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RESUMO

A tendinite em tend&o calcaneo é frequente e dificil de ser tratada, porém existe uma
variedade de terapias e tratamentos para abordar a lesdo do tendao. A mais utilizada hoje
sdo os anti-inflamatérios que apresentam resultados momentaneos, porém pouco
satisfatorios devido aos seus efeitos indesejaveis e prejuizos ao reparo tecidual. A terapia
com a Fotobiomodulacdo aparece como terapia promissora ha modulacdo do processo
inflamatorio agudo e cronico com auséncia de efeitos adversos causados pelos anti-
inflamatérios. O presente estudo possuiu 0 objetivo de avaliar a acdo do diclofenaco de
sodio associado a terapia por fotobiomodulacdo na resolucdo da inflamacao na tendinite.
Ratos wistar machos (CEUA/UNINOVE: 2322171019) foram anestesiados e induzidos a
tendinite por injecdo de colagenase (100ug/pata) sobre o tend&do calcaneo. Os animais
foram distribuidos em 4 grupos: Controle (CTL) com tendinite induzida sem tratamento,
Tendinite induzida tratado com Diclofenaco de Sédio (DIC) ou tratado com Laser de baixa
intensidade (PBM). Foi também incluido grupo com terapias associadas (Laser e
Diclofenaco de sodio - PBM+DIC). Duas horas apés a inducdo da tendinite e respectivo
tratamento, os animais foram eutanasiados e os tendfes isolados para analises
histol6gicas, moleculares (expressdo génica de ALX, ERV, BLT1 e DRV1) e bioquimica
(Atividade de Mieloperoxidase — MPO). Resultados: O grupo PBM apresentou aumento na
expressao de ALX e ERV, e diminui¢ao de BLT1, comparados ao grupo CTL. O grupo DIC
apresentou diminuicdo na expressao de ALX e ERV, e aumento de BLT1, quando
comparados aos grupos irradiados. Todos os grupos tratados apresentaram reducao no
infiltrado inflamatério comparado ao grupo CTL. O grupo PBM+DIC apresentou aumento
na expressdo de ALX e ERV, e diminuicdo de BLT1, quando comparados aos grupos
controle e DIC. Nosso trabalho sugere que a terapia com laser de baixa intensidade (810nm
— 3J e 30mW) associada ou ndao com diclofenaco de sddio auxiliou na reducao do infiltrado
inflamatério e no aumento da expressdo de importantes receptores relacionados ao

processo de resolucéo da inflamacéo.

Palavras-chave: Laser de baixa intensidade, Resolvina, Lipoxina, LCeucotrieno receptor,

Collagenase, Inflamacao, Tendinite, Laserterapia, Colagenase, Resolugéo da inflamacéo.



ABSTRACT
Achilles tendinitis is frequent and difficult to treat, but there are a variety of therapies and
treatments to address tendon injury. The most used today are anti-inflammatory drugs that
present momentary but unsatisfactory results due to their undesirable effects and damage
to tissue repair. Photobiomodulation therapy appears as a promising therapy in modulating
acute and chronic inflammatory process with no adverse effects caused by anti-
inflammatory drugs. The present study aimed to evaluate the action of diclofenac sodium
associated with photobiomodulation therapy in the resolution of tendinitis inflammation. Male
Wistar rats were anesthetized and induced by collagenase injection tendinitis (100ug/paw)
on the calcaneal tendon. The animals were divided into 4 groups: Control (CTL) with
untreated induced tendinitis, Sodium Diclofenac treated Induced Tendinitis (DIC) or Low
Intensity Laser treated (PBM). A group with associated therapies (Laser and Diclofenac
sodium - PBM + DIC) was also included. Two hours after tendinitis induction and treatment,
the animals were euthanized and the tendons isolated for histological, molecular (gene
expression of ALX, ERV, BLT1 and DRV1) and biochemical (Myeloperoxidase Activity -
MPO) analysis. Results: The PBM group showed an increase in ALX and ERV expression,
and a decrease in BLT1, compared to the CTL group. The DIC group showed a decrease in
ALX and ERV expression and an increase in BLT1 when compared to the irradiated groups.
All treated groups showed a reduction in inflammatory infiltrate compared to the CTL group.
The PBM + DIC group showed an increase in ALX and ERV expression, and a decrease in
BLT1 when compared to the control and DIC groups. Our work suggests that low level laser
therapy (810nm - 3J and 30mW) associated or not with sodium diclofenac helped to reduce
the inflammatory infiltrate and increase the expression of important receptors related to the

inflammation resolution process.

Keywords: Low intensity laser, Resolvin, Lipoxin, Leukotriene receptor, Collagenase,

Inflammation, Tendinitis, Laser therapy, Collagenase, Resolution of inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tendinopatias

Tendinopatias sao distarbios presentes no sistema musculoesquelético que
comprometem a saude do tendao afetado [1], e podem ser caracterizados pela presenca
de dor, diminuicdo de forca e movimento local [2]. O termo Tendinopatia pode ser
subdividido em tendinite e tendinose. Tendinite € utilizado para englobar a leséo tendinea
com presenca do processo inflamatdrio local, enquanto que o termo tendinose refere-se a
lesdo do tenddo sem presenca de reacao inflamatoria, este Ultimo est4 mais associado a

degeneracéao do tenddo pelo envelhecimento natural. [3]

Tendinopatias e outros distarbios relacionados ao tendao sdo uma fonte de grande
preocupacao tanto de atletas competitivos e recreativos quanto de individuos em ambiente
ocupacional, a incidéncia e a recorréncia de lesdo levam a morbidade e perda de
produtividade, sendo um fator de importancia socioecondmica [4]. Segundo Lemme et al.
[5], de 2012 a 2016 nos EUA ocorreu um aumento significativo na incidéncia de rupturas no
AT, de 1,8 por 100.000 pessoas-ano em 2012 para 2,5 por 100.000 pessoas-ano em 2016,
com uma incidéncia geral de 2,1 por 100.000 pessoa-ano. No Brasil, acidentes de trabalho
e doencas ocupacionais somaram 509.062 dias de trabalho perdidos em 2000, responsavel
por R$ 8.492.762,00 de gastos com beneficios concedidos pelo INSS, apenas no estado
da Bahia. [6]

A causa mais comum de lesédo é o esfor¢o exagerado de extensdo sobre os tenddes,
responsavel por 30% das lesbes [7], podendo provocar ruptura parcial ou total do tendao e
interromper a continuidade do tenddo caracterizando a lesdo aguda [8] com intensa e
dolorosa reacao inflamatéria local, contribuindo para a degradacédo de colageno e outras
deficiéncias teciduais que, se ndo forem tratadas, podem levar ao estado crénico da
doenca. [9] Fatores de risco intrinsecos e extrinsecos podem contribuir para que ocorra
lesbes no tendao. Fatores de risco extrinsecos incluem cargas excessivas no corpo, erros
de treinamento e condigbes ambientais. Enquanto que os fatores de risco intrinsecos
incluem desalinhamentos, fraqueza muscular, baixa flexibilidade, frouxiddo nas
articulagcdes, obesidade [10] entre outros [11]. No processo inflamatorio crénico do tendao,
ocorrem alteragcbes no tecido que provocam a perda de funcionalidade, além de
potencializar a migracao do processo inflamatério para estruturas vizinhas, como 0sSsos e

cartilagens iniciando um quadro pré-artritico. [12]



O desenvolvimento de novos tratamentos e terapias para a tendinopatia sdo tao
importantes quanto a prevencao da doenca e existe a necessidade de definir inteiramente
a etiologia da patologia do tendao [13]

1.2 Anatomia basica do tend&o calcaneo

Os tenddes sao estruturas especializadas com textura fibroelastica variando quanto
a forma e a maneira com que se ligam, sdo cercados pelo tecido sinovial, estdo interpostas
entre os musculos e 0sso0s, que permitem a transmisséo de for¢as geradas do primeiro para
0 segundo, promovendo movimento articular [14]. O tenddo de Aquiles comeca na juncao
musculo-tendinea, séo tipicamente esbranquicados por ter suprimento sanguineo variavel
com vasos sanguineos originarios das regides do perimisio, periésteo e paratendéo e
mesotenddo, com artérias que percorrem o comprimento do tenddo; com uma Matriz
extracelular (MEC) composta principalmente de coldgeno tipo |, elastina,

mucopolissacarideo e proteoglicanos. [15]
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Figura 1. Estrutura anatémica basica do tendao. [16]



1.3 PROCESSO INFLAMATORIO

1.3.1 Processo inflamat6rio do tend&o

A inflamac&o € um mecanismo bioldgico essencial na defesa do organismo frente a
estimulos nocivos, envolvendo um conjunto de eventos que, em cascata, promovem
reacdes locais e sistémicas do metabolismo na tentativa de eliminar tais estimulos e reparar
o tecido. [17][18]

