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RESUMO

TORRES-SILVA, R. Efeito da fotobiomodulacdo em diferentes parametros
de irradiacdo no processo de reparo em modelo de tendinite induzida por
colagenase em ratos. f 80. Tese Doutorado — Biofotdnica aplicada as Ciéncias
da Saude, Universidade Nove de Julho, S&o Paulo, 2016.

As tendinopatias séo inflamagfes no tenddo, geralmente frequentes e dificeis
de serem tratadas. A terapia com laser de baixa intensidade aparece como
tratamento promissor na modulacdo do processo de reparo com auséncia de
efeitos adversos. Objetivo: Estudar o efeito do laser de baixa intensidade,
comparando diferentes comprimentos de onda, energia e poténcia no processo
de reparo do tenddo. Material e Métodos: Ratos wistar foram usados apos
aprovacdo do comité de ética em experimentacdo animal. A tendinite foi
induzida por injecdo de 100ug de colagenase diluida em solucéo salina 0,9%
sobre o tendao calcaneo dos ratos. O trabalho foi dividido em 3 fases: Fase 1:
Determinacéo do curso temporal da variagdo das propriedades mecéanicas e
quantificacdo de colageno em 3,7,14,30,45,60 dias e expressdao génica de
Tenascina-C, MMP3 e 13 em 2,6,12,24,48 e 72horas. Fase 2: Comparacao
entre 2 comprimentos de onda (660nm e 830nm) com grupos experimentais:
CTL (Saudavel), e tendinite nao tratado (NT) ou tratado com LBl em 1 ou 3J, e
100mW de poténcia. Fase 3: Comparacéo de diferentes poténcias em 830nm
com os grupos experimentais: CTL, NT e laser 830 com 1J-50mW, 1J-100mW,
3J-50mW e 3J-100mW. Os animais foram eutanasiados e o tend&@o calcaneo
foi removido para analises de propriedades mecanicas e quantificacdo de
coldgeno em 30 dias e expressdo génica em 12 e 24 horas, de acordo com o
curso temporal determinado na fase 1. Resultados: O grupo NT apresentou
reducdo de Fmax e aumento da deformacéo VS CTL e aumento na expressao
de MMP3 e MMP13. O laser em 830nm apresentou melhores resultados nas
propriedades mecéanicas e propor¢cdo de colageno comparado aos grupos
irradiados com 660nm. Quando utilizado laser em 830nm, observamos
melhoria nas propriedades mecéanicas e na proporcdo de colageno | e lll no
grupo 3J-50mW e 1J-100mW, comparados aos outros grupos, bem como
redugdo de MMP3 e aumento discreto de MMP13. O grupo 1J-100mW

apresentou aumento na expressao de Tenascina-C. A tendinite reduziu as



propriedades mecanicas, relacionadas também a alteragBes na proporcao de
colageno | e lll. Ambos os grupos irradiados com 660nm ou 830nm melhoraram
as propriedades mecanicas com manutencdo na propor¢cdo de colageno e
reducdo na expressdo de MMP3. Os grupos 3J em 50mW e 1J em 100mwW
apresentaram os melhores resultados envolvendo todas as analises realizadas.
Concluséo: O LBI 830 3J 50mW e 1J 100mW promoveu o reparo do tend&o
melhorando as propriedades mecanicas do tendao e a proporcédo de colageno |
e lll. O mecanismo envolvido pode ser a modulacdo de MMP3 e 13 além da
tenascina-C, relacionadas a degradacao e organizacdo das fibras de colageno
sendo importantes tanto na fase inflamatéria como no remodelamento do

tecido.

Palavras-Chave: Tendinite, laser de baixa intensidade, Fotobiomodulacao,
Colagenase, MMP, Colageno, propriedades mecanicas.



ABSTRACT

TORRES-SILVA, R. Effect of photobiomodulation in different parameters of
irradiation in the repair process in tendinitis induced by collagenase in rats. f 80
- Doctoral Thesis - Biophotonics applied to Health Sciences, University Nine of
July, Sdo Paulo 2016.

Tendinopathies are inflammations in the tendon, usually frequent and difficult to
treat. Low level laser therapy (LLLT) appears as promising treatment in the
modulation of the repair process with no side effects. Objective: To study the
effect of LLLT, comparing different wavelengths, energy and power in the repair
process of the tendon. Material and Methods: Wistar rats were used after
"animal ethics committee” approval. Tendinitis was induced by collagenase
injection (100 ug diluted in 0.9% saline solution) on the calcaneus tendon of the
rats. This work was divided in 3 phases: Phase 1: Determination of the time
course in the mechanical properties variation and collagen quantification in
3,7,14,30,45,60 days and the gene expression of Tenascina-C, MMP3 and 13
in 2, 6,12, 24,48 and 72 hours. Phase 2. Comparison between 2 wavelengths
(660nm and 830nm) with experimental groups: CTL (Healthy), and untreated
tendinitis (NT) or treated with LLLT in 1 or 3J, and 100mW. Phase 3:
Comparison of different powers at 830nm with the experimental groups: CTL,
NT and laser 830 with 1J-50mW, 1J-100mW,; 3J-50mW and 3J-100mW. The
animals were euthanized and the calcaneus tendon was removed for analysis
of mechanical properties and collagen quantification in 30 days and gene
expression in 12 and 24 hours. Results: The NT group presented reduction of
Fmax and increased deformation VS CTL and increased MMP3 and MMP13
expression. The irradiated group (830nm) showed better results in the
mechanical properties and collagen proportion compared to the irradiated group
(660nm). When using laser at 830nm, we observed improvement in the
mechanical properties and the proportion of collagen | and Il in the 3J-50mW
and 1J-100mW groups compared to the other groups, as well as reduction of
MMP3 and discrete increase of MMP13. The 1J-100mW group showed
increased expression of Tenascin-C. Tendinitis reduced mechanical properties,
also changes the collagen proportion. Both irradiated groups (660nm or 830nm)

improved mechanical properties with maintenance on the collagen and



reduction of MMP3 expression. The 3J groups in 50mW and 1J in 100mwW
presented the best results involving all analyzed performed. Conclusion: LLLT
(830nm, 3J 50mW and 1J 100mW) promoted repair of the tendon improving the
mechanical properties of the tendon and the proportion of collagen type | and

[ll. The mechanism involved may be the modulation of MMP3 and 13 in addition
to tenascin-C, related to the degradation and collagen fibers organization being

both important in the inflammatory and remodeling phase in tendon.

Keywords: Tendinitis, LLLT, Photobiomodulation, Collagenase, MMP,
Collagen, Mechanical properties.
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1. INTRODUCAO

As tendinopatias sao alteracdes no tenddo, geralmente frequentes e
dificeis de serem tratadas, especialmente quando consideramos o tend&o
calcaneo, o patelar e o do cotovelo onde a cronificacdo destas doencas é
comum, incapacitando desde atletas profissionais e recreacionais até pessoas
comuns em seu local de trabalho. ¢

Em virtude de sua ocorréncia, do custo do tratamento, da reducdo da
funcionalidade laboral e do desencadeamento de co-morbidades, as
tendinopatias necessitam de recursos financeiros consideraveis, direcionados
ao acompanhamento da salde dos individuos 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 so6cio-econdémico onde as intervengfes médicas e terapias para a
reabilitacdo s&o ainda limitadas. 31

Um exemplo do impacto econdémico causado por estas doencas foi
obervado nos Estados Unidos, onde em uma década foi registrado aumento de
39% dos gastos com indenizacdes e 62% com custo médico relacionado as
doencas musculo-esqueléticas. No Brasil, estima-se um aumento das doencas
articulares relacionadas tanto ao esforco repetitivo quanto pelo envelhecimento
da populacdo e embora ndo sejam consideradas como doencas fatais, estas
doencas reduzem a qualidade de vida do individuo, que necessita de freqiiente
atendimento médico, constituindo um desafio terapéutico, principalmente nos
casos crbnicos onde é observado um aumento consideravel dos recursos
despendidos pelo empregador, relacionados ao afastamento e a necessidade
de relocacdo e qualificacdo de outro funcionario para o exercicio da funcao,
gerando um alto custo ao sistema de salde. * 567

Neste sentido, ndo sO atividades preventidas sdo necessarias para
reduzir o nidmero de individuos doentes, mas a identificacdo das causas
associadas ao aparecimento das tendinopatias e a promoc¢ao do retorno seguro
as atividades laborativas sdo estratégias fundamentais, sendo utilizadas como

tema de estudos no campo da satde publica. ®



1.1) Arquitetura do tendao saudavel

Tenddes sdo estruturas anatdmicas, formadas por fibras de colageno
dispostas de forma hierarquica (Figl), interpostas entre musculos e 0ssos, que
transmitem a for¢ca gerada no masculo para 0 0sso, tornando possivel 0 movimento
articular. © ) Os tendbes saudaveis apresentam coloracdo branca brilhante e

textura fibroelastica, mostrando grande resisténcia a tensées mecanicas. (19

: Fibras " Fibras Tendao
F|l:.>ra? . Secunddrias Terciarias
Primarias N
Fibras de R
Colageno
Fibrilas de
Colageno

Endotenddo Epitend3o

Figura 1: Organizacao hierarquica da estrutura do tendao (das fibrilas de colageno
até o tendao propriamente dito) %)

Este tecido é constituido por tenécitos e tenoblastos que correspondem
entre 90 a 95% de suas células e por uma rede de matriz extracelular.(? Os
tendcitos sao importantes na adaptacdo de mudancas durante a homeostase, na
manutencdo e no remodelamento do tecido. Além de sintetizarem colagenos e
componentes da matriz, os tendcitos sdo ativos a geracdo de energia tanto
aerobica quanto anaerobica, esta ultima mais destacada com o aumento da idade.
13)

Os tenddes sdo formados por 70% de agua e por 30% de massa seca, esta
rica em colageno, considerado a proteina mais abundante do organismo,
classificados em: (1) colagenos que formam longas fibrilas; (2) colagenos

associados a fibrilas; (3) colageno que forma rede e (4) colageno de ancoragem. O
2



coldgeno que forma os tenddes fornecendo sua for¢a ténsil esta incluso no 1°

Grupo. (14 15)

