angle in relation to the tissue surface.
Before beginning the experiments. laser equipment was calibrated with a powsr meter (Model
13PEMO001/7, Mellers Griot, The Netherlands). Treatment was initiated 12 howrs after injury, three times a
week until euthanasia (7. 14. and 21 days).

Euthanasia

The animals were identified. weighed. and euthanized via mtraperitoneal thiopental —administration
(THIOPENTAX - Cristalia 100 mg’kg: DL) with lidocaine 10 mg/ml (Xylestesin - Cristalia). Samples were
then taken and sent for mmunohistochemistry and morphometric collagen analvsis. The tendon tissues
were histologically analyzed by fixing with 10% formalin. embedded in paraffin. and sectioned. Sections
(5-pm thick) were stamed with hematoxylim - cosin and Picrosinus red.

Morphometric analysis of collagen types

Morphometric analysis was performed usmg mmage digitization and computational analysis with a specific
nnage processing and analysis program (Image Pro plus 4.5). To quantify the areas representing collagen.
five fields observed using a microscope that optically transmutted and polarized light (Carl Zeiss, Pol-
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Interferential Photomicroscope. Germany) were coupled to a color CMOS camern with 1280 x 1024 pixel
resolution at 400+ magnification (Thorlabs GmbH. Germany). which was connected to a microcomputer
equipped with a video board. All images were digitized before the quantification process. thereby
standardizing the microscope light mtensity and condenser height. Collagen areas were separated in the
image, using color distribution as the discriminating parameter.

Picrosinus red, an anionic composite that distingusshes the thickness and density of collagen fibers throngh
coloration emitted under polarized light, was used to estimate the percentage of collagen fibers. While thin
dissociated fibers typical of type Il collagen are greemish, the thickest strong associated fibers of type |
collagen enut colors with longer wavelengths, such as red and yellow [23].

Immunohistochemistry

Paraffin was completely removed through a series of sequential xylene/ethanol/'water washes to remove the
wax and rehydrate the tissne. Sections were washed m PBS (6 » § min washes) and mounted with 1%
normal goat serum i PBS for 30 min. Subsequently. slides were incubated in the presence of  primary
antibody applied overnight at 4°C. Primary antibodies used were mouse anti-rat VEGF antibody (VG-1:
Abcam, Tokyo, Japan); rabbit anti-MMP-3 antibody (ab-53015, Abcam, Tokyo, Japan); and goat anti-
MMP-9 antibody (sc-6840, Santa Cruz Biotechnology). After washing in PBS (6 times, 5 min), sections
were incubated with secondary antibody for 30 min. After washig in PBS (6 = 5 min washes), a colonng
reaction was camried out with diammobenzidine (Wako Pure Chemical Industries, Osaka. Japan) and nuclei
were counterstained with hematoxylin, Areas of positive staining for each of the tags were observed under
a light microscope (E200, Nikon, Japan), and images were captured by a microcomputer equipped with IC
Capture 2.2 software (The Imaging Sonrce. Germany). From each sample. 4 images were recorded of
different fields of view, mcluding each stamed area, using a 10+ objective lens to capture the length. Once
captured, the images were analyzed using a software-based image analysis system (Image-Pro Plus® 4.5,
Media Cybemetics, MD. USA) [24].

Statistical Analysis

For collagen type and immumehistochemistry analyses, data were tabulated using Microsoft Excel 2007
software and initially assessed for nornmality using the Shapiro-Wilk test. Since a normal distnbution was
observed. two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test was used for comparisons between expetimental

groups. All of the data are expressed as mean + standard deviation. GraphPad Prism 3 software program
was used (GraphPad Software Inc.. San Diego. CA, USA) and significant differences were considered when
p<0.05.

Results
Collagen type I
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Collagen type I was identified by light polarization and quantified as percentage per analyzed area. Seven
days after induction by collagenase, the control group was significantly greater than the aged tendinopathy
group (32.80 = 2,14 vs, 22.87 = 1.62: p<0.001). The aged tendmnopathy LLLT group (32.59 = 1.04) was

not statistically significant from the control group. However, when comparing the aged tendmopathy with
aged tendinopathy LLLT, a statistical difference (p<0.001) was reported. Fourteen days after induction. the
aged tendmopathy group (20.15 + 0.40) was significantly different from the control group (p <0.001). The
aged tendinopathy LLLT group (32.99 = 1.76) was not statistically different to the control group. However,

the aged tendinopathy group was significantly different from the aged tendinopathy LLLT group (p<0.001).
Twenty-one days after induction, there was a statistical difference across all groups (aged tendinopathy:

22,26 = 1.22; aged tendinopathy LLLT: 38.65 4 0.52: p<0.001). In summary, the control group showed no
statistical difference with the aged tendinopathy LLLT group at 7 and 14 days (Fig. 1a and b).