Tenddes sao propensos a lesdes agudas e cronicas devido a movimentos bruscos
e repetitivos [19], havendo a lesédo, o processo inflamatério do organismo frente ao estimulo
nocivo € desencadeado, envolvendo as fases de inflamacdo, proliferacdo e
remodelamento, fundamentais para que o reparo do tenddo aconteca. Deste modo,
diversos componentes inflamatdrios sdo gerados provocando os cinco sinais cardinais da
inflamacé&o: dor, rubor, calor, edema e podendo provocar a perda de fungdo, com
consequente producdo de moléculas, como por exemplo as Prostaglandinas (PGs), que
participardo do processo inflamatério. [20]

Na inflamacéo, ocorrem muitos eventos importantes para o reparto tecidual, como a
cascata do Acido Araquiddnico (AA) resumidamente ilustrada na figura 2, ela é iniciada com
a acdo da Fosfolipase A2 na membrana celular liberando AA que sofre acédo de enzimas,
como a COX, Lipoxigenase (LOX) e citocromo P450, levando a geracdo de lipidios
inflamatérios bioativos ou eicosanoides, como as PGs, Tromboxanos (TXs) e Leucotrienos
(LTs), além disso, determinados metabdlitos derivados do AA sdo gerados e podem

promover resposta anti-inflamatoéria e pré-resolutiva frente a inflamacéo. [21]
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Figura 2. Via de metabolizag&o do Acido Araquidénico (AA). Adaptado de Harizi [119]

COX-1 é constitutivamente expressa em muitos tipos de células e esta relacionada
a processos fisioldgicos ligados a protecdo da mucosa do estdmago, agregacao plaquetaria
e funcado renal [22], por outro lado, a COX-2 € expressa indutivamente, ela catalisa a
conversdo de AA em mediadores lipidicos durante a inflamacéo [23]. As PGs produzidas
via COX-2 amplificam e sustentam a resposta inflamatéria [24], atuando nos tecidos através
de receptores de superficie celular especificos acoplados a proteina G (GPCRS)
desempenhando papel importante na ativacdo da resposta inflamatéria. [25]

No reparo do tenddo, a MEC fornece integridade mecanica e um modelo de
tecido para orientar a remodelacao, envolvendo células do epitenddo e endotendao, que
removem barreiras do tecido entre o0os compartimentos intrinsecos e extrinsecos,
desencadeando um conjunto de eventos que incluem sangramento, formacéo de coagulos,
recrutamento de células, formacdo de tecido de granulacdo e remodelacdo tecidual
envolvendo o processo de resolucdo da inflamacéao [26]. A fase de remodelamento presente
no tenddo lesionado é caracterizada por uma diminuicdo da celularidade, reducdo na
sintese de matriz, diminuicdo do colageno tipo Il e aumento da sintese de colageno tipo I.

Porém, o tecido reparado néo atinge as caracteristicas iniciais de um tendao, podendo ter



a funcionalidade reduzida. [27]

1.3.2 Citocinas na inflamagéo do tendé&o

As citocinas desempenham a funcao principal de comunicacdo entre as células,
ligando-se a receptores especificos e promovendo respostas pro-inflamatorias e anti-
inflamatorias que interagem entre si, regulando componentes importantes como migracao
celular, as fases inflamatérias e alteracbes da MEC. [28] O Fator de Necrose Tumoral-alfa
(TNF-a) € uma citocina produzida por diversas células, mas principalmente pelos
macréfagos, sendo uma das primeiras citocinas a ser liberada pelas células apés o contato
com o0 agente agressor ou estimulo, também é capaz de induzir a sintese de outras
citocinas, como Interleucina-1 (IL-1) e Interleucina-6 (IL-6) [29], também pode fazer com
gue os tendcitos reduzam a deposicdo de colageno tipo | durante o processo de cura do
tendao [30]

A IL-1 pode ser produzida por macrofagos, mondcitos, fibroblastos e células
endoteliais ativadas durante a lesao celular, invasdo e inflamagao [31], ela possui
propriedades imunoldgicas, degradativas, promotoras do crescimento e inflamatérias [32],
como por exemplo, induzir a expressdo de moléculas de adesao e integrinas, promover
infiltracdo de células polimorfonucleares (PMNs) e reparo tecidual [33]. J& IL-6 regula a
expressado de componentes envolvidos na proliferacdo, diferenciacéo e sobrevida celular,
ela é capaz de induzir a producdo de IL-1, TNF- a e sua expressao esta aumentada em
doencas inflamatérias, pode também agir durante o processo de cura do tenddo induzindo
a producéao de colageno no tendéo. [34]

Outra citocina importante no processo inflamatoério é a interleucina-10 (IL-10) pois
ela é considerada imunorreguladora e, em alguns casos, anti-inflamatoria[35]. Ela pode ser
secretada por macrofagos, linfécitos T helper 1 (Th1) e T helper 2 (Th2), células dendriticas,
células T citotoxicas, linfécitos B, mondcitos e mastocitos, podendo atuar na regulacdo da
expressao de outras citocinas como IL-1, IL-6, Interleucina-8 (IL-8), Interleucina-12 (IL-12)
e TNF-a, bem como no infiltrado celular pelos PMNs. [36]

Além das citocinas, as MMPs sdo importantes agentes no processo de reparo e
remodelamento do tenddo. MMPs sé@o enzimas com atividade proteolitica e participam da
modulacdo da MEC do tendao, estdo entre as poucas enzimas capazes de clivar fibrilas
intactas. MMP1, MMP-2, MMP-8, MMP-13 e MMP-14 possuem atividade de colagenase
com acéo regulada pelos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) [37,38]. O

prolongamento da atividade de MMP-1, MMP-3 e MMP-13 poderia levar a uma perda das



propriedades biomecanicas do tendao, pois estas MMPs foram associadas a alteracfes

degenerativas observadas na tendinopatia crénica [39,40]

1.4 RESOLUCAO DA INFLAMACAO

1.4 Mediadores especializados em Pro-resolucdo (SPMs)

A resolucao do processo inflamatério € uma resposta altamente regulada e ativa que
busca a homeostasia das estruturas locais, resolvendo a inflamacédo aguda, nao
progredindo para o estado crénico. [41] O processo de resolucdo da inflamacao tem suas
origens no inicio da resposta inflamatdria, através de circuitos biossintéticos que promovem
a producdo de componentes reguladores de mediadores quimicos envolvidos nas
respostas inflamatoria e de resolucéo. [42]

Os mediadores especializados em pro-resolucdo (SPMs) séo derivados de acidos
graxos poli-insaturados (PUFAS) w-3 e w-6 (como EPA, DHA e LXs) e agem de forma ativa
frente a resposta inflamatéria com potentes funcfes anti-inflamatorias, protetoras dos
tecidos e estimulantes da resolucdo, sdo eles: Lipoxinas (LXs), Resolvinas (Rvs),
Protectinas e Maresinas.[43] Atuando como agonistas em receptores especificos, como
ALX [44], BLT1, receptor de resolvina D (DRV) e receptor de resolvina E (ERV), os SPMs
podem desencadear um espectro de respostas especificas que agem sobre o processo
inflamatério, causando a remocao do estimulo, a inibicdo do trafego de leucdcitos, o
catabolismo de mediadores pro-inflamatorios, a fagocitose das células apoptoticas,
depuracdo de PMNSs e remocéao de restos celulares, sem que ocorra danos adicionais por
hidrolases e proteases secretadas por células inflamatoérias, como os PMNSs. [45][46]

Os macréfagos sao importantes células envolvidas nos processos inflamatorios e de
reparo, eles realizam fagocitose de células apoptéticas migram do tecido alvo para o
sistema linfatico, promovendo diminuicdo da resposta pré-inflamatdéria intensa e auxiliando
no processo de resolucédo da inflamacéo, refletido na diminuicdo das concentracdes de
citocinas e quimiocinas responsaveis pela manutengéo da inflamacéo. [47]

Nesse sentido, inicialmente o perfil celular e de eicosanoides presente no local
inflamado é pro-inflamatdrio, posteriormente, esse gradiente muda para um perfil pré-

resolutivo porque ocorre a troca de classe lipidica de PGs e LTs para os SPMs. [48]



1.4.1 Lipoxinas e o receptor ALX

LXs sdo mediadores especializados derivados do AA, especificamente, produtos de
interacOes das Lipoxigenases (LOX), primeiramente descritos por Serhan et al, que séo
geradas, principalmente, nas mucosas e vasos sanguineos. [49] LXs possuem func¢@es anti-
inflamatérias e pro-resolutivas em relacdo ao processo inflamatorio, como inibir a
transmigracéao de leucécitos PMNs [50] reduzir a geracao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) pelos PMNSs, inibir a proliferacéo de fibroblastos e MMP-3 [51], regular a ativacéo de
Fator Nuclear-kappa B (NF-kB), e inibir a produ¢éo de alguns mediadores pré-inflamatdérios.
[52] Existem trés vias principais (figura 3) descritas na biossintese de LXs: a interacado entre
5-LOX e 15-LOX [53], entre 5-LOX e 12-LOX [54] e por acetilacdo de COX-2, esta ultima
envolvendo o uso de Aspirina (ASA) para promover a produgéo de Lipoxinas derivadas de
Aspirina (ATLS). [55]