A caracteristica viscoelastica do tenddo estd relacionada ao
comportamento das fibras de colageno associadas aos filamentos de actina da
célula que promove as caracteristicas ténseis do tecido. Estas fibras de colageno
do tenddo apresentam dobras durante o repouso e tornam-se mais pararelas
durante o estado de tensdo do tecido, podendo sofrer pertubacdes importantes

nesta organizagdo apds um processo lesivo. (16

1.2) A Inflamagé&o no Tendéo

A tendinite é considerada uma doenca inflamatdria aguda no Tend&o
com possibilidade de cronificacdo, provavelmente devido as caracteristicas do
tecido e das dificuldades no tratamento.®

Em geral, a resposta inflamatdria visa combater o agente agressor e
eliminar produtos resultantes da destruicdo celular, promovendo condicfes
ideais para o reparo do tecido lesado.*”) No caso da tendinite, a causa mais
comum é o esfor¢co exagerado de extenséo sobre os tenddes, responsavel por
30% das lesGes.*® Podendo ocorrer também a distensdo das fibras de
colageno, que por ndo suportarem a tracdo mecanica, acabam apresentando
rupturas parciais com desenvolvendo de intensa e dolorosa reacao inflamatéria
local, contribuindo para a degradacdo de colageno e outras deficiéncias
teciduais, que se ndo forem tratadas leva ao estado cronico da doenca.®

Além da sobrecarga mecéanica podem ocorrer processos lesivos
repentinos, assim como o préprio envelhecimento natural que também

contribuem para a degeneracédo do tendao. 20

Os tendbes apresentam maiores risco de ruptura, quando uma forca e
aplicada de forma rapida e indireta, como exemplo, as contra¢cdes musculares,
durante o exercicio excéntrico . Estas rupturas resultam em hemorragia de
arteriolas e capilares locais e formacédo de hematoma no seu interior, podendo

3



estender-se para o paratenddo. O resultado imediato é a deposic¢ao de fibrina,
que atrai neutrdfilos para a regiao, a congestédo e acumulo de fluidos no local

da agressao levando a uma isquemia tecidual e morte celular progredindo para
uma necrose tecidual, de acordo com o grau de comprometimento vascular. 22

O processo inflamatoério nestes tecidos tem gerado controveérsias devido
a sua atipicidade relacionada a baixa vascularizacdo dos tenddes. Na porcéo
central do tendao, grandes vasos formam plexos vasculares menores atingindo
as bainhas sinoviais e fornecendo suprimento sanguineo para o epitendao,
mesotenddo e endotendao. 3

No entanto, existem algumas regifes do tenddo onde este suprimento é
comprometido. Assim, determinados fatores tais como o envelhecimento
associado a presenca de cargas mecéanicas pode comprometer ainda mais este
suprimento, reduzindo em até 20% o fluxo sanguineo no tenddo. @4

Nestas regides proximas as juncdes e em locais onde existe formacéo
de torcédo, atrito ou compressao, o suprimento de sangue no tecido tendineo
pode variar, dependendo da regido analisada apresentando um sistema
intrinseco, proximo as juncdes osteotendineas e miotendineas e extrinseco no
corpo central do tenddo. Assim, uma pequena quantidade de vasos sanguineos
musculares auxilia o suprimento sanguineo intrinseco, na primeira parte do
tenddo, proximo a juncdo, enquanto do outro lado, o fornecimento na jungéo
osteotendinea também acontece, porém de maneira escassa e limitada. (12

Durante o processo inflamatério do tendéo, ocorre o remodelamento da
bainha tendinea e do tecido sinovial, enchendo este espaco com células
inflamatorias. Neste caso € possivel observar um aumento na expressao de
determinadas enzimas como a ciclooxigenase-2 e determinadas
metaloproteinases de matriz (MMPSs), interferindo nos niveis de determinados
mediadores inflamatorios, entre eles a prostaglandina E2 e o TNF-a. 3 Os
processos celulares e moleculares ainda ndo sdo bem conhecidos, mas
estudos indicam que as MMPs podem mediar, pelo menos em parte as
mudancgas na composicdo da matriz extracelular durante a leséo e o reparo do
tendao. (26.27)

1.3) Acédo das Metaloproteinases da Matriz (MMPs) no Colageno

Os processos inflamatorios, fisiolégicos ou patologicos, sao
dependentes de multiplos fatores e as Metaloproteinases da matriz (MMPSs)
contribuem em geral para este processo, promovendo ou reprimindo a
inflamacgéo a partir de processos proteoliticos diretos, ativando, inativando ou
alterando a funcé@o de quimiocinas e citocinas. ?® Estas enzimas possuem
acao proteolitica com um importante papel na modulacdo da matriz extracelular
do tendado, entretanto o mecanismo desta modulacdo ainda permanece
obscuro. 29



As MMPs foram caracterizadas inicialmente como proteases de
degradacédo, pela capacidade de degradar os componentes da matriz
extracelular, influenciando em processos importantes como a proliferacéo,
diferenciagcdo, migracdo e morte celular, bem como pela interacdo entre
células, quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento, apresentando um
papel crucial em muitos processos fisiolégicos e em muitas condi¢cdes
patolégicas. 0

As MMPs séo divididas basicamente em colagenases (MMP-1, 8 e 13),
gelatinases (MMP-9), estromelisina (MMP-3 e 10), MMPs de membrana (MMP-
14, 15, 16, 17, 24 e 25) e outras que sdo classificadas de acordo com suas
propriedades bioquimicas. @9. O aumento da expressdo de MMP foi
observado em varias doencas, no ser humano e em outros animais, onde a
inflamacédo estd presente, sugerindo que as MMPs possam proteger ou
contribuir para a patologia, possuindo papel modulador no processo
inflamatério. 8

O tenddo com Tendinite pode apresentar alteracées na atividade de
varias metaloproteinases particularmente de colagenases (MMP-1, MMP-8 e
MMP-13) e gelatinases (MMP-2, MP-9), representando um importante fator nas
alteracdes do tenddo podendo levar a degeneracdo do tecido e a perda da
integridade mecéanica ocasionando o aumento do tempo de recuperacdo de
determinados pacientes. (31, 26.20)

A degradacdo da matriz extracelular pelas MMPs, entre elas a MMP2,
MMP3 e MMP9, promove um forte sinal quimiotaxico além de aumentar a
liberacdo de TNF-a e IL-1B, influenciando no aumento da inflamacéo ©9),
alterando o diametro das fibras, conduzindo ao enfraguecimento das fibras de
colageno, a inflamacdo e aumentando as chances de ruptura do tenddo. 8
Alteragbes na expressdo de MMP9, bem como o envelhecimento, podem
reduzir a habilidade dos tendcitos em remodelar e reparar os tenddes. ©2

Em casos de osteodistrofia, artrite reumatoide e tendinopatias, a IL-1b
€ um dos principais mediadores inflamatorios, responsavel pela inducdo de
algumas MMPs, como MMP-1, MMP-3 e MMP-13 e em lesbes especificas do
tenddo, o aumento dos niveis de MMP-13 apresentaria uma agao comparavel a
MMP-1, significando uma maior degradacdo da matriz extracelular. %

As MMPs apresentam atividades irregulares e frequentemente
aumentadas, durante o processo inflamatério podendo atuar no recrutamento
leucocitario e alterar as fungbes de citocinas e proteases. Os leucdcitos

geralmente usam as caracteristicas das MMPs para degradar proteinas da

matriz através de eventos proteoliticos distintos. Seu recrutamento € um
5



processo complexo em que citocinas quimiotdxicas participam da atracdo
destas células no local da leséo, influenciando na resposta inflamatéria. As
guimiocinas também apresentam um efeito quimiotaxico eficaz por se aderirem
na matriz extracelular e na superficie da célula. 0

Assim, estratégias de inibicdo de determinadas MMPs poderia ser uma
boa opcdo para reduzir a degeneracdo da matriz extracelular nas
tendinopatias, % pois tanto a supressdo quanto a inibicdo destas enzimas
estariam relacionados com o reparo do tenddo e com a reducao dos casos de
tendinopatias.®® 33 Porém os efeitos colaterais podem ser elevados, sendo
indicado para tratamentos crénicos, onde outras terapias nao apresentaram
sucesso.@Y

O desenvolvimento de novos tratamentos para as tendinopatias sao tao
importantes quanto a prevencdo da doenca. Ainda é necessario definir a
etiologia das tendinopatias, incluindo o desenvolvimento e a validagéo in vitro e
in vivo dos modelos experimentais, que permitirdo investigar a atividade dos
tendcitos em conjunto com as tens6es mecanicas sofridas pelo tendao, a
interacdo entre célula e matriz, a importancia das citocinas, das enzimas e
moléculas de sinalizacdo e a definicdo da importancia das metaloproteinases

na patologia do tendao, diferenciando os niveis que levam a doencga ou a cura.
(26)

1.4) Importancia da Tenascina-C no tecido tendineo

A tenascina-C é uma importante integrina, sendo classificadas como
proteinas de adesao presente na membrana celular, ligando-se fibrina (proteina
presente na lamina basal), formando uma placa de ancoragem, regulando a
morfologia celular. ¢4

A Tenascina-C € uma importante proteina da matriz extracelular e esta
relacionada com organizacdo das fibras de colageno como o do tipo I. A
deficiéncia da expressdo desta proteina pode causar a sindrome de Ehlers-
Danlos, caracterizada por aumento excessivo da flexibilidade e elasticidade dos
tecidos, levando, por exemplo, a ruptura de vasos sanguienos importantes,
pelo descontrole da resisténcia destes tecidos. A tenascina-C é expressa de
forma controlada no processo de desenvolvimento, sendo também importante
durante estados patolégicos, como em infec¢des e inflamacdes, influenciando

na adesédo de células, atuando diretamente na producéo de fibronectina. %



Nos tecidos do sistema musculo-esquelético, durante a homeostasia,
0S niveis expressos de tenascina-C sdo muito baixos, porém sua expressao é
estimulada durante o processo de reparo tecidual. Nestes casos, a tenascina-C
tem relacdo com as caracteristicas elasticas do tecido, apresentando em sua
estrutura regides de ligagdo com outras proteinas da matriz extracelular, bem
como com receptores de adesdo da membrana celular, podendo ser
estendidas varias vezes no seu comprimento inicial de repouso pelas suas
caracteristicas elasticas, estando presente nas regifes onde elevadas forgas
mecanicas séo transmitidas, como nas junc¢des miotendineas e osteotendineas.
(36)