Collagen type ITI

Collagen type 11T was identified and quantified sumilar to type 1 (percentage per analyzed area). Seven days
after induction. the aged tendinopathy group was significantly greater than the control group (45.19 & 1.37
vs. 28.23 4 2.40: p<0.001). The aged tendinopathy LLLT group (30.13 + 0.73) was not statistically different
from the control group. However, aged tendinopathy and aged tendimopathy LLLT groups were statistically
different (p<0.001). Fourteen days after induction, the aged tendinopathy group (37.80 £ 2.44) was

statistically different from the control group (p<0.001). The aged tendnopathy LLLT group (24.02 + 2.75)
was also statistically different from the control group (p<0.01). Furthermore. a statistical difference of
p<0.001 was observed between aged tendinopathy and aged tendinopathy LLLT groups. Twenty-one days
after induction, statistical difference was observed across all groups (aged tendinopathy: 35.16 = 0.80; aged
tendinopathy LLLT group: 20.84 + 2:42: p<0.001). In summary. the control group showed no statistical
difference with the aged tendinopathy LLLT group at 7 days (Fig. 1¢).

Matrix metalloproteinase 3

MMP-3 was analyzed by immunohistochemistiry, Seven days after induction, the control group showed
49.80 £ 3.31. the aged tendinopathy group showed 190.31 £ 5.35_ and the aged tendinopathy LLLT group
showed 88.75 = 3:23: there was statistical difference across all groups (p<0.001). Fourteen days after
induction. the aged tendinopathy group was significantly greater than the control group (194.72 = 8.59 s
49,89 £ 3.31; p<0.001). A statistical difference of p<0.05 was reported between the control group and the
aged tendinopathy LLLT group (61.04 = 7.41), There was also a statistical difference of p<0.001 when
comparing the aged tendinopathy group and the aged tendinopathy LLLT group. Twenty-one days after
mduction, there was a statistical difference of p<0.001 between the control group and aged tendinopathy
group (150.29 + 5,23). However, there was no statistical difference when comparing the control group and
the aged tendmopathy LLLT group (44.12 = 13.62). The aged tendinopathy and the aged tendinopathy
LLLT groups were significantly different (p<0.001). Overall, there was no statistical difference between
the control gronp and the aged tendinopathy LLLT group at 21 days (Fig. 2a and b).
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Matrix metalloproteinase 9

MMP-9 was analyzed by immunohistochemstry, Seven days after induction, the aged tendinopathy group
was significantly greater than the control group (167.02 + 9.80 vs 41.39 = 4,00; p<0.001). Comparing the
control group and the aged tendimopathy LLLT group (47.53 £ 8.20). there was no statistical difference.
However, there was a statistical difference between the aged tendinopathy group and the aged tendinopatity
LLLT group (p<0.001). Fourteen days after induction, the aged tendinopathy group was significantly
greater than the control group (104.90 + 3.10 vs 41.39 + 4.00; p<0.001), There was also statstical difference
(p=0.001) when comparing the control group with aged tendinopathy LLLT (30.40 = 5.00). Furthermore,
there was statistical difference when comparing the aged tendinopathy group with aged tendinopathy LLLT
(p<0.001). Twenty-one days after induction, there was statistical difference across all groups (control
group: 41.39 = 4.00: aged tendmnopathy: 96.23 = 2.93: aged tendinopathy LLLT: 24.94 = 4:55; p<0.001).
Overall. the control group showed no statistical difference with the aged tendinopathy LLLT group at 7
days (Fig. 3a and b),

Vascular endothelial growth factor

VEGF was analyzed by immunohistochemmstry. Seven days after induction. the aged tendinopathy aroup
was significantly less than the control group (56.28 = 5,50 vs 96.07 £ 17.62; p<0.001). The aged
tendinopathy LLLT group (131.00 = 14.00) was statistically different to the control group (p<0.001).
Fourteen days after induction, the aged tendinopathy group (56.61 = 4.90) was statistically different to the
control group (p<0.001). The aged tendinopathy LLLT group (116.00 = 6.00) was not statistically different
from the control group. However. comparing the aged tendinopathy and aged tendinopathy LLLT. there
was a statistical difference 21 days after mduction (p<0.001), and there was a statistical difference of
p<0.001 between the control group and aged tendinopathy group (54.30 = 3.15). However, there was no
statistical difference when comparing the control group and the aged tendimopathy LLLT group (85.60
15.00). A statistical difference was observed between the aged tendinopathy and the aged tendinopathy
LLLT group (p<0.001), Overall. the control group showed no statistical difference to the aged tendinopathy
LLLT group at 14 and 21 days (Fig. 4a and b),