O receptor de lipoxina ou receptor formil peptideo 2 (ALX/FPR2), nome dado pela
alta afinidade da LX ao receptor ALX, € um receptor acoplado a proteina G e possui diversos
ligantes que podem ativar a mobilizagcao de célcio como LXA4, ATL e RvD1 [147], além de
peptideos/proteinas derivados de bactérias e hospedeiros, peptideos/proteinas do
envelope do HIV-1 e peptideos neurotéxicos e sintéticos [148]. A maioria dos peptideos
ligantes ao receptor ALX requerem niveis micromolares para desencadear respostas
dependentes do ALX, nesse sentido, os ligantes LXA4 e ATL s&o os agonistas mais

potentes e seletivos ja descritos. [149]

Acido Araquidénico

LTA4,LTB4
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Figura 3. Produc&o de Lipoxinas via metabolizacdo do Acido Araquidénico. Adaptado de
Romano57




1.4.2 Resolvinas D e E e os receptores DRV1 e ERV

Rvs sdo moléculas geradas a partir de PUFA do w-3 e participam do processo da
resolucéo da inflamacéo, elas sé@o classificadas em série D (RvD1-RvD6), derivadas de
DHA (Figura 3), e série E (RVE1-RvE3) geradas a partir de EPA (Figura 4). O DHA também
pode ser convertido em outros compostos, como Protectina D1 (PD1) e Maresinas (MaR1).
[56]

As Rvs D sédo mediadores que se ligam de forma agonista aos receptores de
resolvina D (DRV), ou GPR32 [57], sdo capazes de provocar diversas funcdes sobre o
processo de resolucdo como limitar a migracdo PMNSs, regular a producéo de quimiocinas
pré-inflamatérias, aumentar o recrutamento nao-flogistico de mondcitos e a fagocitose. [58]
Além dos receptores descritos acima, a RvD1 pode ligar-se ao receptor ALX, estimulando
a fagocitose de macréfagos. A ASA também exerce efeito sobre as Rvs D1, ja que com a
utilizacdo desse farmaco séo encontradas Rvs D derivadas da acetilacdo da COX-2 pela
ASA, além de receptores analogos estaveis. [59]

O receptor DRV1 de resolvinas D é um receptor acoplado a proteina G (também
chamado receptor 32 - GPR32, ou DRV1/GPR32) e, possivelmente, tem sua ativacao por
variados agonistas em diversas poténcias que podem evocar segundos mensageiros
diferentes ap6s a ativacdo de DRV1, neste receptor se ligam de forma agonista as
resolvinas D1, D3 e D5. [142][150]

COX-2 acetilada m

12-LOX
15-LOX
\

17-Hidroperoxi-DHA

14-Hidroperoxi-DHA

17-Hidroxi-DHA Protectina D1 MaR1,MaR2

RvD1,RvD2,
RvD3, RvD4,
RvD5,RvD6

Figura 4. Via de metabolizaco do Acido Docosahexaendico (DHA). Adaptado[43]



Rvs E sdo uma série de mediadores que se ligam de forma agonista aos receptores
de resolvina E (ERV) que, anteriormente, ja foi descrito como Chem?23. [60] O ERV também
esta relacionado aos receptores de LT, Rvs E1 e E2 ligam-se ao BLT1 e exercem funcao
antagonista neste receptor inibindo a mobilizacdo de célcio e ativacdo de NF-kB, o que
pode explicar a capacidade que estas Rvs tém de controlar o trafego de PMN para o local
inflamado [61], bem como a depuracéo de fagocitos e protecdo contra fibrose tecidual, por
outro lado, a interacdo das Rvs E1 estimulam a fagocitose de macréfagos por vias de
sinalizacdo de fosforilacdo, diminui interleucinas pro-inflamatoérias, promove reparo e
regeneracao tecidual. Além da producao das Rvs E1 através da acédo de LOX, a via COX-
2 acetilada pela ASA também fornece consideraveis concentracdes de Rvs E1 analogas
para os tecidos. [62] Entretanto, em individuos saudaveis as concentra¢fes de Rv E1 séo
suficientes na promocéao dos efeitos biolégicos de interesse sem que haja a necessidade
de ingerir ASA.

O receptor ERV de resolvinas E, também chamado de receptor ChemR23 ou
ChemR23/ERV, €& um receptor acoplado a proteina G. Atualmente, tem sido mais
relacionado ao processo de resolucédo da inflamacéo por ter como ligante resolvinas de
série E, como RVE1l e RvVE2, este ultimo apresenta menor poténcia em relacdo a
RvE1,sendo RVE2 agonista parcial deste receptor e indicando possivelmente sua acéo pro-
resolucdo através de outras interagdes in vivo. [142][151][152] Além disso, resolvinas E1 e
E2 ligam-se também ao receptor BLT-1 de forma antagonista. BLT-1 € um receptor
inicialmente descrito como receptor de leucotrienos B4 que posteriormente foram
descobertos outros ligantes relacionados a este receptor. BLT-1 também é um receptor

acoplado a proteina G. [153]



* COX-2 acetilada
+  P450

18-Hidroperoxi-EPA

18-Hidroxi-EPA
]

Figura 5. Via de metabolizacdo do Acido Eicosapentaendico (EPA). Adaptado [43]

As protectinas também séo geradas a partir do DHA, o0 nome evidéncia os efeitos
anti-inflamatérios observados com ac¢des de protecdo em tecidos, inclusive nos sistemas
neurais (Neuroprotectinas). As Protectinas param a infiltracdo de PMN e reduzem a
expressao de citocinas, reduzem leséo na retina e na cérnea, reduzem os danos do
AVC e melhoram a cicatrizacao de feridas em alguns modelos experimentais. [63]

Maresinas sao mediadores presentes na fase de resolucdo da inflamacéo aguda,
sdo produzidas por macréfagos, via LOX, através de reacdes enzimaticas que envolvem o
DHA para gerar, principalmente, Maresina 1 (MaR1) e Maresina 2 (MaR2). [64] MaR1 tém
funcdes de limitar infiltragdo de PMN, aumentar a fagocitose e eferocitose dos macrofagos,
encurtar o tempo de resolugcéo, melhorar regeneracéo tecidual e contra-regular mediadores
pré-inflamatérios. Ainda, MaR2 tém funcdes semelhantes a MaR1, como limitar infiltracao

de PMN e aumentar a fagocitose por macréfagos. [65]

1.5 TRATAMENTO DA TENDINITE

Em virtude de sua ocorréncia, do custo do tratamento, da reducgéo da funcionalidade
laboral e do desencadeamento de co-morbidades, as tendinopatias necessitam de recursos
financeiros consideraveis, direcionados ao acompanhamento da saude das vitimas destas
patologias, principalmente nos casos em que a incapacidade no trabalho persiste além do
tempo médio para o retorno as atividades laborativas, tornando-se um grande problema
socioecondmico onde as intervencdes médicas e terapias para a reabilitacdo sdo ainda
limitadas. [66][67]

Os tratamentos para doencas musculoesqueléticas tém por finalidade a reducéo da



inflamacé&o, que se persistir pode provocar alteracdes nos feixes das fibras de colageno e
aumentar a atividade de determinadas enzimas, prolongando assim as fases inflamatoria e
proliferativa, favorecendo a deposi¢cdo excessiva de tecido cicatricial, alterando algumas
caracteristicas como a reducao da resisténcia em comparacao ao tendao original. [68]

Os principais tratamentos disponibilizados incluem repouso, medicamentos anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINES) e injecfes locais de corticosteroides [69], ou seja, em
sua maioria de origem farmacologica. AINEs sdo amplamente utilizados, porém so6 parecem
ser eficazes para o controle da dor presente fazendo com que 0s pacientes ignorem 0s
primeiros sintomas e isso pode levar a danos adicionais do tendao e adiar a cura definitiva.
[70] Métodos conservadores ndo atingem a eficacia minima para resolver os sintomas em

cerca de 30% dos pacientes e cirurgia pode ser necessaria. [71]