A expressdo da Tenascina C também é regulada a partir de tensdes
mecanicas, durante o desenvolvimento e na vida adulta, podendo mediar
processos inflamatérios, direcionando para um processo de reparo tecidual
mais eficaz. G7)

Desta forma, a Tenascina-C é considerada uma importante proteina de
matriz extracelular, auxiliando no controle da elasticidade, sendo importante

tanto no processo regenerativo quanto no degenerativo, apés lesdes teciduais.
(38)

1.5) AlteracOes das propriedades mecanicas do tendao

Os tendbes apresentam alta resisténcia mecanica, boa flexibilidade e
responde metabolicamente a cargas elasticas,®® transmitindo a forca gerada
pelo madsculo ao 0sso, agindo como amortecedores e absorvendo as forcas
externas e protegendo o musculo de lesdes.(® Durante o movimento do corpo
humano, apés uma tensao ser aplicada no tendado, este apresenta algumas
propriedades elasticas que estdo diretamente relacionadas a proporcédo de
fioras de colageno tipo | e .19 Este tecido tem uma alta capacidade de
suportar forcas tensionais. Medicdes diretas em calcaneos humanos
registraram forcas de até 9 kN, durante uma corrida em velocidade de 6 m/s, o
que corresponde a 12,5 vezes o peso corporal. Entretanto, hoje sabemos que a
forca méxima suportada desse tenddo € uma variavel bastante individual,

indicando também uma faixa ampla de suscetibilidade a sobrecargas. 8



A resisténcia a ruptura do tendao esta associada a espessura e ao teor
de colageno. Por exemplo, 1cm? de tenddo é capaz de suportar entre 500 e
1000 Kg. Assim, a reducdo de colageno pode resultar na dimunicdo da forca e
poténcia muscular provocando o aumento da rigidez do tend&o. 9

O principal objetivo no processo de cura do tendao € a restauracao da
forca mecanica, visto que a lesdo induz alteragcbes destas propriedades
mecanicas. Para a avaliacdo destas alteracdes, alguns modelos sdo utilizados,
entre eles os ensaios de tracdo monotdnico até a ruptura do tecido que
fornecem informacdes importantes sobre a rigidez e elongacao, auxiliando no
entendimento de aspectos funcionais na progressao da leséo, determinando os
aspectos biomecanicos das terapias utilizadas para o reparo tecidual (41 42 43)-

No entanto, poucos trabalhos utilizam ensaios ciclicos de tracdo, em que
€ possivel examinar outros detalhes funcionais do tecido, como a presenca de
forcas elasticas e sua relacdo com a concentracdo de determinados tipos de
colagenos, como acontece com o tecido tendineo. 44 Estas alteracdes a
partir da lesédo, geralmente pela alteracdo de colageno, durante a degeneracao
do tenddo pode ser um dos fatores causadores da dor.(1®)

Apesar de ndo serem bem compreendidos, os problemas na estrutura
destas fibras de colageno sédo responsaveis pelas alteracbes biomecanicas,

sendo a base da causa da progresséao das tendinopatias. 29

1.6) Tratamentos para Tendinopatias

Os tratamentos para doencgas musculo-esqueléticos tém por finalidade a
reducdo da inflamacgéo, que se persistir pode provocar alteracdes nos feixes
das fibras de colageno e aumentar a atividade de determinadas enzimas,
prolongando assim as fases inflamatéria e proliferativa, favorecendo a
deposicdo excessiva de tecido cicatricial, alterando algumas caracteristicas
como a reducéo da resisténcia em comparacéo ao tendao original. (4647

No inico de 2010, Tumilty et al publicaram uma meta-analise sobre a
utilizacao do laser de baixa intensidade (LBI) no tratamento das tendinopatias e
sua potencial eficacia na reducdo da inflamag&o. Contudo, o tratamento mais

comum para os casos de tendinite ainda € o conservador, recomendado pela



maioria dos autores como estratégia inicial. Na maioria das vezes consiste em
uma abordagem multi-orientada, incluindo modelos de reabilitacdo combinada
como repouso, medicacdo a base de antiinflamatérios nédo esteroidais e
corticéides, crioterapia, massagem, treinamento de forca.

Os antiinflamatérios ndo esteroidais sédo as drogas utilizadas com mais
frequéncia, como parte do tratamento inicial, principalmente na reducéo da dor.
Dentre os diversos tipos de drogas nesta classe, os inibidores especificos da
enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-2) tem apresentado efeito favoravel no
tratamento destes transtornos. No entanto, o impacto econémico das terapias
para desordens musculo-esqueléticas com o uso de drogas antiinflamatorias é
consideravelmente alto, devido aos custos da medicacdo, hospitalizacdo e
toxicidade destes agentes, principalmente com relacdo a efeitos adversos
gastrointestinais “8 com resultados pouco efetivos, levando a lesGes
recorrentes. (49 50)

Vérios métodos de tratamento para les6es do tendao ja foram testados,
porém seus resultados e sua eficacia ficam distante das caracteristicas do
tendao original. Consequentemente é necessario desenvolver novos métodos
terapéuticos eficazes que evitem o0 processo degenerativo da matriz
extracelular e o desenvolvimento de uma regeneracédo rapida sem formacao de
cicatriz, que alteraria bastante as propriedades mecanicas do tenddo. 29

Alguns trabalhos mostraram o aumento na producdo de colageno,
reducdo de estresse oxidativo e da fibrose, reducdo do edema pos-operatorio,
reducdo da dor e melhora funcional e estes efeitos estariam relacionados
também a reducdo de mediadores inflamatorios observados apos o tratamento

com laser de baixa intensidade. 1. 52)

Atualmente especialistas buscam técnicas que acelerem o reparo do
tendao, controlando o processo inflamatdrio e a dor e se possivel, restaurando
suas propriedades mecanicas iniciais.®® No entanto, mais pesquisas
relacionadas ao reparo do tendao, incluindo o estudo da reducéo da inflamacéo
e reorganizagdo das fibras de coladgeno conduzindo para uma melhora na sua
funcdo biomecéanica, sdo necessarias para permitir o desenvolvimento de
estratégias e tratamentos especificos para esta doenca. Sendo assim, a
investigacdo de novos tratamentos para utilizagdo em doencas inflamatorias do
tendao, especialmente ndo farmacolégica, assume papel de destaque na area
meédica e neste cenario, a laserterapia tem despontado como uma das
promessas na clinica médica.



1.7) Fotobiomodulacédo em Tendinopatias

O uso do laser de baixa intensidade no tratamento de diferentes
doencas, com o0 objetivo de produzir um efeito anti-inflamatorio vem sendo
bastante citado em diversas publicac6es de caréter cientifico, fazendo com que

esta terapia ja seja considerada como alternativa terapéutica para varias

doen(;as. (54, 55, 56, 57, 58, 59, 60)

No entanto € importante ressaltar que pouco se conhece a respeito do
mecanismo de acdo do laser no processo inflamatério e durante o reparo
tecidual. Até o momento, existem evidéncias que o laser pode reduzir a
expressao génica de importantes mediadores pré-inflamatérios ou aumentar a
expressao de outros mediadores antiinflamatorios. O laser pode ainda reduzir a
expressao de determinadas colagenases (MMPSs) e consequentemente reduzir
a degeneracdo do tecido, favorecendo o rearranjo das fibras de colageno,
levando a uma melhora nas condi¢cbes biomecéanicas do tenddo durante o

processo de reparo. (61,62, 63,27)

Apesar do tratamento com laser apresentar efeitos anti-inflamatérios
conhecidos refletindo na melhora do reparo tecidual, este tratamento ainda é
classificado com um nivel de eficacia moderado, principalmente devido a
poucas informacdes referentes aos parametros de irradiacdo e ao mecanismo
de acdo do laser, contribuindo para o numero ainda pequeno de evidéncias

clinicas. ¢4

A manutencédo destas propriedades mecanicas € de grande importancia,
uma vez que € comum o tecido tendineo lesionado, durante seu processo de
reparo apresentar alteracdo das propriedades mecénicas, quando comparadas
ao tecido original, o que poderia estar relacionado com alteragdes na proporgéo

dos tipos de colageno existentes no tenddo ou a sua organizacéo alterada. 7

O laser de baixa intensidade aparece como uma importante ferramenta
no tratamento de varias lesbes musculo-esqueléticas, associada ou ndo a
outras terapias, com um potencial efeito reparador, promovendo o aumento da

10



expresséo de colageno tipo | ou agindo na reorganizagdo destas fibras. (65 55. 66,
67) Sua acdo na reducéo do processo doloroso e no auxilio do reparo tecidual,
reduz significantemente o tempo de tratamento além de evitar os efeitos

adversos relacionados ao uso de medicamentos antiinflamatérios. ©8)

Alguns trabalhos com experimentacdo basica demonstraram que o laser
de baixa intensidade pode modular a inflamacdo, reduzindo determinados
mediadores proé-inflamatério, como IL-1, IL-6 e TNF-a ou aumentando
mediadores anti-inflamatérios como IL-10.5> 6. 70 A |aserterapia ainda pode
estimular fatores de crescimento, como o TGF-B e reduzir algumas
metaloproteinases de matriz responsaveis pelo desbalanco na proporcdo de
colageno tipo | e lll, desta forma, auxiliando na manutencdo de determinadas

propriedades mecanicas do tend&o. (33 69.70)

Tendo em vista os dados apresentados anteriormente, o estudo de
alternativas terapéuticas como, por exemplo, a laserterapia, representa um
fator altamente relevante para o Sistema de Saude. No entanto, o
estabelecimento de parametros experimentais, com estudos relacionados a sua
dosimetria e ao seu mecanismo de acdo, nas diferentes fazer do reparo
tecidual, se faz extremamente necessarios no auxilio da utilizacdo da

laserterapia de forma adequada e segura.
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2- HIPOTESE

A hipotese deste trabalho é de que o laser de baixa intensidade possa
auxiliar no processo de reparo do tenddo apos a inducéao da tendinite, através
da modulagdo de genes relacionados ao reparo deste tecido, como a
Tenascina-C e de enzimas colagenases MMP-3 e 13, auxiliando na
organizacdo das fibras de coldgeno, contribuindo para a manutencdo das

propriedades mecanicas do tendao.

3- OBJETIVOS

Estudar o efeito da fotobiomodulacdo, utilizando laser de baixa
intensidade em diferentes parametros de irradiacéo, no reparo tecidual apds a

inducao da tendinite por colagenase.