Discussion

The etiology of tendinopathy remains unclear and many causes have been theorized. such as hypoxia.
ischemic damage. oxidative stress, hyperthermia. unpaired apoptosis. and inflammation.  In tendon mjury
and healing. inflammatory medsators, fluoroquinolones. and MMP imbalances have been implicated as
mechamisims of tendon degeneration. Histologically, tendinopathy is characterized by disordered and
haphazard healing with absence of mflammatory cells, poor healing responses, non-nflammatory
mtratendinous collagen degeneration, fiber disonientation and thinmng. hyperceliularity, scattered vascular
mgrowth, and mereased interfibnllar glycosaminoglycans [25].
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The sex difference i immune responses after injury is mediated in part by alterations in the circulating
levels of gonadal steroid hormones through modulation of the production of inflammatory cytokines and
tmmune regulation. For example, aberrant production of IL-6 1s an important mediator of  immunity after

ngury, and estradiol is a critical regulator of 1L-6 production and overall immune function [26]. Therefore,
the present study was designed with the purpose of investigating the chronic mflammatory process of

tendonitis m older female animals when subjected to LLLT. Several studies have shown that LLLT may be
a powerful therapeutic tool, throughout inflanunatory processes of both tendinopathies [27,28,22] and in

the reparr of tendon damage [29], However, hormonal changes that occur during agig. mainly related to
estrogen, may be capable of interfering with any inflammatory process [30,31,32], often hampered by

collagen deposition, angiogenesis, and imbalances in MMP action [33.34,35]. On this basis, the present
study auned to analyze the action of LLLT in experimentally induced tendinitis by collagenase i older rats

by immunohistochemical analysis of VEGF, MMP-3, MMP-9, and collagen type I11. and to venfy the total
collagen and collagen type I and I1II during chronic inflanunation, using lustological staining technique for

Picrosirius red under polarized light in the timeline (7, 14 and 21 days).

In this study. we observed that LLLT at a 3 joules dosage mcreased collagen deposition when compared
with the group of older rats with tendonitis, and we demonstrate that collagen approached the values of our
control group consisting of female adult rats. In addition to total collagen. we also assessed the percentage
of collagen marked by Picrosinus Red polarized light.

Few studies have focused on the effect of aging on tendon. and most investigated the mechanical features
of tendons. Although studies show that dimensions or mechanical properties of tendons do not differ
between young and old men, the collagen content 1s lower i older individuals, and the advanced glycation
end marker accumulates markedly i the tendons of older subjects,

Type I and III collagen are the mam components of ECM in tendons. correspondmng to 65-95% and 10%
of the composition, respectively. The synthesis of type III collagen increases during carly stages of repair,
and it is thought that when it decreases, tvpe I collagen 15 synthesized and organized [36]. The analysis of
tendinitis LLLT aged group at 7, 14, and 21 days showed a significant difference m the tendimtis aged
group between type I and I11 collagen areas, similar to typical tendon healing. The same occurred with type
I collagen in the control group. On the contrary. type I and III collagen in the areas rendinitis LLLT group
at 14 and 28 days did not differ significantly, explaining the delayed healing, Our findings indicate that
LLLT may lead to the improvement and acceleration of nflammation when compared to LLLT in an aged
animal model of tendmitis.

In addition to aging, estrogen levels might also play a key role; women show a lower risk of tendinopathies

during pre-menopausal vears, whereas after menopause, this risk mcreases, Estrogen levels may influence
tendon metabolism and. in addition to several growth factors. are mportant for the behavior of
musculoskeletal tissues and may affect tendon properties; postmenopansal estrogen deficiency seems to
downregulate collagen tumover and decrease tendon elasticity [37]. Our results with respect to collagen are
similar to findings by Guerra et al. [38]. who nsed normal adult rats. camried out a partial tenotomy. and
treated them with a GaAlAs laser with an 830-nm pulse with 4 J/em®, with the same dose at days 8 and 15
davs after iy, and mvestigated collagen and MMP activity and collagen synthesis. The researchers
concluded that pulsed LLLT improved remodeling of the ECM during the healing process in tendons
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through activation of MMP-2 and stimulation of collagen synthesis. Collagen increment obtained by LLLT
m [38] and m our study is in line with results from other researchers: despite not using models with aged
ammals and different tissue types, LLLT results are sahsfactory in mcreasing collagen [39].

Collagen 1 is the most extensively examined in aged humans and the consensus is that aging confers a
progressive decrease i collagen [ synthesis, concurrent with an merease in collagen I degradation [40].
Production and reonientation of collagen are essential to restore the strength of the tendons and there are
reports that effects of laser photostimulation on tendon healing may mwvolve the promotion of ECM
production and degradation [41]. Alves et al [23] reported that the degradation of ECM components, such
as collagen fibers, occurs as a result of MMP activity.

Modulators of healing MMPs are important regulators of ECM remodeling. and their levels are altered
during tendon healing. In the rat flexor tendon Iaceration model, the expression of MMP-9 and MMP-13
(Collagenase-3) peaked between days 7 and 14, Levels of MMP-2, MMP-3. and MMP-14 (MT 1-MMP)
mereased after surgery. and remained high until day 28. These findmgs suggest that MMP-9 and MMP-13
participate only in collagen degradation. whereas MMP-2, MMP-3 and MMP-14 participate in both
collagen degradation and collagen remodeling [25]. In the present snudy, we conducted a study of MMP-3
and MMP-9 over the same expenimental periods: we used unmmmohistochemistry and showed high activity
of these MMPs in the tendinitis aged group, suggesting that they had a key role in the collagen analysis
presented above.