1.5.1 Tratamento com Anti-inflamatérios Nao Esteroidais (AINES)

AINEs convencionais séo inibidores ndo seletivos de ambas as isoformas, COX-1 e
COX-2 [72], provocando efeitos anti-inflamatoérios e de analgesia [73] através de sua agdo
na COX-2, enquanto sua acdo na COX-1, que regula varias funcbes fisiologicas
homeostaticas do sistema gastrointestinal e os rins, é responsavel pelos possiveis efeitos
colaterais [74], no caso de inibidores seletivos da COX-2 (Coxibs) alguns efeitos colaterais
nos sistemas renal, gastrointestinal e de coagulacdo, podem ser evitados. [75] Os
resultados de estudos clinicos prospectivos e de meta-analises indicam que os inibidores
de COX-2 exercem um importante efeitos cardiovasculares adversos, que incluem infartos
do miocardio, acidentes vasculares cerebrais, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal e
hipertenséo. [76]

O impacto econdémico das terapias para desordens musculoesqueléticas com o uso
de drogas anti-inflamatérias é consideravelmente alto, devido aos custos da medicacéo,
hospitalizacéo e toxicidade destes agentes, principalmente com relacdo a efeitos adversos

gastrintestinais com resultados pouco efetivos, levando a lesdes recorrentes. [77]

1.5.2 Diclofenaco de sédio

Como a maioria dos AINES, o diclofenaco de sédio possui propriedades analgésicas,
anti-inflamatdrias e antipiréticas, sendo o AINE mais prescrito desde a sua introducéo na
década de 1990 [78], sua atividade envolve a inibicdo ndo seletiva da COX e uma série de

mediadores inflamatérios e vias intracelulares [79], apresentando uma eficacia relevante no



alivio da dor, porém apresenta importantes efeitos adversos como: Ulceras gastricas, dano

gastrointestinal e complicacdes renais. [80]

Um estudo [81] descreve que a administracdo de diclofenaco de sddio em ratos com
tendao lesionado, ndo previne a degradacao do colageno e promove perda da forca ténsil
no inicio da lesdo. O uso da terapia anti-inflamatdria ainda é controverso, a maioria dos
estudos sugere gque o tratamento anti-inflamatorio tem apenas efeitos benéficos em curto

prazo, mas a longo prazo podem ser prejudiciais. [82]

Vérios métodos de tratamento para lesdes do tendao ja foram testados, porém seus
resultados e sua eficicia ficam distante das caracteristicas do tend&do original.[83]
Atualmente, mais pesquisas relacionadas ao reparo do tendao, incluindo o estudo da
reducdo da inflamacdo e reorganizacdo das fibras de colageno conduzindo para uma
melhora na sua funcdo biomecanica, sdo necessdrias para permitir o desenvolvimento de
estratégias e tratamentos especificos para esta doenca. Sendo assim, a investigacao de
novas terapias para utilizacdo em doencas inflamatérias do tendao, especialmente nao
farmacoldgica, assume papel de destaque na area médica e, neste cenario, a laserterapia

tem despontado como uma das promessas ha clinica médica.

1.5.3 Terapia por fotobiomodulacdo (PBM)

A luz é definida como uma onda eletromagnética. A PBM pode ser definida como o
uso da luz como agente modulador de diversos efeitos, inibitérios ou estimulatérios de
acordo com os parametros adotados, agindo nas diferentes estruturas bioldgicas do
organismo. Varios mecanismos ja foram sugeridos para explicar a acdo do laser e seus
efeitos, como o aumento do metabolismo energético e sintese de ATP; estimulacdo das
defesas contra 0 estresse oxidativo; prevencdo e reparacdo de  danos
musculares; modulacdo da expressdo génica por ativacdo de fatores de transcricao;
possivel aumento na excitabilidade dos tecidos; entre outros. [84] A Fotobiomodulacdo
incide sobre as reacdes nao térmicas da luz com o tecido, gerando efeitos fotoquimicos,
bioestimulantes, anti-inflamatério, anti-edematoso, algico dentre outros beneficios.

O LASER (amplificagao da luz por emisséo estimulada de radia¢ao) produz radiacao
eletromagnética considerada monocromatica, coerente e colimada, diferentemente do LED
(Diodo Emissor de Luz). A LLLT tem sido utilizada no tratamento de danos nos tecidos e
processos inflamatérios desde os anos 60, mas foi na década de 1980 que os primeiros
relatérios de seus efeitos benéficos sobre lesbes de tenddo e outros transtornos de

sobrecarga desencadeados por atividade foram publicados. [85] Durante a ultima década,



a atencédo foi focada nos efeitos da LLLT em uma variedade de condi¢cbes patoldgicas,
incluindo feridas, complicacbes musculoesqueléticas e dor. [86]

Atualmente, existe uma série de estudos descrevendo diversos efeitos do LLLT
sobre o processo inflamatério e suas fases. Alguns trabalhos mostraram um aumento
significativo na proliferacdo fibroblastica e diminuicdo do infiltrado inflamatério [87], o
aumento na producao de colageno, reducdo de estresse oxidativo e de fibrose, reducéo da
dor e melhora funcional. [88] [89], liberacdo de fatores de crescimento e sintese de colageno
[90], entre outros. [91] [92] A LLLT apresenta efeitos semelhantes aos AINEs, porém com
acao de modular alguns agentes pro-inflamatoérios, como COX-2 [93], e anti-inflamatorios,
como IL-10. Trabalhos recentes mostraram um potencial efeito reparador do laser na
reorganizacao das fibras de colageno[94] e a utilizacdo do laser associado com ultrassom
no tratamento deste tipo de leséo. [95]

Os tenddes de Aquiles lesionados exibem um processo de reparo lento, e essa
caracteristica esta diretamente associada a atividade de IL-13, COX-2 e PGE2. LLLT pode
modular esse processo e, consequentemente, potencializar o processo de reparo tecidual.
[96] Além do uso do laser, outras fontes de luz séo utilizadas, como o LED (Diodo Emissor
de Luz). Um estudo aplicando LED sobre leséo tendinea encontrou uma redu¢ao no nimero
de fibroblastos na fase inicial da lesédo e a melhora na qualidade do reparo tecidual durante
a fase de regeneracao do tend&o. [97]

O uso de lasers na pratica clinica objetivando o efeito anti-inflamatério em diferentes
doencas baseia-se em um numero ja razoavel de publicacdes de carater cientifico. Nos
ultimos anos, inameros estudos clinicos aleatorizados, placebo-controle foram realizados,
fazendo com que a terapia com o laser ja seja considerada como alternativa terapéutica

para varias doencas. [98] [99]

A Fotobiomodulacéo por ser uma terapia néo invasiva esta em evidéncia em muitos
estudos devido a modulacdo de diversos componentes proé-inflamatérios e no reparo
tecidual, no entanto ndo existem estudos publicados descrevendo o efeito do LLLT (Terapia
com Laser de Baixa Intensidade) sobre o processo de resolucao da inflamagdo em modelo
de tendinite.

Em virtude dos dados apresentados anteriormente, a importancia da utilizacdo de
terapias ndo medicamentosas representa um fator altamente relevante para o Sistema de

Saude, especialmente em nosso pais.



2 — OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da terapia por fotobiomodulagéo e a associacdo com o diclofenaco

de sdédio utilizando laser de baixa intensidade na resolugdo do processo inflamatorio

utilizando o modelo de tendinite induzida por colagenase em tenddes calcaneos de ratos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a terapia por fotobiomodulacdo isolada ou a associada com terapia

farmacoldgica:

Efeito sobre o infiltrado inflamatério em tecido tendineo;
Atividade da enzima Mieloperoxidase;

Expressao de receptores relacionados ao processo de resolucédo da inflamacéo
(ALX, DRV1, ERV) e de receptor pré-inflamatério (BLT1).



3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Animais

Foram utilizados 20 ratos Wistar machos pesando entre 450 e 500g (+/- 90 dias de
vida), com livre acesso a agua e racao, provenientes do Biotério da Universidade Nove de
Julho. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada e ciclo
claro/escuro de 12 horas. Este protocolo experimental de inducéo da tendinite pela injecao
de colagenase ja possui a aprovacido do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

Universidade Nove de Julho.

3.2- Indugéo da Inflamag&o em Tend&o Calcaneo de Ratos

Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de cloridrato de Cetamina
(90mg/Kg) e cloridrato de Xilazina (10mg/Kg). Em seguida, os animais do grupo controle,
receberam 100 ul de injecdo transcutanea de colagenase na regido posterior de ambas as
patas (direita e esquerda), no tendéo calcaneo. Os animais dos demais grupos receberam
100 pl de injecéo transcutanea de colagenase (1 mg/ml; Sigma Chemical Co, Cat. C-6885)
na mesma regiao do tendao calcaneo direito e esquerdo. A seguir, 0s animais retornaram
para as caixas de contencdo separados em 4 diferentes grupos experimentais. Apés 2
horas da inducdo da tendinite e depois dos tratamentos propostos, os animais foram
eutanasiados com hiperdose da mesma associacao de anestésicos (cloridrato de cetamina
270mg/Kg e cloridrato de Xilazina 30mg/Kg). O tecido tendineo foi dissecado, removido e

armazenado para posteriores analises.

3.3- Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos em 4 grupos com 5 animais cada, conforme Figura 6.