3.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar as alteracdes temporais:

- Na expressao génica de MMP3, MMP13 e Tenascina-C;
- Na proporc¢ao de colageno tipo | e ll;
- Nas propriedades mecéanicas relacionadas a forga maxima e deformagéo no

momento da ruptura, em ensaio de tracao ciclico.

Comparar os efeitos do laser de baixa intensidade no comprimento de onda de
660nm e 830nm, em diferentes energias, no processo de reparo do tendao,
apos a inducao da tendinite.

Comparar os efeitos do laser de baixa intensidade infravermelho (830nm) em
diferentes poténcias, no processo de reparo do tenddo, apos a inducédo da
tendinite.

12



4- MATERIAL E METODOS

4.1- Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 150 e 200g (+/- 60
dias de vida), com livre acesso a agua e racdo, 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 inducdo da tendinite pela injecdo de colagenase, ja possui a
aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Nove de Julho AN0037/2013.

4.2- Inducéo da tendinite por injecédo de colagenase, em tenddes
calcaneos de ratos

A inducdo da tendinite foi realizada em todos os animais exceto o
grupo controle (CTL) que apresentara tenddo saudavel sem lesdo. Os animais
dos grupos lesionados foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de
cloridrato de quetamina (90mg/Kg) e cloridrato de Xilazina (10mg/Kg). Em
seguida, receberam 100 pl de injecéo transcutanea de colagenase (1 mg/ml;
Sigma Chemical Co, Cat. C-6885) na regido posterior da pata direita, no tendéo
calcaneo. Apés a inducdo, 0os animais permaneceram em caixas de contencéo
separados em diferentes grupos experimentais conforme indicado na figura 2.
Apés a inducdo do processo inflamatério pela injecdo de colagenase e o0s
especificos tratamentos, os animais foram eutanasiados com hiperdose da
mesma associacdo de anestésicos (cloridrato de quetamina 180mg/Kg e
cloridrato de xilasina 30mg/Kg) em diferentes tempos e o tecido do tendéo

removido para posteriores analises.
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4.3- Protocolos experimentais

4.3.1- Andlises da progressao da Doencga - Curso Temporal

ApoOs a inducéo a tendinite, os animais foram distribuidos em 02 grupos
de acordo com os dias de estudo:
- 1,3,7,14, 30, 45 e 60 dias para a quantificacdo de Colageno | e lll, e
propriedades mecanicas;
-2, 6, 12, 48, 72 Horas para a analise da expressdo génica de Tenascina-C,
MMP 3 e 13.

Durante este periodo os animais ndo tiveram nenhum tipo de
tratamento. Ao final de cada tempo, os animais foram eutanasiados e as
amostras dos materiais coletados do tendé&o calcaneo foram separadas para as
andlises indicadas na metodologia abaixo.

Protocolo Experimental — Curso temporal

A) -

Em (A): Curso Temporal utilizado para determinacdo do tempo indicado para

as analises da quantificacdo de Colageno I, lll e propriedades mecanicas.

14
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|

Em (B): Curso Temporal utilizado para a determinacéo do tempo indicado para

as andlises da expressao génica deTenascina-C, MMP 3 e 13.

Figuras 2. Grupos Experimentais — Curso temporal
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4.3.2- Analises dos grupos tratados em diferentes parametros de

irradiacao

Apés a determinagcdo do curso temporal, foi escolhido o tempo de 30
dias para andlises histologicas e biomecanicas; 12 horas para expressao de
MMP-3 e MMP-13; 24 horas para expressao de Tenascina-C.

O protocolo experimental para os grupos tratados obedeceu as relacdes
indicadas na figura abaixo:

Grupos experimentais tratados com LBI

GRUPOS

A) l CONTRO l TENDINI
l 660n 830n
l 1J/100m l 3J/200m l 1J/100m ' 3J/200m

Em (A) Comparacéo entre grupos irradiados com 660nm ou 830nm, em

energias de 1 ou 3J, com poténcia de 100mwW
16



GRUPOS

EXPERIMENTAIS

B)
CONTROLE TENDINITE
LASER
830nm
13/50mwW l 3/50mW llJ/lOOmW lBJ/lOOmW

. Em (B) Comparagéo entre grupos irradiados com LBI 830nm, 1 ou 3J nas

poténcias de 50 ou 100mW.

Figuras 3. Grupos experimentais tratados com LBI
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4.4- AplicacOes da Terapia com Laser de Baixa Intensidade (LBI)

Apos serem submetidos ao modelo de tendinite, os animais receberam o
tratamento com Laser de baixa intensidade (Thera Lase, DMC®), na regiédo da
lesdo, em Unico ponto, perpendicular ao tecido, numa area de 0,028 cmz2 por
contato, imediatamente ap0s a inducao do processo inflamatdério.

Para as analises histologicas e biomecanicas, as irradiacbes foram
repetidas até o 7° dia e 0os animais eutanasiados no 30° dia.

Para as analises de expressdo génica de MMP3,MMP13 e Tenascina-C,
os animais foram irradiados imediatamente apdés a inducdo da lesdo e os
animais eutanasiados em 12 horas para MMPs e 24 horas para Tenascina-C,
de acordo com o curso temporal definido anteriormente.

Abaixo, os parametros de irradiagéo utilizados para os diferentes grupos.

Tabela 1- Parametros de irradiagao utilizados nos diferentes grupos.

. . ... Densidade de , Tempo  Areado
Comprimento de Poténcia média : . Densidade de S
Grupo ) poténcia Energia (J) 3 . porponto  feixe
onda (nm) de saida (mW) (Wicm?) energia (J/cm?) (s) (cm?)
Ly 100 35 1 35,71 10 seg
0,028
660
L3J 100 35 3 107,14 30 seg
50 1.8 20 seg
L 1 35,71
100 35 10 seg
830 0,028
50 18 1 min
L3J 3 107,14
100 35 30 seg
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4.5- Andlises de Expressdo Génica pela reagcdo em cadeia da polimerase
apos transcricao reversa em tempo real (real time RT-PCR).

ApOGs a eutanédsia, os tendbes foram dissecados, removidos e
armazenados (-80°C) para analise da Expressdo de mRNA por RT-PCR em
tempo real. A expressdo génica dos compostos indicados na tabela abaixo foi
quantificada pela reacdo em cadeia da polimerase reversa (PCR) em tempo
real. O RNA total das amostras foi extraido com o reagente Trizol (Gibco BRL,
EUA), de acordo com instrucdes do fabricante. Apds tratamento com DNAse, a
sintese dos cDNAs foi feita pelo método da transcriptase reversa, empregando
a enzima SuperScript (Invitrogen, 2 ug de RNA total), na presenca de mistura
de primers randémicos e oligo dT. A andlise das amostras em tempo real
obedecera a um ciclo de desnaturacéo inicial (10min a 95 °C) e quarenta ciclos
de amplificacdo (30 seg de desnaturacdo a 95 °C e 1min de anelamento e
extensao a 60 °C).

As sequéncias dos primers utilizados estao representadas no quadro
abaixo. Os resultados da expressdo génica foram interpretados usando-se a
férmula 2-AACt (Ct = nimero de ciclos necessarios para atingir o limiar de
fluorescéncia acima do valor de fundo - background) que relaciona a expressao
do gene de interesse comparado aquela do gene controle HPRT

Tabela 2: Sequiéncia de Primers para analise da Expressédo de mRNA, pela
técnica de RT-PCR em tempo real.

PRIMER SEQUENCIA

HPRT FOWARD: AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA

REVERSE: TGATTCAAATCCCTGAAGTGC

MMP3 FOWARD: CCCGTTTCCATCTCTCTCAA

REVERSE: GTGGGTACCACGAGGACATC

MMP13 FOWARD: GATGGGCCTTCTGGTCTTCT

REVERSE: GAGCTGCTTGTCCAGGTTTC

TENASCINA-C FOWARD: GACCTG GCCT ATG AGT AC

REVERSE: AGCACGGGTGTTTTATAGC
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4.6- Propriedades Mecanicas do Tendé&o

Como citado anteriormente, apos a inducéo do processo inflamatorio pela
injecdo de colagenase, os animais foram eutanasiados em diferentes tempos e
o tecido tendineo removido para posteriores andlises. Parte deste material foi
utilizada imediatamente ap0s a retirada, nos ensaios de tracdo para a avaliagdo
de suas propriedades mecéanicas. A atividade normal do tendao é formada por
um conjunto de tensdes aplicadas no tecido, divididas em forcas de
carregamento e descarregamento (Fig.6). Desta forma, foi aplicada uma
sequéncia de forcas de carregamento e descarregamento a fim de simular as

condi¢Oes de tensdes reais do tendao.

400
| 8 | r l-
— B Tensdo
<
&
° C Micro falha
L
e | o ' = 4 3 D Falhatotal
s el
-, »
o
0 10
Deformagao (mm)

Figura 4: Curva tipica durante a aplicacao da forca até a ruptura da amostra.

Fonte: Biomecéanica dos Tenddes e Ligamentos. (7%
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Primeiramente s&o realizadas as medidas de comprimento, largura e
altura do tendé&o. Estes valores séo utilizados para detalhar as dimensdes do
material e padronizacao dos resultados. Os tenddes foram fixados no aparelho
de teste mecanico (tensibmetro). A regido osteotendinea fixada na parte inferior
do aparelho e a regido musculo-tendineo fixada na parte superior do
tensidbmetro. A fim de evitar o ressecamento durante o teste de tracao, a regiao
fixada é imersa em solugéo isotdnica (NaCl 0.9%) durante todo o teste. Varios
testes de carregamento e descarregamento de forcas foram realizados até o
momento da ruptura do tecido. As propriedades mecéanicas no momento da

ruptura foi analizada conforme indicado na figura seguinte:

30l Macroscopic rupture point (g,.u,,,,, F,.“,,)L) ~

linear behaviour

Force (N)

5 Ty R 5
g'm'i'n e'm,u.:l:

Displacement (mm)

Figura 5: Curva tipica de registro durante a aplicacédo das forcas de

carregamento e descarregamento. ¢7)

- Forca maxima de tracdo no momento da ruptura do tend@o apods ensaio
ciclico (Fmax = N).
- Deslocamento maximo no momento da ruptura, indicando a capacidade de

deformacéo do tecido (Dmax=mm).
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Fmax caracteriza o alcance da forca do tendao, ou seja, sua capacidade
de suportar forcas. Dmax caracteriza a elasticidade dos tenddes, podendo

revelar a presenca de danos neste tecido.