Aging might exert a negative effect on tendon structure or its healing process by a mechanism that mvolves
mcreased MMP-2 and MMP-9 activities. and decreased proliferation of tenocytes [42]. Aro et al. [43]
observed the presence of latent and active isoforms of MMP-9 during the first 7 days after tendon injury.
This period is charactenzed by mflammation and MMP-9 1s predominantly synthesized by inflammatory
cells: it has an important role in the degradation of denatured collagen and other matrix components.

Our group treated with LLLT showed little markup for both MPPs, similar to the results obtained i the
control group consisting of animals without changes due to age. Our results can also be endorsed by findings
of Casalechi et al. [44] that used the same model to study the effect of LLLT, operating at 780 mn. 22 mW

potency, and 1.54 J energy, mvestigating acute and chronic pathology, and determining the gene expression
of MMPs and the reduction of MMP-1 mRNA expression in groups that had received LLLT in the  imitial

phase of treatment. Silva et al. [45] conducted a study investigating the action of LLLT repair of skin
wounds mn diabetic rats: the authors correlate the mcrease of collagen type 1 and 11T with reducig MMP-2
and MMP-9 and regarding the authors description of MMP-9 gene expression, and a marked decrease was

found in the diabetic group submitted to LLLT.

Tendinopathy or tendonitis is characterized histopathologically in the chronic stage by the disruption of
fibroblast proliferation and apoptosis with arrays. and the proliferation of vessels and nerves containing

sensory. nociceptive, and autonomic elements. This histopathology has been characterized as a "failed
healing response” and has also been termed “angiofibroblastic tendinosis” to refer to the major finding of
mereased vascular fibroblastic and cellularity [46].

Regarding angiogenesis, VEGF plays a role in the formation and growth of new blood vessels, playimg a
substantial role m chronic mflammation and wound healing. VEGF is also known to increase vascular
permeability, which can enhance clinical signs of overnuse, The VEGF, von Willebrand factor, plays  an
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unportant role in tendon hemostasis. VEGF 1s not lughly expressed in adult tendon, but its expression is
mereased m several animals models of acute injury or mechanical loading [47]. Mechanical overload.
mflammation and mjury, hypoxic conditions, or a combmation of the above could lead to mcreased
expression of VEGF in tendon [46].

However, there 15 strong evidence that VEGF-induced angiogenesis might mfluence the course of
degenerative tendon disease in another way. It is well known that degradation of ECM 1s also required for
the sprouting and invasion of new blood vessels. Vascular endothelial or smooth muscle cells are known to
produce MMPs 1 response to VEGF stimulation [47).

Considering the evidence of the major role of VEGF in the tendinopathy healing process, LLLT actionwas
also an important marker, We observed that in the older tfendimitis group. expression by
immunohistochemical labeling of VEGF had decreased compared the other groups throughout the
experimental periods; intra-group marking of VEGF gradually rose over 7, 14 and 21 days but without
approaching the normal control or tendinitis LLLT aged groups.

LLLT modulation of VEGF gene and protein expression is cormon in the literature, and some groups have
investigated the increase of VEGF expression under adverse conditions. De Oliverra et al. (2015) conducted
a study using two types of mesenchymal stem cells from human and rat adipose tissues on mutritional
deficiencies submitted to LLLT. VEGF and VEGFR2 were increased with LLLT action in both cell types:
however, human cells at nutritional deprivation showed ligher expression of VEGF and its receptor after
imadiation with other laser doses, Casalecchi et al. [46] mvestigated the effect of LLLT in an identical
model to that used in this study and confirmed the early induction of VEGF mRNA expression in the LLLT
groups, Savitskaya et al. [47] reported that chronic tendon loading causes mechanical trauma. with multiple
microruptures of the microvasculature tendon, These microruptures mitiate a cascade of VEGF-mediated
vascular remodeling that may be chronically pathological. and chronic tendon pathology appears to be a
highly active ongoing process of neovascularization. VEGF expression and neovascularization could be
used in the clnical setting to monitor tendon degeneration.

In summary, our findings demonstrate that agme and hormonal factors related to gender affect the
evolutionary—process—of-tendmopathy, infermng m chronic mflammation phase and complicating its
resolution. On the other hand, it also observed that LLLT was effective in tendon treatment even inn adverse
conditions such as aging and hormonal changes caused by estrogen. This study suggests that LLLT obtamed
satisfactory results. where the collagen type III tendonitis LLLT elderly group resembled the control group
at days 7 and 14 days. as well as collagen IIT at day 7. MMP-3 showed the best results in 21 days, MMP-9
showed the best results at 7 days. VEGF produced satisfactory results in 14 10 21 days.