Grupos

Tendinite

Controle tratada

Fotobiomodulacéao

Diclofenaco de Saédio Fotobiomodulacéo + Diclofenaco de

Saodio

Figura 6. Delineamento experimental.
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Figura 7. Linha temporal de indugéo, tratamento e eutanasia em modelo experimental.

e Controle (CTL): Injecdo de 100ul de colagenase sobre o tend&o calcaneo, nédo
tratado;

e Diclofenaco de Sédio (DIC): Ap6s 30 min da inducdo da tendinite, os animais
receberam tratamento Unico com Diclofenaco de Sodio (IM) (1mg/kg I.M.);

e Fotobiomodulacdo (PBM): Ap6s 30 minutos da inducdo da tendinite os animais



receberam tratamento com laser de baixa intensidade nos seguintes parametros
(810nm; 30mW; 3J);

e Fotobiomodulacdo + Diclofenaco de Sédio (PBM+DIC): Apdés 30 minutos da
inducgé&o da tendinite, os animais foram tratados com Laser de baixa intensidade, nos
parametros descritos anteriormente. Em seguida, receberam o tratamento com

injecdo de diclofenaco de sb6dio na regido peritendinea.

3.4- Aplicacao da Terapia por Fotobiomodulacéo
Apéds serem submetidos ao modelo de inflamacao pela injecdo de colagenase, 0s
animais do grupo Diclofenaco foram tratados com diclofenaco de sédio apés 30 minutos da
indugéo; L3J e Diclofenaco+3J foram acondicionados no contensor e irradiados durante 30
segundos apds a inducdo da lesdo, com laser de baixa intensidade nos parametros

indicados na Tabela 1, num Unico ponto e por contato.

Tabela 1: Parametros usados de irradiacdo com laser de baixa intensidade.

_ | Diametro Densidade _ Densidade Tempo
Grupo Comprimento | Poténcia do feixe de _ Energia | de _ por
de onda (nm) | (mMW) (cm?) poténcia | (J) Energia ponto(s)
(W/cm?) (Jlecm2)
PBMT 810 30 0.028 1.07 3 107.14 100
PBMT+DIC 810 30 0.028 1.07 3 107.14 100

3.5- Coloracéao por Hematoxilina-eosina

Apods 2h da inducéo da lesdo, os animais foram eutanasiados com hiperdose de
anestésico (Cloridrato de Xilasina e Quetamina). Em seguida os tenddes foram dissecados
e parte das amostras passaram por preparacdes histolégicas padrdo, comecando pela
fixacdo do tecido em formol (10%) durante 24h. Logo apos os tenddes foram lavados em
agua corrente e entdo desidratados em solucdes crescentes de alcool etilico (70%, 80%,
90% e 100%), 1h em cada solugéo. Em seguida os tenddes foram diafanizados em solucao
de alcool/xilol 1:1 por 1h, em seguida passaram por 2 banhos de xilol puro, 1h cada. Os
tenddes foram retirados do xilol e colocados imediatamente em parafina liquida (60°C),
dentro de uma estufa, por 2h. Posteriormente, os blocos foram confeccionados para
obtencdo dos cortes histologicos. Os tenddes inclusos nos blocos de parafina foram
cortados longitudinalmente em cortes na espessura de 5um e transferidos para laminas
histologicas onde foram desparafinizados e hidratados. As laminas foram coradas com

Hematoxilina e Eosina. A regido peritendinea e do tendao propriamente dito foram



analisadas e observada a presenca de infiltrado inflamatorio e organizacdo do tecido
tendineo. A aquisicdo das imagens foi realizada utilizando microscopio 6ptico Olympus (BX
serie) e camera fotogréfica Olympus QColor 3 acoplada ao microscépio, com objetivas de
20X e 40X, com uma lente ocular de 10X. A analise das imagens foi feita de modo

observacional.

3.6 — Picrosirius Red

Apos a retirada dos tenddes, iniciamos o protocolo de coloracdo: A) os tenddes foram
hidratados em agua, em seguida, aplicamos a solucao vermelha Sirius por 1h; B) Remover
0 excesso de corante lavando duas vezes em agua (2-3 minutos). C) Desidratar as laminas
em alcool etanol 70%, 90%, 95% e 100% (2-3 minutos cada). D) Enxaguar as laminas em
um segundo etanol 100%. Imergir em duas solugdes de xileno sucessivas. E) Montar a
lamina com laminula e observar ao microscépio com polzarizacdo [101][102]. Nesse
trabalho, as fibras foram analisadas usando um microscopio 6ptico Nikon Eclipse E2000
com objetivas de 20X e 40X, com uma lente ocular de 10X. O microscopio possui um filtro
de luz polarizado foi para observar os tecidos corados com Picrosirius Red. A captacao das
fotos foi feita com uma camera fotografica Opton (1.3 MP) e o processamento foi feito
através do software ISCapture (Versao 4.1.3). A analise e quantificacdo do colageno foram

feitas através do software Image Pro Plus (verséo 4.5).

3.7— Analises de expresséo génica por RT-PCR

Os tenddes removidos foram imediatamente armazenados a -80 °C para analise da
expressdo génica das citocinas indicadas na tabela abaixo, pela reagdo em cadeia da
polimerase reversa (PCR) em tempo real. O RNA total das amostras foi extraido com o
reagente Trizol® Reagent (Invitrogen, EUA), de acordo com instrugdes do fabricante. Apds
0 processo de homogeneizacéo e tratamento das amostras com enzimas, primers e oligo
dT, o RNA foi extraido e armazenado. A partir da obtencéo, foi preparada uma solu¢cdo com
concentracao final de 2ug de RNA (cDNA). A anélise das amostras em tempo real
obedeceu um ciclo de desnaturacao inicial (10min a 95 °C) e quarenta ciclos de
amplificacdo (30 seg de desnaturagdo a 95 °C e 1 min de anelamento e extenséo a 60 °C).
Para cada processo de ciclagem (corrida) foram utilizados um gene de padrao
endogeno (HPRT) e os genes de interesse sintetizados a partir das seguintes sequéncias:

ALX/FPRA2, ERV/Chem23, DRV1/GPR32 e BLTL1. (Tabela 2)

A interpretacdo dos resultados foi estabelecida a partir da relacdo: expresséao do



gene interesse x expressao do gene HPRT (controle interno).
Tabela 1. Lista de primers dos receptores ALX, ERV, DRV1 e BLT1.

Receptor Sequéncia do primer 5’ & 3’
B-actina Foward: AAGATTTGGCACCACACTTTCTACA
Reverse: CGGTGAGCAGCACAGGGT
Forward: ACCGTGTGGTTTGTCAACCT

Chem23
Reverse: CCGAACACCCAGTGGTAGTC
DRV1 Forward: TCGTCGGCAGAGATTTCCAG
Reverse: CCACCCTCTGTCGAGGTACT
BLTL Forward: GTCCTTGTGTACCGCACAGT
Reverse: AAGACTTTATGCCCGTCGCT
Forward: GGGGTAACACTGCTGAAGAACTA
ALX/FPR2

Reverse: AAGCCACAACTGCTGTAAGGA

3.8 — Analise da atividade de Mieloperoxidase (MPO)

O método da medida de MPO baseia-se na velocidade de oxidac&o do substrato o-
dianisidina na presenca de agua oxigenada, que é evidenciada pela mudanca de
absorbancia medida por espectrofotometria a 460 nm.

Apds os animais serem sacrificados, a pele da regido do tendao foi retirada e o
tendao calcaneo cuidadosamente dissecado e transferido para tubos com adi¢cdo com igual
volume de brometo de hexadeciltrimetilamonia (HTAB, Sigma Chem. Co., EUA) seguido de
homogeneizacdo com centrifuga em tubos contendo esferas homogeneizadoras. Em
seguida, os tubos foram aquecidos durante 2h a 60°C em estufa, para inativacdo da
atividade endogena de Catalase, e entdo centrifugados a 16.000rpm durante 10 min. Vinte
microlitros do sobrenadante pipetados (em duplicata) em microplaca de 96 pocos e
acrescidos com 180 uL de uma solugcdo de tampao fosfato de potassio (pH=6) contendo
0,164 mg/mL de dihidrocloreto de o-dianisidina (Sigma Chemical Co., EUA) e 0,0005% de
peroxido de hidrogénio (Merck, Alemanha). A mudanca de absorbancia a 460 nm foi medida
em um leitor de microplacas (Espectra Max plus 384, EUA) durante 2 min., e a atividade de
MPO calculada a partir da velocidade méaxima da reacdo por segundo. O resultado é
expresso em Unidade de MPO / tendao, sendo que uma unidade de MPO ¢ definida como
a quantidade em pmol de H202 degradado por minuto. [103]

3.9 - Andlise Estatistica



Os dados foram descritos em valores médios com o0s respectivos desvios padréo.
As analises estatisticas foram feitas através do GraphPad Prism (Versao 8.0.1). Para os
dados foi utilizado o teste de One-way ANOVA com post-hoc utilizando teste de Turkey e
avaliado intervalo de confianca de 10%. O nivel de significancia estatistico foi para p<0,05.