4.7- Preparacéo histolégica das amostras

Para a avaliacdo qualitativa e quantitativa da concentracdo, estado de
agregacdo e orientacdo das fibras de colageno, os tendbes passardao por
preparacoes histologicas padrdo, comecando pela fixagdo 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 solugcdo. Em seguida os tenddes foram diafanizados em
solucdo de alcool/xilol 1:1 por 1h, em seguida passardo 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 histolégicos. Os
tenddes inclusos nos blocos de parafina foram cortados longitudinalmente em
cortes semi-seriados na espessura de 7um e transferidos para laminas
histol6gicas onde foram desparafinizadas e hidratadas.

Para a microtomia foram realizados cortes com 5 pm de espessura em
micrétomo LEICA RM 2125 RT. Uma vez precedido o preparo das amostras 0s
cortes foram colocados em laminas para serem corados para visualizacao de
colageno. Apds a coloragcdo os cortes foram montados em laminas
permanentes para posterior andlise em microscopio oOptico e fotografados
através de sistema de microfotografia (Olympus System Microscope Model CX
41 — Olympus PM10SP Automatic Photomicrographic System).
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A)

4.8- Quantificacdo dos Colagenos I, lll e Colageno total pelo

programa ImageJ:

Realizou-se a andlise das imagens mediante o software ImageJ 1.50J/
Java 1.8 versdo para Windows (RGB), esse programa identifica o tipo de
colageno baseado em cores. Vermelho, amarelo e laranja correspondem a
coldgeno tipo | (maduro), enquanto que o verde € igual a colageno tipo Il
(imaturo). ("2 73 Os resultados foram expressos em area percentual e
quantificados em pixels, para a andlise quantitativa, 05 imagens da area total
da lesdo por amostras N5 por grupo (aumento de 20X). Foram contabilizadas

as percentagens totais de colageno I, lll e de colageno total.

d Imagel = X
File Edit Process Analyze Plugins Window Help
[ olc e | sl g0 |2 | |-
. Straight*, se v R z 7k
Brightness/Contrast._. Ctrl+Shift+C i
Show Info... Ctrl+l Window/Level...
Properties... Ctrl+Shift+P Color Balance...
Color 4| Threshold... Ctrl+Shift+T
L0 s 4| Coortrvesho |

Hyperstacks » Size...

So-, (eSS Cubsnitex | SomE e
| Line Width...

| Duplicate... Ctrl+Shift+D |

Rename...

Scale... Ctri+E

Transform

Em (A): selecdo da imagem e ajuste da area a ser analisada.
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dT dia Picro P.jpg (502
2048x1536 pixel

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B olz|o| <4 s Ala|@|O| owfsw| 4|8 | ~]

Saturation

k._._‘.—“._.“ 1
——

<

>0
<

Brightness

[V Pass

Thresholding method:

Default v

Red v

Color space: |HSB +

¥ Dark background

Threshold color:

Original | Filtered

Sample |
Stack

Macro

Em (B) utilizagcdo de plugin (especifico para colagenos) Color threshold do
software Image J para definicdo de cores dos colagenos | e lll.
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C)

Plugins  Window Help

Measure Ctri+M i',

Analyze Particles...

IV Pass
8 Summarize

Distribution. ..
| Label
Y Clear Results

< > 255

Saturation
Set Measurements...

i Set Scale... v Pass

¥4 Calibrate...
Histogram
Plot Profile
Surface Plot...

1 < > 255

Brightness

v Pass

!
—
> 162

< > 255

Thresholding method: | Default v

Threshold color: |Red v

Color space: @]

¥ Dark background

Original | Filtered | Select Samplel

Macro

Em (C): Quantificagdo do colagenos em Pixels, analise da quantificacdo dos

colagenos | e Ill mensurados por coloracao.

Figuras 6: Imagens da sequéncia de etapas utilizadas para quantificar colageno
tipo | e lll.

A marcacdo do colageno foi quantificada por segmentacdo de cores
(colour deconvolution), utilizando o plugin Threshold Color e medicéo
automatica utilizando o software Image J (Fig. 8). Expressos como densidade
Optica média integrada (I0D) 83.

Foram examinadas 5 imagens histolégicas e os dados foram submetidos
a analise estatistica.
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4 .9- Andlises Estatisticas

Os resultados da expressdo g@énica, propriedades mecanicas e
proporcao de colageno foram descritos em valores médios com 0s respectivos
desvios padrdo. Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a
normalidade

Os valores foram considerados normais, sendo posteriormente utilizado
o teste one-way ANOVA com post-hoc Tukey-Kramer. O nivel de significancia

estatistica foi a partir de p < 0,05.
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5- RESULTADOS

Os resultados deste trabalho foram separados em 3 fases: conforme

sequéncia a seguir:

- Fase I: Foram apresentados o curso temporal de todas as analises
realizadas, entre elas:

- Curso temporal das propriedades mecanicas (forca maxima de tracdo e
deslocamento ou deformagdo no momento da ruptura);

- Curso temporal das imagens histologicas e da quantificacao de
colageno;

- Curso temporal da expressao génica de MMP-3, MMP-13 e Tenascina-
C.

- Fase Il: Foram apresentados os resultados histologicos, biomecéanicos e de
expressao génica dos grupos tratados com laserterapia.
Foi realizada a comparacao da irradiacao laser no comprimento de

onda vermelho (660nm) e infravermelho (830nm) na energia de 1 e 3J.
- Fase lllI: A partir dos resultados obtidos na Parte I, foram apresentados os

resultados dos grupos experimentais comparando diferentes poténcias (50 e

100mW) para o mesmo comprimento de onda (830nm).
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Fase | — Determinacéo do curso temporal

51) Anédlise da for¢ca méxima de ruptura apés a inducéo da tendinite —

Curso temporal.

Foram avaliadas a forca maxima de tracdo no momento da ruptura e a
deformacéo indicada pelo deslocamento neste mesmo ponto.

O grafico abaixo mostra a Forca maxima obtida no momento da ruptura,
durante o ensaio de tracao ciclico. Os grupos apresentados sao: CTL (grupo
controle) e grupos com Tendinite induzido por colagenase apés 1, 3, 6, 14, 30,
45 e 60 dias.

Apos 1 dia da inducéo da leséo, os tendBes apresentaram apenas 7%
de forca méxima de ruptura comparado ao grupo CTL. Os grupos 3, 7 e 14 dias
apresentaram respectivamente 36%, 44% e 41% desta mesma forga. Os
grupos 30 e 45 apresentaram forcas de 55% e 59% respectivamente. O grupo
60 apresentou 81% da forca maxima de ruptura comparada ao grupo CTL,
sendo significantemente maior que os demais grupos lesionados.

50 -
—— *kkk
40 HHH
-T=
81%
Z 301 ) :
Z -T-
2 - - 59%
E 55%
L 20 A —— 1
—— 4 4% 41%
36%
104
0 I 7% I
1 1 1 1 1 1 1 1
v N ) A ™ nQ ) Q
i . N ™ ©
I 1
Tendinite

Figura 7: Grafico da Forca maxima no momento da ruptura - Curso Temporal
da tendinite em tenddo calcaneo de ratos, lesdo induzida por injecdo de
colagenase, grupos apresentados sao: CTL (grupo controle), e grupos
Tendinite ap6s 1 dia, 3 dias, 6 dias, 14 dias, 30 dias, 45 dias e 60 dias. Os
valores estao representados pela média + DPM. N = 5 animais/grupo (**** p <
0,0001 vs CTL; ### p<0,001 vs 60).
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52) Analise do deslocamento maximo no momento da ruptura, apos a

indugédo da tendinite — Curso temporal.

O gréfico abaixo mostra o deslocamento registrado pelos tenddes
durante o ensaio de tragéo ciclico, no momento da ruptura do tecido. O
deslocamento foi indicado no grafico como a deformacéo do tecido tendineo.

Os grupos apresentados no grafico sao: grupo controle (CTL) com
tenddes integros e grupos com tendinite, analisados em 1, 3, 7, 14, 30, 45 e 60
dias.

Todos os grupos apresentaram aumento da deformagao quando
comparados ao grupo controle. Houve uma tendéncia maior de deformacéo
nos grupos 1, 3 e 14. A partir do 30° dia, foi observado reducao da deformacéo,

comparados aos grupos 3 e 14 e esta reducéao foi mantida nos dias 45 e 60.
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45% *

| 41% T * %
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Figura 8: Grafico da Deformacdo - Curso Temporal da tendinite em tend&o
calcaneo de ratos, lesdo induzida por injecdo de colagenase, grupos
apresentados sdo: CTL (grupo controle), e grupos Tendinite apos 1 dia, 3 dias,
6 dias, 14 dias, 30 dias, 45 dias e 60 dias. Os valores estao representados pela
meédia + DPM. N = 5 animais/grupo (* p < 0,05 e ****p < 0,0001 vs CTL).
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53) Analise histolégica por luz polarizada: Imagens de colageno tipo | e llI
— Curso temporal

As figuras abaixo indicam a histologia do tendao integro (CTL) ou ap6s
inducéo da tendinite, obtidas apés 1, 3, 7, 14, 30, 45 e 60 dias da inducdo por
colagenase. Tanto em (A) como em (B) é possivel observar alteracdo da
organizacdo das fibras do tecido tendineo, principalmente dos primeiros dias
apo6s a inducdo. Os grupos 1, 3 e 7 apresentaram maiores alteraces
comparados ao grupo CTL. A partir do 14° dia houve uma melhora na
organizagao do tecido, progredindo nos dias 30, 45 e 60.

Em (A) Imagens coradas com Picrosirius Red, sem polarizagéo.
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B)

Em (B) Imagem polarizada

Figuras 9: Imagens da histologia do tenddo calcaneo de ratos — Corte
longitudinal — Curso temporal. Grupos: controle saudavel (CTL) e tendinite com
1, 3,7, 14, 24, 30, 45 e 60 dias. Aumento 200X.
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54) Anélise histoldgica por luz polarizada: Quantificagcdo de coladgeno tipo

I e lll = Curso temporal

O grafico abaixo representa a quantificacdo de coldgeno obtidas a partir
da analise das imagens, utilizando o programa ImageJ e uso de plug-in
especifico com valores expressos em “pixels”, como indicado anteriormente na
metodologia

Em (A), todos os grupos apresentaram redugdo na proporcado de
colageno tipo | quando comparados ao grupo controle. A reducdo foi mais
acentuada nos primeiros dias ap6s a inducao da tendinite, representados pelos
grupos 1, 3 e 7. A partir do 14° dia houve um aumento da proporcao de
colageno |, mantida nos grupos (30 e 60).