Limitations to owr study were the lack of measurement of estrogen and the inability to mvestigate type |
collagen by immunohistochemistry or another form of protein expression venfication. Following on from
our analysis of MMPs. we could expand this study to using markers TIMP IT and L
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Legends

Fig. 1 Morphometric analysis of the percentage of collagen type I and 1T obtained from tendon and
histological sections stamned with Picrosirius red and observed under polarized light, (A}  Panels
representatively stained with Picrosirius Red show the presence of the two types of collagen fibers as well
as their interlacing at 7, 14, and 21 days after expenimentally induced tendinopathy in rats in groups: control,
aged tendmopathy and aged tendimopathy LLLT. Magnification = 40: scale bar =20 pm. (B) Panels
represent percentage of collagen type Iat 7, 14, and 21 days after experimental induction. Dita are presented
as mean + SD. (C) Panels represent percentage of collagen type I at 7, 14, and 21 days after mjury. *
Denotes p<0.05, ** p<0.01, and *** denotes p<0.001 using Bonferroni test with comparisons agamst the
control group. # denotes p<0.05, # p <0.01, and ### p<0.001 using Bonferroni test with compansons
aganst the aged tendinopathy. Data are presented as mean = SD.

Fig. 2 Comparison of the mean and standard deviation of immunolabeled areas in mm? for technical MMP-
3 by mununohistochemistry. (A) Panel representatively stained and munmunolabeled for MMP-3 at 7. 14,
and 21 days after experimentally induced tendinopathy in rats in groups: control, tendinopathy aged, and
tendinopathy LLLT aged. Magnification » 20. scale bar = 20 um. (B) Panel represents areas
immunolabeled for MMP-3 at 7. 14, and 21 days after éxpesimentally induced tendinopathy in rats in
groups: control, tendinopathy aged, and tendimopathy LLLT aged. * Denotes p<0,05, ** p<0.01, and ***
p <0.001 using Bonferroni test with comparisons against the control group. # denotes p <0.05, ## p<0.01,
and ## p<0.001 using Bonferroni test with comparisons agamst the aged tendmopathy group. Data are
presented as mean = SD.

Fig. 3 Comparison of the mean and standard deviation of unmunolabeled areas 1n mm? for technical MMP-
9 by mumunohistochemistry. (A) Panel representatively stained with immunolabeled MMP-9 at 7, 14, and
21 days after experimentally induced tendinopathy in rats in groups: control, tendinopathy aged, and
tendinopathy LLLT aged. Magnification = 20: scale bar = 20 pm. (B) Panel represents areas
immunolabeled for MMP-9 at 7, 14, and 21 days after experimentally induced tendinopathy i rats in
groups: control, tendinopathy aged. and tendinopathy LLLT aged. * Denotes p<0.05, ** p <0.01, and ***
p<0.001 using Bonferrom test with comparnsons against the control group: # Denotes p<0.05. #7 p<0.01.
and ## p<0.001 using Bonferrom test with compansons agamst the aged tendinopathy group, Data are
presented as mean = SD,

Fig. 4 Comparison of the mean and standard deviation of immunolabeled areas in mm? for technical VEGF
by immunohistochemistry. (A) Panel representatively stained and immmunolabeled for VEGF at 7. 14, and

21 days after experimentally induced tendinopathy in rats in groups: control, tendinopathy aged, and
tendinopathy LLLT aged. Magnification » 20. scale bor = 20 pm. (B) Panel represents areas
immunolabeled for VEGF at 7, 14, and 21 days after expenimentally mduced tendinopathy in rats in groups:
control. tendmopathy aged. and tendinopathy LLLT aged. * Denotes p<0.05. ** p<0.01. and *** p<0.001
nsing Bonferrom test with comparisons against the control group: # denotes p<0.05, ## p<0.01. and ##

p<0.001 using Bonferrom test with comparisons against the aged tendinopathy group. Data are presented

as mean = SD.
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5 Discussao

A etiologia da tendinopatia ainda ndo esta clara e muitas causas tém
sido teorizadas, hipdxia, dano isquémico, estresse oxidativo, hiperemia,
apoptose prejudicada, inflamacéao, lesdo no tenddo, mediadores inflamatérios e
desequilibrio de metaloproteinase de matriz tém sido implicados aos
mecanismos de degeneragao do tend&o. Histologicamente, tendinopatia mostra
uma foto de cura casual desordenada, com auséncia de células inflamatorias,
ma resposta de reparo, degeneracao do colageno intratendineo, desorientacao
da fibra, hipercelularidade, e aumento glicosaminoglicanos interfibrilares
(Sharma et al., 2006).