4 - RESULTADOS
4.1 Avaliacao dos cortes histolégicos

4.1.1 Avaliacao do infiltrado inflamatério no tendao propriamente dito

O painel 1 mostra imagens de cortes histologicos, obtidos apos 2 horas da indugéo
de tendinite em modelo experimental. O infiltrado inflamatério dos grupos com inducado de
tendinite e tratados foi reduzido quando comparado ao grupo controle (A). O grupo tratado
com diclofenaco de sddio (B) apresentou discreta reducao do infiltrado inflamatério quando
comparado ao grupo tratado somente com laser (C). O grupo tendinite induzida irradiado e
tratado com diclofenaco de sédio (PBM+DIC) apresentou a maior reducao do infiltrado
inflamatério quando comparado aos demais grupos.

PAINEL 1

Figura 8. Imagens microscopicas de cortes histologicos do tenddo de Aquiles de ratos Wistar 2 horas
apos inducdo da tendinite. Coloracdo Hematoxilina-eosina. As setas em laranja indicam a localizacdo de
células do infiltrado inflamatério. (A) Grupo controle. (B) Grupo tendinite induzida tratado com diclofenaco
de sédio. (C) Grupo tendinite induzida tratado com laser (810nm;3j;30mW). (D) Grupo tendinite induzida



tratado com a associacao de laser (810nm;3j;30mW) e diclofenaco de s6dio. PT= tenddo propriamente dito.
Imagens obtidas em aumento de 20X, com lente ocular de 10X.

4.1.2 Avaliacao do infiltrado inflamatoério na regiéo periférica ao tendao

No painel 2 sdo observadas imagens de cortes histolégicos, obtidos apés 2 horas
da indugé&o de tendinite em modelo experimental.

O grupo controle (A) apresentou aumento do infiltrado inflamatério na regiédo
periférica ao tenddo quando comparado aos grupos irradiados PBM e PBM+DIC (B). O
grupo PBM (C) apresentou discreta reducéo do infiltrado inflamatério na regido periférica
ao tenddo quando comparado ao grupo tratado com diclofenaco de sédio (B). O grupo
tendinite induzida irradiado e tratado com diclofenaco de sodio (D) apresentou reducéo do

infiltrado inflamatério na regido periférica ao tenddo quando comparados aos demais grupo.

PAINEL 2
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Figura 9. Imagens microscopicas da regido periférica ao tenddo de Aquiles de ratos Wistar 2 horas ap6s
inducéo da tendinite. Coloragdo Hematoxilina-eosina. As setas em laranja indicam a localizag&o de células




do infiltrado inflamatdrio. (A) Grupo controle. (B) Grupo tendinite induzida tratado com diclofenaco de sodio.
(C) Grupo tendinite induzida tratado com laser (810nm;3j;30mW). (D) Grupo tendinite induzida tratado com

a associacdo de laser (810nm;3j;30mW) e diclofenaco de sodio. PR = regido periférica; T=tenddo. Imagens

obtidas em aumento de 20X, com lente ocular de 10X.

4.1.3 Avaliacao de colageno tipo | e tipo Ill com coloracao por Picrosirius Red

O painel 3 mostra as imagens representativas de cortes histolégicos de
tendbes calcaneos de ratos Wistar, 2 horas apdés a inducdo da tendinite. As analises
histologicas com Picrosirius Red possibilitam uma analise qualitativa das fibras de colageno
do tipo | e lll presentes no tecido conjuntivo, através da interpretacdo das amostras coradas
[145, 146]. Podemos observar que o grupo CTL (A) apresentou reducdo da area com
coloracdo rosa, quando comparado ao grupo com terapia associada (D). O grupo
diclofenaco (B) e fotobiomodulacéo (C) também apresentou menor colorag¢éo rosa quando
comparado ao grupo com terapia associada (D). O grupo DIC (B) apresentou menor
organizacdo das fibras tendineas. Ja os grupos PBM (C) e PBM+DIC (D) apresentaram

fibras tendineas mais organizadas.

PAINEL 3




Figura 10. Imagens microscopicas do tenddo de Aquiles de ratos Wistar 2 horas apés inducéo
da tendinite. Coloracdo Picrosirius Red. Fibras de colageno tipo | apresentam-se na cor vermelha e
fibras de colageno tipo 11l na cor esverdeado. (A) Grupo controle. (B) Grupo tendinite induzida
tratado com diclofenaco de sédio. (C) Grupo tendinite induzida tratado com laser (810nm;3j;30mW).
(D) Grupo tendinite induzida tratado com a associagédo de laser (810nm;3j;30mW) e diclofenaco de
sodio. Imagens obtidas em aumento de 20X e 40X, com lente ocular de 10X.

4.2 Atividade da Mieloperoxidase (MPO) na tendinite apds tratamento com

Diclofenaco de Sédio, Laser e associacdo Laser com Diclofenaco de Sdédio.

A figura 11 mostra a atividade da enzima Mieloperoxidase em tenddes de ratos 2
horas apés a inducao da tendinite. Ambos os grupos PBM (2,52+2,3) e PBM+DIC (2,81+0,6)
apresentaram reducéo significativa da atividade de MPO quando comparados ao grupo DIC
(14,95+6,16) e ao CTL (25,2+1,95). O grupo DIC apresentou reducéo da atividade de MPO
guando comparado ao grupo CTL.
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Figura 11. Gréfico da atividade da enzima Mieloperoxidase no tecido tendineo 2 horas apés a
inducdo do processo inflamatorio. Grupos: controle (CTL), tendinite tratada com diclofenaco de
sodio (DIC), tendinite tratada com laser (PBM) e tendinite tratada com associacdo de laser e
diclofenaco de sodio (PBM+DIC). Os valores estdo representados pela média + DVM. N = 5
animais/grupo. **p<0,01 e ***p<0,001 Vs CTL; ##p<0,01 Vs DIC.



4.3 Expresséao génica do receptor DRV1/GPR32 de resolvinas D1, D3 e D5

A figura 12 mostra a expressado génica do receptor DRV1, 2 horas apés a inducao
de tendinite. O grupo tendinite induzida tratado com diclofenaco apresentou aumento na
expressdo do receptor DRV1 (2,92+0,36) quando comparado ao grupo controle. Nos

demais grupos ndo houveram diferencas estatisticas significativas.
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Figura 12. Expressdo génica do receptor DRV1 de resolvinas D1, D3 e D5, 2 horas ap6s a
inducdo de tendinite. Grupos: controle (CTL), tendinite tratada com diclofenaco de sodio (DIC),
tendinite tratada com laser (PBM) e tendinite tratada com associacao de laser e diclofenaco de sodio
(PBM+DIC). Os valores estdo representados pela média + DVM. N = 5 animais/grupo. *p<0,05 Vs.

CTL



4.4 Expresséao do receptor ChemR23/ERV de resolvinas E1 e E2

A figura 13 mostra a expressao do receptor ERV, 2 horas apds a inducdo de
tendinite. O grupos tendinite induzida irradiado (PBM) apresentou aumento na expresséo
do receptor ERV (1,21+0,17) quando comparado ao grupo controle.

O grupo tendinite tratado com laser e diclofenaco (PBM+DIC) também apresentou
aumento na expresséao do receptor ERV (2,36+0,20) quando comparado ao grupo controle.
O mesmo grupo (PBM+DIC) apresentou, também, diferenca significativa quando
comparado ao grupo tendinite tratado com diclofenaco de sédio (0,89+0,11). O grupo
tendinite induzida tratado com diclofenaco de sédio (DIC) ndo apresentou diferenca
estatistica significativa quando comparado aos grupos controle e tendinite tratado irradiado
(PBM).

31 HHH
*%**
£ 24
I3}
<
E'- *
& !
W 1- i
0 1 1
N O O
S O QQ’Q xo\
N
N4

Figura 13.Expressao génica do receptor ERV de resolvinas E1 e E2, 2 horas ap6s a inducao de
tendinite. Grupos: controle (CTL), tendinite tratada com diclofenaco de sédio (DIC), tendinite tratada
com laser (PBM) e tendinite tratada com associacéo de laser e diclofenaco de sédio (PBM+DIC). Os
valores estdo representados pela média + DVM. N = 5 animais/grupo. *p<0,01 Vs. CTL;
***n<0,0001 Vs. CTL; ###p<0,0001 Vs. DIC.