Em (B), foi observado um aumento da proporcéo de colageno Il a partir
do 7° dia quando comparado ao grupo controle. Houve também um expressivo
aumento da proporcéo de colageno Ill ap6s o 14° dia e mantida nos grupos 30,
45 e 60.
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Figuras 10: Gréfico de quantificacdo de Coldgeno a partir das imagens com
lente de polarizacdo — Curso Temporal. Em (A) temos a quantificacdo de
coldgeno | e em (B) a quantificacdo de colageno lll. Grupos apresentados sao:
CTL (grupo controle), e grupos Tendinite apés 1, 3, 6, 14, 30, 45 e 60 dias apos
a inducdo da tendinite. Valores representados pela média + DPM. N = 5
animais/grupo (Em A e B, *p < 0,05 e ****p < 0,0001 vs CTL.
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55) Expressao génica de Metaloproteinase de Matriz (MMP-3 e MMP-13) —
Curso Temporal.

A fim de verificar o momento de maior variagdo da expressao génica de
MMP-3 e MMP-13, foi realizado o curso temporal nos tempos de 2, 6, 12, 24,
48 e 72 horas apo0s da inducédo da tendinite. O tempo de maior variacao foi
utilizado para analise destes mesmos genes, porém nos grupos tratados com
laser de baixa intensidade.

Em (A) temos a expressdo génica da MMP-3 durante o processo
inflamatério induzido pela colagenase nos tenddes calcaneos dos animais. Foi
observado aumento da expressao deste gene em praticamente todos o0s
tempos do curso temporal utilizado, com maior aumento em 12 horas. A partir
deste dado, foi utilizada a expressdo de MMP-3 em 12 horas para 0S proximos
grupos tratados com laser de baixa intensidade.

Em (B) temos o curso temporal da expressao génica de MMP-13 em
tenddes onde a tendinite foi induzida. Neste caso, foi observado aumento da
expresséo génica de MMP-13 nos tempos de 2, 12 e 48 horas. Foi escolhido
igualmente ao gene anterior (MMP-3) o tempo de 12 horas para estudo da

variacdo na expressao tanto de MMP-3 como de MMP-13.
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Figura 11: Grafico do curso temporal da Expressao génica de metaloproteinase
de matriz. Em (A) temos a Expressdo Génica da MMP-3 (p < 0,05 e p < 0,01)
vcs controle. Em (B) temos a Expresséao génica de MMP-13. Grupos: CTL, 2h,
6h, 12h, 24h, 48h, 72h. Valores representados pela média + DPM. N = 5
animais/grupo. (Em A e B: *p < 0,05 e ***p < 0,01 vs CTL).
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56) Expressao génica de Tenascina-C — Curso temporal.

Foi realizado o curso temporal da expressdo de Tenascina-C nos
tempos de 2, 6, 12, 24, 48 e 72 horas apoés da inducédo da tendinite e o tempo
de maior variacdo foi utilizado para analise da expressdo deste gene nos
grupos tratados.

No gréafico abaixo foi observado aumento da expressdo de Tenascina-C
em todos os tempos escolhidos no experimento, com pico de expressdo em 24
horas ap6s a inducédo da tendinite. Foi escolhido o temp ode 24 horas para

andlise da expressado de Tenascina-C nos grupos trabalhos.
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Figura 12: Grafico do Curso Temporal da Expressdo Génica de Tenascina-C.
Grupos: CTL, 2h, 6h, 12h, 24h, 48h, 72h. Os valores estao representados pela
meédia + DPM. N = 5 animais/grupo. (*p < 0,05 e ****p < 0,01 vs CTL).
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Fase Il - Comparacdao entre laser vermelho (660m) e Infravermelho
(830nm)

A partir dos resultados obtidos na determinagcdo do curso temporal das
diferentes analises, foram escolhidos os tempos determinados a seguir:

- A avaliacdo das forgcas maximas e do deslocamento no momento da
ruptura obtido no ensaio de tracdo ciclico, bem como a quantificacdo do
colageno | e Il obtidos a partir da analise das imagens histoldgicas foi realizada
apos 30 dias da inducao da tendinite no tendéo calcaneo dos ratos.

- A determinacao da expressao génica de MMP-3 e MMP-13 nos grupos
tratados foi realizada apos 12 horas da induc¢do do processo inflamatério. Ja a
expressdo de Tenascina-C foi realizada apds 24 da inducdo da mesma leséo.

Seguem abaixo, os gréficos utilizando a comparagcdo entre grupos

irradiados com laser vermelho (660nm) e infravermelho (830nm).
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57) Analise da forca maxima de ruptura apés a inducéo da tendinite —

Comparacéo entre 660nm e 830nm.

O gréafico a seguir mostra a Forca maxima obtida no momento da
ruptura, durante o ensaio de tracao ciclico. Os grupos apresentados sdo: CTL
(grupo controle), NT (tendinite sem tratamento) e grupos irradiados com laser
vermelho (660nm, energia de 1J ou 3J, poténcia de 100mW) ou infravermelho
(830nm, energia de 1J ou 3J, poténcia de 100mW).

Foi observado reducéo da forca maxima de tracdo no momento da
ruptura (Fmax) em todos os grupos onde houve inducéo da tendinite.

N&o houve diferencas entre os grupos NT e L1J em 660nm. Os grupos
L3J em 660nm e todos os grupos irradiados com 830nm apresentaram
aumento de Fmax quando comparados ao grupo NT, especialmente, o grupo
1J em 830nm apresentou 0 maior aumento de Fmax comparado ao grupo NT.
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Figura 13: Grafico da Forca maxima no momento da ruptura — Grupos: CTL
(Controle) e tendinite NT (sem tratemento) ou irradiado com laser 660nm (L1J e
3J) ou 830nm (1J e 3J). Os valores estao representados pela média + DPM. N
= 5 animais/grupo *p < 0,05 e ****p < 0,01 vs CTL; #p<0,05 e ##p<0,03 vs NT).
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58 Analise do deslocamento maximo no momento da ruptura, apos a

inducao da tendinite — Comparacéo entre 660nm e 830nm.

O gréfico abaixo mostra o deslocamento registrado pelos tenddes
durante o ensaio de tragdo ciclico. Os grupos apresentados sdo: CTL (grupo
controle), NT (tendinite sem tratamento) e grupos irradiados com laser
vermelho (660nm, energia de 1J ou 3J, poténcia de 100mW) ou infravermelho
(830nm, energia de 1J ou 3J, poténcia de 100mW).

O deslocamento foi indicado no grafico como a deformag¢édo maxima do
tecido tendineo até a ruptura.

Foi observado no grupo NT um discreto aumento da deformacéo,
comparado ao grupo CTL. Somente os grupos irradiados com laser 830nm, nas

2 energias (1 e 3J) apresentou reducao da deformacgéo quando comparado ao

grupo NT.
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Figura 14: Gréafico da Deformacdo - Grupos: CTL (Controle) e tendinite NT
(sem tratamento) ou irradiado com laser 660nm (L1J e 3J) ou 830nm (1J e 3J).
Os valores estdo representados pela média + DPM. N = 5 animais/grupo (# p <
0,05 vs NT.
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59) Andlise histolégica por luz polarizada: Imagens de colageno tipo | e Il
— Comparacgéo entre 660nm e 830nm.

As imagens histologicas representativas a seguir foram organizadas em
(@) CTL; (b) NT; (c) e (d) grupos com laser 660 com irradiados cm 1J e 3J
respectivamente; (e) e (f) grupos irradiados com laser 830nm em 1J e 3J
respectivamente.

Em (I), o grupo NT aparentemente apresentou alteragcbes na
organizacdo das fibras comparado com os demais grupos que apresentaram
morfologia aparentemente mais préxima ao grupo CTL

Em (II), o grupo NT e os grupos 1 e 3J para 660nm apresentaram
aumento na coloracgéo verde, comparados ao grupo CTL.

Os grupos 1 e 3J para 830nm apresentaram concentracdo de verde

préximo ao grupo CTL.

Em (I) Imagens histologicas do tendao calcaneo de ratos, coradas com

Picrosirius Red, sem polarizagéo.
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Em Imagens histolégicas com polarizagdo do tendao calcaneo de ratos.

Figura 15: Imagens da histologia do tendao — Corte longitudinal. Comparacao
entre 660nm e 830nm. Grupos: CTL (saudavel), grupos tendinites NT (N&o
tratado) ou irradiado com laser 660nm (1J ou 3J) ou 830nm (1 ou 3J). Aumento

200X.
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510) Andlise histoldgica por luz polarizada: Quantificacdo de colageno

tipo I e lll = Comparacgéo entre 660nm e 830nm.

O grafico abaixo representa a quantificacdo de coldgeno obtidas a partir
da analise das imagens representativas do item “6,9” pelo programa ImageJ
com uso de plug-in especifico com valores expressos em “pixels” e traduz de
forma quantitativa a proporcéo de colageno tipo | para (A) e colageno lll para
(B).

Em (A), todos os grupos apresentaram reducdo na proporcdo de
colageno tipo | quando comparados ao grupo controle e a menor reducéo desta
proporcao foi observada no grupo 3J (660nm) seguido de 1J (830nm). Estes 2
grupos ainda apresentaram proporcdo de colageno | aumentados quando
foram comparados ao grupo NT.

Em (B), todos 0s grupos lesionados apresentaram aumento na
proporcao de colageno Ill. No entanto, todos os grupos tratados, ambos com
660 ou 830 apresentaram reducao a proporcdo de colageno Il quando foram
comparados ao grupo NT. O grupo irradiado com 830nm apresentou menor

proporcao de colageno Il quando comparados ao grupo irradiado com 660nm.
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Figura 16: Grafico de quantificacdo de Colageno a partir das imagens com
lente de polarizacdo. Em (A) temos a quantificacdo de colageno | e em (B) a
quantificacdo de colageno lll. Grupos: CTL (Controle) e tendinite NT (sem
tratamento) ou irradiado com laser 660nm (L1J e 3J) ou 830nm (1J e 3J). Os
valores estéo representados pela média + DPM. N = 5 animais/grupo. (Em A e
B: ***p < 0,001 vs CTL e # # #p<0,001 vc NT).
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511) Expresséo génica de MMP-3 — Comparacéo entre 660nm e 830nm.