A diferenca entre 0s sexos nas respostas imunes apdés a lesdo é
mediada em parte por alteracbes nos niveis de circulacdo de hormoénios
esterdides das gbnadas através da modulacdo da producdo de citocinas
inflamatorias e imuno reguladoras, incluindo IL-6. Producdo anormal de IL-6 &
conhecida por ser um mediador importante de imunidade apés a lesao, e
estradiol é um regulador da producédo de IL-6 e, por conseguinte, a fungdo
imunolégica geral (HELRIGLE et al., 2015)

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de investigar o
comportamento do processo inflamatdrio crénico de tendinopatia em ratas
fémeas idosas quando submetidos a acdo de Laser de Baixa Intensidade, onde
varios estudos, incluindo estudos em nosso grupo, tém mostrado que a
laserterapia pode ser uma poderosa ferramenta terapéutica, ao longo do
processo inflamatério das tendinopatias (TUMILTY et al.,, 2010; TORRES-
SILVA et al., 2015; MARCOS et al., 2012) e na reparacdo de danos no tendéao
(LARAIA et al.,, 2012). No entanto, a literatura afirma que as mudancgas
hormonais que ocorrem durante o envelhecimento, principalmente relacionadas
ao estrégeno, sao capazes de interferir com qualquer processo inflamatorio
(FRIZZIERO et al, 2014; DEHGHAN et al., 2014; AYDIN et al.,, 2013),
deposicdo de colageno muitas vezes dificultada e estabelecendo um
desequilibrio na acdo de metaloproteinases de matriz (MMPs) (TAYLOR et al.,
2015; MUTO et al., 2014; SPIESZet al., 2015). Nesta base, o presente estudo
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teve como objetivo analisar a acdo do LBl em modelo experimental de
tendinopatia induzida por colagenase em ratas idosas, através da expressao
imunohistoquimica de VEGF, MMP-3, MMP-9 e verificar o colageno tipo | e lll,
durante a inflamacéao crénica, utilizando a técnica de coloracao histologica para
Picrosirius Red sob luz polarizada, nos tempos experimentais de 7, 14 e 21
dias.

Neste estudo, observou-se que a LBI, a uma dose de 3 joules, foi capaz
de aumentar a deposicdo de colageno quando comparado o grupo de ratas
idosas com tendinopatia e demonstramos que o colageno se aproximou dos
valores do grupo controle, que consistia de ratas adultas. Além do colageno
total também avaliado e a porcentagem de coldgeno marcado pela técnica de

Picrosirius red, luz polarizada.

Poucos estudos tém se centrado sobre o efeito do envelhecimento sobre
tenddo, e a maioria deles tem investigado as caracteristicas mecéanicas dos
tenddes. Embora estudos mostrem que nao tém diferencas nas dimensées ou
propriedades mecéanicas dos tendbes entre jovens e idosos, o conteldo de

coldgeno é menor em individuos mais velhos.

Coladgenos do tipo | e lll sdo os principais componentes da matriz
extracelular em tenddes, correspondendo a 65-95% e 10% da composicéao,
respectivamente. A sintese de colageno do tipo Il aumenta durante as fases
iniciais do reparo, e acredita-se que, quando se diminui, colageno do tipo | é
sintetizado e organizado. (DIETRICH et al., 2015). Analisando o grupo
tendinopatia idoso LBI, aos 7, 14 e 21 dias, mostrou uma diferenca estatistica
com o grupo tendinopatia idoso, areas de colageno tipo | e lll, semelhante a
cicatrizacdo do tendéo tipico. O mesmo ocorreu com o colageno tipo | no grupo
controle. Pelo contrario, o colageno tipo | e Ill, no grupo tendinopatia idoso LBI
aos 14 e 21 dias ndo houve diferenca estatistica, explicando o reparo tardio.
Nossos resultados nos permitem concluir que LBI sugere uma melhora e
modulacdo da inflamacdo num modelo experimental, quando comparado o

grupo tendinopatia idoso LBI com o grupo tendinopatia idoso.

Aléem do envelhecimento, os niveis de estrégeno também podem

desempenhar um papel fundamental, o observado em mulheres que
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apresentam um menor risco de tendinopatias durante os anos pré-menopausa,
enquanto que, ap0s a menopausa, esse risco aumenta. Os niveis de estrégeno
podem influenciar o metabolismo do tendao, e, em adicdo a varios fatores de
crescimento (isto em fator de crescimento derivados de plaquetas, fator de
crescimento transformante-[3, fator-1, fator de crescimento endotelial vascular,
proteinas morfogenéticas dsseas, fatores de diferenciagdo de crescimento tipo
insulina), o estrogeno, sdo importantes para o comportamento de tecidos
musculoesqueléticos e pode afetar as propriedades do tendéo; deficiéncia de
estrogeno na pés-menopausa parece regular para baixo turnover de colageno
e a diminuicdo da elasticidade do tenddo. (TORRICELLI et al., 2013) Os
nossos resultados com relacdo ao colageno sdo semelhantes aos achados de
GUERRA et al.,, (2013), foi estudado utilizando ratas adultas saudaveis,
realizada uma Tenotomia parcial e tratado com Laser GaAlAs com um
comprimento de onda de 830 nm, pulsado com 4 J, ainda com a mesma dose
nos dias 8 e 15 dias apos a lesdo e investigou o colageno e a atividade das
MMPs e a sintese de colageno. Os pesquisadores concluiram que a LBI
pulsado, melhorou a remodelacdo da MEC durante o processo de reparo nos
tenddes através da ativacdo de MMP-2 e estimulagcdo da sintese de colageno.
Incremento colageno obtido por LBI, em nosso estudo est4 de acordo com 0s
resultados de outros pesquisadores que, apesar de ndo usar o modelo com
animais idosos e diferentes tipos de tecidos na investigacao dos resultados de
LBI, sdo satisfatérios no aumento de colageno (SPRENGER et al., 2010).