4.5 Expresséao génica do receptor BLT1

A figura 14 mostra a expressao génica do receptor BLT1, 2 horas ap6s a indugéo de
tendinite. O grupo tendinite irradiado (PBM) apresentou reducéo da expresséo génica do
receptor BLT1 (1.09+0,32) quando comparado ao grupo tendinite tratado com diclofenaco
(DIC). O grupo tendinite irradiado e tratado com diclofenaco (PBM+DIC) também
apresentou reducao significativa (0,91+0,13) quando comparado ao grupo DIC.

O grupo DIC apresentou aumento significativo (1,66+0,38) da expressao génica do
receptor BLT1 quando comparado ao grupo controle (CTL).

N&o houveram diferencas estatisticas significativas da expressao do receptor BLT1

nos grupos irradiados, PBM e PBM+DIC, quando comparados ao grupo CTL.
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Figura 14. Expressao génica do receptor BLT1 de leucotrienos, 2 horas apds a inducdo de
tendinite. Grupos: controle (CTL), tendinite tratada com diclofenaco de sédio (DIC), tendinite tratada
com laser (PBM) e tendinite tratada com associacéo de laser e diclofenaco de sédio (PBM+DIC). Os
valores estdo representados pela média + DVM. N = 5 animais/grupo. ***p<0,05 Vs. CTL; #p<0,05
Vs. DIC; ##p<0,05 Vs. DIC.



4.6 Expresséo génica do receptor ALX/FPR2 de Lipoxinas A4

A figura 15 mostra a expressao génica do receptor ALX/FPR2, 2 horas apés a
inducao de tendinite. Ambos os grupos irradiados PBM (2,27+0,27) e PBM+DIC (1,87+0,23)
guando comparados ao grupo controle (CTL).

O grupo tendinite tratado com diclofenaco de sédio (DIC) ndo apresentou diferencas

estatisticas significativas da expressao do receptor ALX quando comparado ao grupo CTL.
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Figura 15. Expressdo génica do receptor ALX de Lipoxinas A4, além de resolvinas D1, 2 horas
apos a inducdo de tendinite. Grupos: controle (CTL), tendinite tratada com diclofenaco de sédio
(DIC), tendinite tratada com laser (PBM) e tendinite tratada com associacao de laser e diclofenaco de
sodio (PBM+DIC). Os valores estdo representados pela média + D.V.M. N =5 animais/grupo.
***p<0,0001 Vs. CTL.



5 - DISCUSSAO

Neste trabalho foi observado que o laser de baixa intensidade associado com 0 uso
de diclofenaco de sédio interferiu na expressao de importantes receptores relacionados ao
processo de resolugéo da inflamagédo, como o aumento de receptores de lipoxina A4 e
resolvina E1 e E2 e reduziu a atividade de MPO no tecido tendineo e reduziu expressao de
BLT1, com reducdo do infiltrado inflamatorio e protecdo tecidual pela reducdo na
degradacéao de colageno tipo I.

O tratamento com diclofenaco de sodio também reduziu o infiltrado inflamatério tanto
da regido peritendinea quanto no tendao propriamente dito com reducéo da atividade de
MPO. Contudo foi observado reducao de colageno tipo |, sugerindo baixo efeito protetor.
Houve ainda aumento na expressao de receptores de resolvina D (DRV1) e na expressao
de receptores de leucotrienos (BLT1). J& a expressao de receptores de Lipoxina A4 (ALX)
e resolvina E1 e E2 (ERV) ndo foram alterados quando comparados ao grupo controle
(tendinite sem tratamento). O diclofenaco de sodio € um anti-inflamatério conhecido e
bastante utilizado em diversos processos inflamatérios. No entanto, existem trabalhos
indicando que este farmaco pode dificultar o processo de reparo tecidual, provavelmente
por interferir na fase inflamatoria.[104] Além do mais, é conhecido que a terapia
farmacoldgica ndo apresenta efeitos satisfatérios no tratamento de doencas inflamatorias
cronicas, além de produzir importantes efeitos indesejaveis [105]. Gilroy et al. [106]
mostraram em modelo de inducdo por carreginina em ratos que o tratamento com AINEs
reduziu o numero de células inflamatérias e a formacdo de exsudatos em 2 horas,
entretanto, observando os grupos controle viram que a inflamacéo foi resolvida enquanto
gue no grupo com indometacina o nimero de células aumentou. Em estudo [107] que
envolve modelo deficiente em COX-2, o grupo com tal deficiéncia apresentou lentiddo do
processo resolutivo, evidenciando a necessidade de haver COX-2 para que ocorra a
resolucao da inflamacéo. A terapia com AINES para inibir intensamente a inflamacéao pode
trazer prejuizo ao processo de resolucédo da inflamacgéo. [108] A Aspirina (ASA) é o AINE
mais estudado no processo de resolucdo da inflamacéo, ele acetila a COX-2 e induz a
producéo de lipoxinas derivadas de ASA (15-epi-LXA4) [109] e resolvinas D e E derivadas
de ASA (AT-RvD e AT-RVE, respectivamente) [110,111,112]. Niveis de LXA4 ja foram
associadas com a presenca de Prostaglandinas (PGs), um mediador produzido pela agéo
de COX sobre 0 AA [113]. Fukunaga et al.[114] verificaram que a inibicdo farmacoldgica ou
interrupgé@o génica de COX-2 bloqueavam a resolucdo de lesdo pulmonar induzida. Por
outro lado, Marion Man et al. [115] observaram que, em modelo de artrite induzida por



colageno, a inibicdo de COX-2 e de PGE2 perpetuou a inflamacgéo, ainda viram que a
inibicdo de COX-2 reduziu LXA4 em um padrao paralelo a perda de PGs.

O modelo de inflamacao aguda do tend&o induzida por colagenase, frequentemente
utilizado no estudo de tendinopatias assemelha-se ao quadro de inflamag¢do aguda do
tenddo em humanos, com edema e a destruicdo aguda da MEC similares aos encontrados
nas lesbes naturais do tenddo, permitindo a investigacdo de alteracbes moleculares e
histologicas “in vivo” [116]. Este modelo de indugdo da tendinite por coldgenase é bastante
conhecido. Neste trabalho podemos observar que o grupo controle, onde a tendinite foi
induzida e ndo houve tratamento, o aumento do infiltrado inflamatorio e aumento da
atividade de MPO. Este cenario de aumento da inflamacéo poderia justificar a reducdo do
colageno tipo | o que estaria relacionado com a agdo da enzima colagenase tipo | utilizada
em nosso modelo experimental.

As escolhas da dose (810 nm; 30mW; 3J), do tempo e da aplicacéo do tratamento
com laser de baixa intensidade, foram baseadas em estudo publicado anteriormente para
gue ocorresse possiveis efeitos sobre a inflamacao aguda presente e, possivelmente, no
processo de resolucédo da inflamacgéo tendo em vista que sdo processos gque interagem e
se complementam no mecanismo de reparo, com estudo prévio que determinou 0 curso
temporal da expressédo génica de COX-1 e COX-2, com pico de expressdo da COX-2 e
reducdo da COX-1, ap0s 2 horas de inducéo de tendinite. [117] A terapia Unica, utilizando
laser de baixa intensidade mostrou resultados similares quando comparados a terapia
associada (Terapia por fotobiomodulacdo associada a terapia farmacolégica). O laser de
baixa intensidade no comprimento de onda de 810nm, energia de 3J e poténcia de 30mW
aumentou a expressao de receptores ALX e ERV, novamente com reducéo da atividade de
MPO e reducdo do infiltrado inflamatério. O efeito anti-inflamatério da terapia por
fotobiomodulacdo em tendinopatias ja é conhecido. Trabalhos anteriores demonstraram
gue o laser de baixa intensidade reduziu a atividade de MPO com consequente reducéo do
infiltrado inflamatério estando relacionados com a reducdo de importantes citocinas como
IL6 e TNFa [118]. Outros estudos [119][120][121] descreveram efeitos da utilizacdo do laser
de baixa intensidade como tratamento auxiliar na reducéo de interleucinas pré-inflamatoérias
como IL-6, NF-kB e TNF-a. Isso mostra o efeito positivo no tratamento e no mecanismo de
reparo na tendinite aguda.

Nossos resultados histolégicos mostraram que grupo controle teve aumento
significativo do infiltrado inflamatério no tendao propriamente dito (painel 1) e na regido

periférica ao tendao (painel 2) quando comparado aos demais grupos. Por outro lado,



guando a tendinite é tratada com laser de baixa intensidade (grupo PBM) ou diclofenaco de
sédio (grupo DIC) é possivel reduzir o infiltrado inflamatorio no tendao propriamente dito e
regido periférica. Quando a tendinite foi tratada em associacdo com laser de baixa
intensidade e farmaco (PBM+DIC) houve significativa reducéo do infiltrado inflamatorio
tanto no tend&o propriamente dito como na regido periférica em comparacdo aos demais
grupos, indicando que a associacdo dos tratamentos é efetivo na inibicdo do infiltrado
inflamatério.