Foi realizada a expressdo génica de MMP-3, comparando 0S grupos
irradiados com laser vermelho e infravermelho.

Em (A) foi observado o aumento da expressao génica de MMP-3 no
grupo NT, comparado ao grupo CTL. Ao contrario, ambos os grupos irradiados
com 1 ou 3J em 660nm apresentaram reducdo da expressao deste mesmo
gene quanto comparados ao grupo NT.

Em (B) foi também observado aumento da expressdo génica de MMP-3
no grupo NT, quando comparado ao grupo CTL. Os grupos irradiados com 1 e
3J em 830nm apresentaram reducao da expressdo do mesmo gene, quando

comparados ao grupo NT.
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Figura 17: Grafico da expressédo génica de MMP-3. Em (A): grupos irradiados
com 1 ou 3J em 660nm apo6s 2 horas. Em (B): grupos irradiados com 1 ou 3J
em 830nm apds 12 horas. Valores representados pela média + DPM. N = 5.
(Em A e B: ****p < 0,0001 vs CTL e # # # #p<0,0001 vc NT).
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512) Expresséo génica de MMP-13 — Comparagéo entre 660nm e 830nm.

Os graficos abaixo indicam a expressao génica de MMP-13 no tend&o
calcaneo de ratos apos a inducdo da tendinite, tratados ou ndo com laser de
baixa intensidade em 660 ou 830nm.

Em (A) foi observado o aumento da expressdo génica de MMP-13 no
grupo NT, comparado ao grupo CTL e nos grupos irradiados com 1 ou 3J em
660nm foi observada uma reducdo significante na expressdo deste mesmo
gene quanto comparados ao grupo NT.

Em (B), ambos os grupos NT e 1J (830nm) apresentaram aumento da
expressao génica de MMP-13, comparados ao grupo CTL. O grupo irradiado
com 3J em 830nm ndo apresentou alteracdo na expressao génica deste

mesmo gene, quando comparado ao grupo CTL.
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Figura 18: Grafico da expressdo génica de MMP-13. Em (A): grupos irradiados
com 1 ou 3J em 660nm apo6s 2 horas. Em (B): grupos irradiados com 1 ou 3J
em 830nm apds 12 horas. Valores representados pela média + DPM. N = 5.
(Em A e B: ***p < 0,0001 vs CTL e # # # #p<0,0001 vc NT).
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Fase Il — Avaliacdo do tratamento com laser infravermelho (830nm) em

diferentes poténcias.

A partir dos resultados obtidos na fase I, foi escolhido o laser no
comprimento de onda de 830nm para o grupo tratado.

Foi utilizado energias de 1 ou 3J nas poténcias de 50 ou 100mW.

Foi realizada andlise biomecanica, histoldgica e de expresséo génica de
MMP-3, MMP-13 e Tenascina-C.
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513) Anélise da forca maxima de ruptura apos a inducao da tendinite —

Comparacéo entre 50mW e 100mW para 1 ou 3J — laser de 830nm.

O gréfico abaixo mostra as altera¢des da Forgca maxima do tendéo
calcaneo do rato, no momento da ruptura.

Os grupos utilizados nesta 32 fase foram: CTL; NT; 1J, 50mW; 1J,
100mWw; 3J, 50mW e 3J, 100mW,; todos irradiados com laser de baixa
intensidade no comprimento de onda de 830nm.

Foi observada reducéo da formgca maxima durante a tracdo do tendao no
grupo NT, comparado ao grupo CTL.

Todos os grupos irradiados apresentaram aumento da forca maxima
quando comparados ao grupo NT.

O grupo irradiado com 1 e 3J na poténcia de 50mW e o grupo irradiado
com 1J em 100mW apresentaram as menores diferencas quando comparados
ao grupo CTL.
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Figura 19: Gréfico da Forca maxima de tracdo no momento da ruptura —
Grupos: CTL (grupo controle), grupos com Tendinite NT (sem tratamento),
grupos tratados laser 830nm (1J/50mWwW), (3J/50mW), (1J/200mW) e
(3J/100mW). Valores estédo representados pela média + DPM. N = 5. (*p < 0,05
e ****p < 0,0001 vs CTL; #p<0,05 e ##p<0,03).
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514) Analise do deslocamento maximo no momento da ruptura, apos a
inducao da tendinite — Comparacéo entre 50mwW e 100mW para 1 ou 3J —
laser de 830nm.

O gréfico abaixo mostra o deslocamento registrado pelos tenddes
durante o ensaio de tracao ciclico.

Os grupos utilizados foram: CTL; NT; 1J, 50mW; 1J, 100mW; 3J, 50mW
e 3J, 100mW; todos irradiados com laser de baixa intensidade no comprimento
de onda de 830nm.

Foi abservado aumento da deformacao do tend&do apenas no grupo NT.

Todos os grupos irradiados nédo apresentaram diferencas na deformacao
quando comparados ao grupo CTL.

O grupo 3J — 50mW e os grupos 1Je 3J ambos com 100mwW

apresentaram reducéo da deformacédo comparados ao grupo NT.

1T TT

Deformacgao(mm)

50mW 100mwW

Laser830nm

Figura 20: Gréfico da Deformacéo - Grupos: CTL (grupo controle), grupos com
Tendinite NT (sem tratamento), grupos tratados laser 830nm (1J/50mW),
(3J/50mW), (1J/200mW) e (3J/200mW). Valores representados pela média +
DPM. N =5. (*p < 0,05 vs CTL; #p<0,05 e ##p<0,03).
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5.15) Histologia Grupos tratados Colageno | e Il = Comparacao entre
50mW e 100mW para 1 ou 3J — laser de 830nm.

As figuras abaixo sdo imagens histoldgicas representativas dos grupos
irradiados com laser infravermelho em diferentes poténcias, na seguinte ordem:
(A) CTL; (B) NT; (C) e (D) grupos com laser 830nm irradiados com 1J ou 3J em
50mW; (E) e (F) grupos com laser 830nm irradiados com 1J ou 3J em 100mW.

Em (I), foi observado aparente alteragéo na organizagéo das fibras em
(B), comparado ao grupo CTL (A).

Em (I1), o grupo NT (B) apresentou aparente aumento nos tons de verde,

guanto comparados aos demais grupos.

Em (I) Imagens histologicas do tend&o calcaneo de ratos coradas com

Picrosirius Red, sem polarizacéo.
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Em (II) Imagem polarizada.

Figuras 21: Imagens da histologia do tend&o calcaneo de ratos — Corte
longitudinal. Comparagéo entre 50mW e 100mW no comprimento de onda de
830nm. Grupos: grupos tratados laser 830nm (1J/50mW), (3J/50mW),
(13/200mW) e (3J/100mW). Aumento 200X.
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5.16) Analise histologica por luz polarizada: Quantificacdo de colageno
tipo I e lll - Comparagéo entre 50mW e 100mW para 1 ou 3J - laser de
830nm.

O grafico abaixo representa a quantificacdo de colageno apés 30 dias da
lesdo, obtidas a partir da analise das imagens representativas do item “6,15”
pelo programa ImageJ com uso de plug-in especifico com valores expressos
em “pixels” e traduz de forma quantitativa a proporcédo de colageno tipo | para
(A) e colageno lll para (B).

Em (A), todos os grupos apresentaram reducdo em diferentes
propor¢des, na taxa de colageno tipo |, comparados ao grupo CTL.

Ambos os grupos 1 e 3J com poténcia de 50mW e o grupo irradiado com
1J e 100mW apresentaram aumento na propor¢ao de colageno | comparados
ao grupo NT.O grupo 3J — 100mW apresentou a menor proporcao de colageno
I, comparado aos demais grupos.

Em (B), todos o0s grupos lesionados apresentaram aumento na
proporcao de colageno lll, comparados ao grupo CTL.

O grupo NT apresentou 0 maior aumento na proporc¢ao de colageno lll,
seguido do grupo irradiado com 1J com 50mW de poténcia em 830nm.

Todos os grupos irradiados apresentaram reducao na proporcéo de
colageno lll quando comparados ao grupo NT.

O grupo 3J com 50mW foi 0 mais préximo do grupo CTL.
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Figura 22: Grafico da quantificacdo do Colageno Il apos 30 dias da inducéo a
tendinite. Grupos: CTL (grupo controle), grupos com Tendinite induzido por
colagenase NT (sem tratamento), grupos tratados laser 830nm (1J/50mW),
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(3J/50mW), (1J/100mW) e (3J/100mW). Os valores estao representados pela
média + DPM. N = 5. (*p < 0,05 e ****p < 0,0001 vs CTL; ###p<0,001 vs NT.

517) Anédlises da Expressdo Génica da MMP-3 e MMP13 - Comparagao
entre 50mW e 100mW para 1 ou 3J — laser de 830nm.

Os gréficos abaixo mostram a expressao génica de MMP-3 e MMP-13
apos 12 horas da inducéo da tendinite em tendfes saudaveis e com leséo.

Em (A), foi observado aumento da expressdo génica de MMP-3 em
todos os grupos lesionados, porém o aumento foi mais significativo no grupo
NT (sem tratamento) e 1J — 50mW em 830nm.

Ambos os grupos 1 e 3J em 100mW e o grupo 3J em 50mwW
apresentaram reducdo na pexpressdo génica de MMP-3 quando comparados
ao grupo NT.

Em (B) foi observado aumento na expressao génica de MMP-13 apenas
nos grupos NT e 1J com 100mW de poténcia.

Os demais grupos nao apresentaram diferencas estatisticas quando

comparados ao grupo CTL.
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Figura 23: Gréafico da expressao génica de MMPs, 12 horas apos a indugdo da
tendinite. Em (A) expresséo génica de MMP-3 e (B) expresséo génica de MMP-
13. Grupos: CTL (grupo controle), grupos com Tendinite NT (sem tratamento),
grupos tratados laser 830nm (1J/50mW), (3J/50mW), (1J/100mW) e
(3J/2100mW). Valores representados pela média + DPM. N = 5. (*p < 0,05 e ***p
< 0,001 vs controle; ### p<0,001 vs NT).
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518) Anédlises da Expressdo Génica de Tenascina-C: Comparacgéo entre
50mW e 100mW para 1 ou 3J — laser de 830nm.