Coladgeno | tem sido o mais extensivamente examinado em seres
humanos idosos e o consenso € que o envelhecimento confere uma diminuicdo
progressiva de sintese de colageno do tipo I, concomitante com um aumento
de degradacéao de colageno | (FILLIPIN et al., 2005).

A producao e a reorientacdo do colageno sdo essenciais para reparar a
forca dos tenddes e ha relatos que efeitos da foto estimulacdo do laser na
cicatrizacdo do tenddo podem envolver a promocdo da producdo de matriz
extracelular e degradacao (YU et al., 2013).
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Segundo, ALVES et al. (2014), a degradacdo dos componentes da
matriz extracelular, tais como fibras de colageno, ocorre como resultado da

atividade de Metaloproteinase de Matriz.

Moduladores de MMPs no reparo sdo importantes reguladores da
remodelacdo da MEC, e seus niveis sdo alterados durante a cicatrizacdo do
tenddo. No modelo de laceracdo do tendao flexor de rato, a expressao de
MMP-9 e MMP-13 (colagenase-3) atingiu um pico entre os dias 7 e 14. MMP-2,
MMP-3 e MMP-14, niveis aumentados depois cirurgia, € manteve-se elevada
até o dia 21. Estes resultados sugerem que MMP-9 e MMP-13, participam
apenas na degradacdo do coldgeno, considerando que o MMP-2, MMP-3 e
MMP-14 participam tanto na degradacdo, como na remodelacdo do colageno
(SHARMA et al., 2006).

No presente estudo também foi realizado uma anélise de MMP 3 e 9
sobre os mesmos periodos experimentais, portanto, usamos a técnica de
imunohistoquimica e podemos ver que no grupo de tendinopatia idoso a
atividade dessas MMPs foi intensa, que nos leva a crer que eles tinham um
papel-chave nos resultados apresentados da anélise do colageno.

O envelhecimento pode exercer um efeito negativo sobre a estrutura do
tenddo ou no seu processo de cicatrizacdo. O mecanismo implica uma
multiplicacdo na atividade de MMP-2 e MMP-9, e diminuicdo na proliferacdo de
tendcitos. ARO et al. (2013) observaram a presenca de isoformas ativas e
latentes da MMP-9, durante os primeiros 7 dias apés a lesédo do tendao. Este
periodo € caracterizado por uma fase inflamatéria e a MMP-9 é
predominantemente sintetizada pelas células inflamatérias, o que tem um papel
importante na degradacdo de colageno desnaturado e de outros componentes

da matriz.

No grupo tendinopatia idoso tratado com LBI mostrou pouca marcacao
para ambas as metaloproteinases, semelhantes aos resultados obtidos no
grupo controle, composto por animais sem lesdo e sem alteracdes devido a
idade. Nossos resultados também confirmam os achados de CASALECHI et al.
(2013) que é utilizado o mesmo modelo experimental e estudaram o efeito da
LBI operando a 780 nm, poténcia de 22 mW e energia 1,54 J, onde foi
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investigado a patologia aguda e crdnica, utilizando os valores de expressdo
génica de MMP. Foi observado a reducéo da expressdao de MMP-1 mRNA, em
que grupos receberam LBI na fase inicial do tratamento. SILVA et al. (2013)
realizaram um estudo investigando a acdo da LBI na reparacdo de feridas
cutdneas em ratos diabéticos, os autores relacionam o aumento de colageno
tipo | e Ill, reduzindo metalosproteinases 2 e 9, como também descrevem que
na expressao génicada MMP9, foi encontrada uma diminuicdo acentuada no

grupo dos diabéticos submetidos a LBI.

A tendinopatia € caracterizada histopatologicamente na fase crénica pela
interrupcdo da proliferagdo de fibroblastos e apoptose nas matrizes, ea
proliferagcdo de vasos e nervos contendo sensorial, nocicepgdo, e elementos
autonémicos. A imagem histopatoldgica tem sido caracterizada como uma
“resposta de reparo falha" e também tem sido chamado de "tendinose
angiofibroblastica” para referir-se a principal conclusdo de fibroblastos

vasculares e aumento da celularidade (PUFE et al., 2005).