A MPO ¢ utilizada como marcador inflamatério e indicador da presenca e atividade
de neutréfilos e macréfagos [122]. A atividade de MPO ja foi avaliada em alguns modelos
animais de inducdo da osteoartrite, o tecido inflamado apresentou a atividade de MPO
aumentada [123]. Marcos RL [118] investigou uma série de agentes inflamatérios,
mostrando que os grupos irradiados tiveram redugao da atividade da enzima MPO. Nossos
resultados (figura 11) mostraram a reducdo da atividade de MPO no grupo tratado com
diclofenaco de sodio quando comparado ao grupo controle e quando tratamos com o laser
de baixa intensidade, mesmo sendo isolado (PBM) ou associado com farmaco (PBM+DIC),
observamos uma reducao significativa de MPO quando comparado ao grupo controle, além
disso, houve reducéo significativa se compararmos 0s grupos irradiados ao grupo tratado
somente com diclofenaco de soédio (DIC), um anti-inflamatério ndo-esteroidal. [114]. Isso
mostra que o laser de baixa intensidade, nos parametros aplicados, exerce efeito sobre a
atividade das células do infiltrado inflamat6rio na tendinite aguda.

Tais resultados podem ser parcialmente explicados quando associamos infiltrado
inflamatério e atividade de MPO, pois o grupo controle apresentou niveis de infiltrado
inflamatério significativamente aumentados quando comparados aos demais grupos
tratados (painel 1), somado a isso, observamos os niveis de MPO (figura 11) no grupo
controle (CTL) aumentados quando comparados aos demais grupos, indicando aumento
da atividade do infiltrado inflamatério. Tais resultados sao esperados na tendinite aguda,
considerando que o organismo iniciara naturalmente o processo inflamatério com presenca
e atividade do infiltrado inflamatério. O grupo tratado associado (PBM+DIC) apresentou
reducdo significativa tanto de infiltrado inflamatorio quanto de atividade de MPO, ou seja,
levando em conta que quanto menor o numero de células menor sera as concentragdes de
MPO, ja que estas estao presentes nos granulos de neutrofilos e macréfagos componentes
do infiltrado celular, tal resultado evidencia o efeito da associagdo das terapias sobre o
processo inflamatério. Entretanto, quando observamos o infiltrado inflamatério nos

resultados histoldgicos do grupo tratado somente com laser (PBM), verificamos



consideravel infiltrado, porém apresentam reducéo significativa de sua atividade quando
observamos o0s valores reduzidos de MPO (figura 11). Tal resultado carece de
investigacdes, possivelmente, pode haver a alteragéo do tipo celular presente no infiltrado
inflamatério ou o perfil das células presentes pode ter sido alterado.

A quimiotaxia de leucdcitos € fundamental [124]. Neste estudo investigamos 0 BLT1,
pois ja foi mostrado a necessidade de sua presenca para a migracdo de neutrofilos para as
articulacoes, por outro lado, sua inibicdo reduziu o desenvolvimento de artrite. [125] Além
disso, antagonistas do receptor BLT1 mostraram atenuar a artrite. [126] Nossos resultados
(figura 14) mostraram que o grupo tratado com farmaco (DIC) teve a expressao de BLT1
significativamente aumentada quando comparado aos grupos controle (CTL) e irradiados
(PBM e PBM+DIC), ndo ha estudos preliminares que possam explicar esse resultado,
sugerimos que pode ser reflexo da acdo nao seletiva do diclofenaco na inibicdo da via COX
no metabolismo do &cido araquidénico [127], aumentando a producdo de agentes pro-
inflamatorios via 5-LOX [128][129] e que o diclofenaco pode agir nesse mecanismo. Quando
observamos a expressdo de BLT1 nos grupos irradiados notamos que ndo houveram
diferencas significativas quando comparamos com o grupo controle, quando consideramos
a atividade de MPO reduzida em ambos os grupos irradiados verificamos um efeito inibidor
da terapia com laser de baixa intensidade na expressédo de BLT1.

Poucos estudos foram publicados em que envolvem lesbes tendineas e resolucéo
da inflamacé&o e nenhum estudo com terapia por fotobiomodulagéo na tendinite, além disso,
somente Da Palma-Cruz et al.[130] publicou estudo que envolve fotobiomodula¢do usando
luz LED sobre modelo de lesdo pulmonar induzida por lipopolissacarideo, em que
descrevem o efeito do LED, ap@s 7 dias de tratamento, em aumentar os niveis de LXA4 e
em reduzir interleucinas pré-inflamatérias nesse modelo.

Além dos acidos 6mega-3 como substrato para gerar DHA e EPA, acidos graxos
Omega-6 como o AA [131] também participam da formacdo de mediadores anti-
inflamatérios e pro-resolutivos, como nas Lipoxinas (LXs) [132]. LXs ligam-se e ativam de
forma agonista o receptor ALX, presente em diferentes células [133,134], como nos
neutrofilos e mondcitos [135]. Nossos resultados de expressdo génica do receptor ALX
mostraram que o grupo tendinite tratado com diclofenaco de sodio (DIC) ndo houve
diferenca na expressao de ALX quando comparamos ao grupo controle. Por outro lado,
verificamos que ambos o0s grupos irradiados apresentaram significativo aumento na
expressdo de ALX guando comparamos ao grupo controle. Sendo assim, a terapia por

fotobiomodulacéo parece exercer efeito sobre o processo de resolucao da inflamacéo, ja



gue receptores ALX estdo diretamente ligados as acgdes resolutivas. O mecanismo
responsavel por essa modulacédo carece de investigacdo, sugerimos que seja pela acédo do
laser em modular a classica via do AA, agindo sobre a COX e provavelmente direcionando
a acdo para via da LOX, com isso pode ocorrer uma possivel mudanca de classe de perfil
pré-inflamatério para um perfil pro-resolucéo, ja que LXA4 séo produzidas pela acao das
LOX [136]. Entretanto, ndo h& evidéncias de que a expressao proteica seja interferida pela
expresséo génica deste receptor, pode ser fonte de investigacdes futuras.

A presenca de ERV é relacionada ao processo de resolucdo da inflamacéo [137].
[138, 139]. Nossos resultados de expressao génica do receptor ERV (Figura 13) mostraram
gue o grupo tendinite induzida tratado com diclofenaco de sédio (DIC) néo teve diferenca
guando comparado ao grupo controle. Porém, nesse modelo de inducdo quando tratado
com laser de baixa intensidade, os niveis de expressao de ERV aumentam em ambos 0s
grupos irradiados quando comparados aos grupos controle. Além disso, quando
associamos o0s dois tratamentos (PBM+DIC), a expressdo de ERV aumenta
significativamente quando comparado ao grupo tratado com diclofenaco de sédio. Quando
olhamos para os resultados de infiltrado inflamatério, MPO e BLT1, vemos que 0S grupos
irradiados reduzem seus niveis quando comparados ao grupo controle. Tais resultados em
conjunto podem indicar um possivel efeito da terapia com laser no controle da inflamacéo
e na promocao do processo de resolugéo da inflamacéo.

Outro receptor descrito na resolucdo do processo inflamatério € o DRV1. Nesse
receptor, se ligam de forma agonista as Rvs D1, D3 e D5 [140, 141]. A presenca de DRV1
pode indicar acdes anti-inflamatérias e pro-resolutivas, o que € benéfico no controle do
processo inflamatorio [142]. Nossos resultados de expressdo génica de DRV1 (figura 12)
mostraram que a tendinite tratada com diclofenaco (DIC) foi capaz de aumentar DRV1
guando comparamos com 0 grupo controle. Entretanto, os grupos irradiados (PBM e
PBM+DIC) ndo foram capazes de alterar os niveis de DRV1 quando comparamos ao grupo
controle. Além disso, os grupos tratados ndo apresentaram diferencas significativas entre
si. Isso pode sugerir que o tratamento com diclofenaco de sodio interage com as vias que
cercam a expressao génica de receptores ligados a série de resolvinas D, bem como na
producéo de resolvinas da série D, mas estudos posteriores sdo necessarios para entender
0 mecanismo. Um alvo de investigacdo pode ser 0os seus substratos, ja que para produzir
Rvs D e E, sdo usados os acidos DHA e EPA, respectivamente, por diferentes vias de
metabolizacdo [143], como COX e LOX. [144]

Com isso, mesmo como monoterapia ou associado ao diclofenaco de sédio, o laser



de baixa intensidade mostrou favorecer mecanismos de acao pro-resolutivos. Mesmo com
tais resultados, ha a necessidade de verificar se isso expressa-se em producao protéica

além da expressao génica.



6 - CONCLUSAO

Podemos concluir que o laser de baixa intensidade (810 nm) na energia de 3 joules
foi capaz de auxiliar no processo de resolucéo da inflamacdo aumentando a expressao dos
receptores ERV e ALX, em modelo de tendinite induzida por colagenase em tenddes

calcaneos de ratos.
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