No que diz respeito a angiogénese, o VEGF desempenha um papel na
formacao e crescimento de novos vasos sanguineos. O papel angiogénico que
desempenha na inflamacdo cronica e cicatrizacdo de feridas é substancial.
VEGF também € conhecido por aumentar a permeabilidade vascular, que pode
aumentar a sinais clinicos excessivos. O fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), desempenha um papel importante na homeostase do tend&o.
VEGF ndo é altamente expresso no tenddo saudavel de adulto, mas sua
expressao € aumentada em varios modelos animais de lesdo aguda ou carga
mecanica (SAVITSKAYA et al.,, 2011). A sobrecarga mecanica, inflamacéo e
leséo, condi¢des de hipdxia, ou alguma combinacdo dos anteriores pode levar

ao aumento expressao de VEGF no tenddo (PUFE et al., 2005).

No entanto, existe uma forte evidéncia de que o VEGF induz a
angiogénese, podendo influenciar o curso da doenca degenerativa do tendéo
de outra maneira. A degradacdo € bem conhecida da matriz extracelular e é
necessario também para o surgimento e invasao de novos vasos sanguineos.
Endotélio vascular ou células do musculo liso sdo conhecidos por produzirem

as metaloproteinases de matriz (MMPs) em resposta a estimulacdo de VEGF
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(SAVITSKAYA et al., 2011). Diante da evidéncia do papel importante do VEGF
no processo de reparo na tendinopatia, também realizamosneste estudo, uma
investigacdo da acdo LBI, neste importante marcador, e foi observado que na
expressdo do grupo tendinopatia idoso por marcacdo imunohistoquimica de
VEGF, tinha diminuido em comparacdo a outros grupos em todos os periodos
experimentais e intra-grupo que marcam o VEGF, sofrendo aumento gradual
ao longo de 7, 14 e 21 dias, mas sem se aproximar do grupo controle e do

grupo tendinopatia idoso LBI.

Os resultados de estudos com LBI em que a modulacdo na expressao
génica e proteica de VEGF, sdo comuns na literatura, e alguns deles tém
investigado o aumento da expressdo de VEGF sob condicbes adversas tal
como o estudo de OLIVEIRA et al., (2015) realizaram um estudo utilizando dois
tipos de células-tronco mesenquimais (MSCs) de humanos e ratos, com tecidos
adiposos em deficiéncias nutricionais, submetidos a LBI. Conclui-se que o
VEGF e VEGFR2 foram aumentados com a acdo LBl em ambos os tipos de
células, no entanto, as células humanas na privacdo nutricional apresentaram
maior expressao do VEGF e seu receptor apés a irradiagdo com outras doses

laser.

CASALECHI et al., (2013) investigaram a acdo do LBl em modelo
idéntico a usada por nés neste estudo e concluiu que o nivel de expressao de
RNAmM para VEGF aumentounos grupos que a LBl iniciou cedo.

Segundo, SAVITSKAYAet al., (2011), a lesdo crbnicado tendao,
provocada por trauma mecéanico, com multiplas micro rupturas, estas iniciam
uma cascata vascular mediada por VEGF, onde pode ser notada cronicamente
numa fase patolégica. A tendinopatia crbnica no tenddo parece ser um
processo altamente ativo no curso de neovascularizacdo. A expressao de
VEGF e neovascularizacéo pode serutilizada na pratica clinica para monitorar a

degeneracgéo do tendao.

Em resumo, os nossos resultados demonstram que o envelhecimento e
fatores hormonais relacionados ao género, afetam o processo evolutivo da
tendinopatia, inferindo na fase de inflamacdo crbnica e complicando sua

resolucdo. Por outro lado, também foi observado que a LBI pode ser um aliado
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eficaz no tratamento dos tenddes, mesmo em condi¢cdes adversas, tais como
no envelhecimento e nas alteracbes hormonais causadas pela deficiéncia de
estrogeno. No entanto, nosso estudo tem limitacbes, como a falta de medicéo
do estrégeno e a falta de investigar também o colageno tipo | por
imunohistoquimica ou outra forma de verificacdo da expressdo proteica.
Devemos também ressaltar que a extensao deste estudo utilizando marcadores

TIMP Il e I, é importante, uma vez conduzido o estudo de MMP 3 e 9.
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6 Consideracdes finais

Conclui-se que este estudo sugere que a LBI obteve resultados
satisfatorios, onde o grupo tendinopatia idoso LBI, ocolageno tipo | se
assemelha ao grupo controle nos dias 7 e 14 dias. Bem como o colageno Il em
7 dias. A MMP3 obteve os melhores resultados em 21 dias. Como a MMP9 em

7 dias. No caso do VEGF, o resultado positivo foi alcancado em 14 a 21 dias.
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