O gréafico abaixo mostra a expressdo génica de Tenascina C apds 24
horas da inducéo da tendinite em tenddes saudaveis e com les&o. E possivel
observar o aumento desta expressdo no grupo NT (sem tratamento) e nos
grupos irradiados com 1 e 3J com 100mW, quando comparados ao grupo CTL
(controle). O grupo tendinite tratado com laser na energia de 1J com 100mW
de poténcia apresentou o maior aumento da expressdo génica de Tenascina-C,

comparado também ao grupo CTL e NT.
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Figura 24: Gréafico da expressdo génica de Tenascina-C, 24 horas apos a
inducdo da tendinite. Grupos: CTL (grupo controle), grupos com Tendinite NT
(sem tratamento), grupos tratados laser 830nm (1J/50mW), (3J/50mW),
(1J/100mW) e (3J/100mW). Valores representados pela média + DPM. N = 5.
(****p < 0,0001 vs controle; ####p<0,0001 vs NT).
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519) Resumo dos resultados obtidos neste trabalho:

As tabelas abaixo apresentam o resumo de todos os resultados
apresentados neste trabalho, foram avaliadas as alteracdes da forca maxima,
deformacéo, quantificacdo dos Col | e Ill, expressdo Génica das MMPs 3 el3 e
da Tenascina- C, nos grupos sem tratamento (NT) e tratados com laser de
baixa poténcia. A coluna (NT) apresenta resultados do grupo néo tratado em
comparacao ao grupo CTL. As demais colunas dos grupos tratados com laser
de baixa intensidade apresentam resultados em comparacdo ao grupo sem

tratamento (NT)

Tabelas 03. Resumo dos resultados

Fase 2
GRUPOS
660nm 830nm
NT 13/100mW | 3J/200mW | 1J/200mW | 3J/100mW
AN AN AN
Forca maxima v v
AN — AN
Deformacéao — v v
— AN
Colageno | v v — v
AN AN AN AN\ AN\
Colageno Il
AN — AN AN AN
MMP-3 -
AN AN\ —
MMP-13 T v —
Tempo 10 seg 30 seg 10 seg 30 seg
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Fase 3

GRUPOS

830nm

NT 13/50mW 3J/50mW 1J/200mW | 33/100mW

Forca maxima l 1 T 1 1
AN —

Deformacéao T — v v

Colageno | l 1 T T v
AN — AN AN

Colégeno Il T -

MMP_3 T AN T AN AN

MMP-13 1 = = ! =

Tenascina-C T — — 1 T

Tempo 20 seg 1 min 10 seg 30 seg

Tabelas 03. Resumo dos resultados - obtidos pelo tratamento com laser de
baixa intensidade na tendinite induzida por colagenase em tend&o calcaneo de
ratos. Fase 2 e 3. Grupos sem tratamento (NT) e tratados com laser de baixa
intensidade com 660nm e 830nm, na energia de 1J, 3J com 50mW e 100mW
de poténcia. Resultados do grupo sem tratamento (NT) comparado ao grupo
(CTL). Resultados dos Grupos tratados comparados a NT.

(1) aumento; (}) reducao; (=) sem alteracdo em relacédo ao grupo CTL.
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6- DISCUSSAO

As lesdes no tendao s&o ocorréncias comuns em atividades normais, no
local de trabalho ou a partir de atividades esportivas. Um estudo publicado em
2009 mostrou uma incidéncia em torno de 3 a 5 milhdes de individuos com
lesGes de tenddes e ligamentos em todo o mundo. Os tratamentos oferecidos
neste tipo de evento estdo divididos em conservadores (reabilitacéo e alivio da
dor), ou cirargicos. Independentemente de qual destas rotas de tratamento
primario sdo seguidos, quando ocorre a cura, o tenddo ndo apresenta
caracteristicas funcionais como ao do tecido original. Esta dificuldade na
recuperagdo do tenddo somada com a baixa eficiéncia de determinadas
terapias surgem a necessidade de buscar outras estratégias de tratamento. (/4
70)

O laser de baixa intensidade tem demonstrado ser uma importante
ferramenta no tratamento de doencas musculos esqueléticos, apresentado
efeitos reparadores associados a manutencdo do colageno |, bem como na
reorganizacdo das fibras . Porém, existe uma dificuldade em estabelecer
parametros de irradiacado eficazes, devido a variedade de aparelhos que
trabalham em diferentes comprimentos de onda, variando ainda a energia e
poténcia aplicada. Além disso, as informacdes sobre a acdo do laser de baixa
intensidade na modulacdo do colageno tipo | e Il durante o processo de reparo
do tenddo, bem como a relacdo com suas propriedades mecéanicas ainda séo
superficiais. (5 70)

Neste trabalho, observamos que o laser de baixa intensidade em ambos
0os comprimentos de ondas (660nm e 830nm) melhorou as propriedades
mecéanicas do tenddo comparadas aos grupos ndo trabalhos. O laser
infravermelho apresentou discreto aumento da forga maxima de rutpura
comparado aos grupos irradiados com laser vermelho. Em relagcéo a diferenca
de poténcia, os dados sugerem que o laser infravermelho 830nm, na energia
de 3J e 50mW de poténcia ou na energia de 1J e 100mW de poténcia,
apresentaram os melhores resultados no processo de reparo, comparado aos

demais grupos.
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Para chegar a este resultado, o trabalho foi separado em 3 fases, a fim
de otimizar a utilizagdo de animais e material.

Em resumo, a fase | foi utilizada para padronizar tempos experimentais a
partir do curso temporal em diferentes analises. O tempo escolhido de 30 dias
para andlises funcionais e histolégicos e de 12 ou 24 horas de expressao
génica foi utilizado na fase | para comparacdo da acdo do laser em diferentes
comprimentos de onda e na fase Il para comparar diferentes poténcias.

Na fase I, para a determinacdo do curso temporal, foram utilizadas
andlise de propriedades mecénicas e capacidade de deformacdo do tecido,
durante ensaio de tracao ciclico além de analise histolégica de colageno tipo | e
[l

Nesta primeira fase, foi observado reducéo importante de Fmax em 1 dia
e nos primeiros 14 dias. No 30° dia o Fmax chegou a valores proximo de 50%
do grupo CTL.

No mesmo sentido, foi analisada a capacidade de deformacdo e
observado um aumento progressivo até o 14° dia.

Nas analise histologicas foi observado proporcional de colageno tipo | e
[l entre 0 14° e 30° dia.

A partir destes resultados foi escolhido o 30° dia para as anélises com os
grupos irradiados.

Da mesma forma, foi realizado o curso temporal da expressao génica de
MMP3, 13 e Tenascina-C, com a intencdo de identificar o tempo de maior
expressao génica destes marcadores de reparo tendineo a fim de utilizar nos
grupos tratados, para verificar se o laser de baixa intensidade teria algum tipo
de modulacéo.

Para expressao génica de MMP3 e 13 identificamos aumento na 122
hora ap6s a inducdo da tendinite. Para Tenascina-C o tempo de maior
expressao foi na 242 hora.

Depois de finalizada a fase I, foi iniciada a fase Il que teve como objetivo
a comparacdo de diferentes comprimentos de onda (660nm e 830nm) no
processo de reparo do tendao.

As maiorias dos trabalhos utilizam o laser infravermelho para o
tratamento da tendinite, porém sdo poucos 0s que justificam esta escolha que

geralmente esta relacionada com a capacidade de penetracao do laser
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infravermelho quando comparado ao vermelho. Porém, este fator deve ser
levado em consideracdo quando se utiliza irradiacdo em humanos ou animais
de grande porte, o que ndo é o caso de nosso modelo de tendinite.

Na comparacao entre comprimentos de onda (vermelho e infravermelho)
observamos que ambos os laseres aumentaram Fmax, comparados ao grupo
NT, com maior evidéncia para o parametro “830nm, 1J — 100mW”.

Ao analisar a deformacdo, também obsevamos reducdo de todos os
grupos irradiados, comparados ao grupo NT.

Os resultados histolégicos também corroboraram com os resultados de
propriedades mecéanicas, mostrando aumento de colageno | tanto em 3J-
100mW 660nm quanto em 1J-100mW 830. Porém foi observada uma reducgéo
de colageno lll nos grupos 830nm quando comparados ao grupo NT e 660nm.

A capacidade de deformacdo pode ser relacionada com os niveis de
colageno 1l no tecido. Geralmente, enquanto existe o processo de reparo, 0
colageno ainda continua em formagdo, sendo reduzido a valores basais
quando o tecido esta proximo do fim de seu reparo. (/>

Ainda na comparacao entre 660nm e 830nm, foi obsevado importante
reducdo da expressdo génica de MMP3 nos grupos irradiados com 660nm,
chegando a valores proximos do grupo CTL. Da mesma forma, foi observada
redugéo na expressao de MMP13 em ambas as energias (1 ou 3J).

Com relacdo aos grupos irradiados com 830nm, observou ainda uma
reducdo da expressdao de MMP3 comparado ao grupo NT, porém, com valores
superiores ao grupo CTL. No mesmo sentido, a expressdo de MMP13 manteve
aumentada comparada ao grupo CTL, mas sem alteragbes quando
comparadas ao grupo NT.

As metaloproteinases de matriz sdo enzimas importantes para o reparo
tecidual e apesar de atuarem na degradacdo de colageno, apresentam
diferentes fungbes durante a reparacéo do tendao.

Na fase inflamatéria, os niveis de MMP3 e 13 podem estar aumentados,
indicando degradacdo de colageno e tecidual. Geralmente, nesta fase é
interessante o0 controle destas enzimas, a fim de reduzir o processo de
degeneracéo, reflexo do processo inflamatério. Neste sentido, o laser de baixa
intensidade € conhecido por modular MMPs e reduzirem a degradacdo de

colageno. 3
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Por outro lado, estas metaloproteinases séo importantes no final do
reparo, na fase de remodelamento. Por exemplo, alguns estudos mostraram
que a MMP-3 diminuiu em tendinopatias tanto na fase aguda quanto crénica,
sugerindo que uma diminuicdo da MMP-3 pode refletir em falha na
remodelacdo e na manutencdo. Contudo, em tendfes saudaveis ndo é
interessante que estas enzimas estejam aumentadas. ("® Desta forma, a
reducdo da expressdo de MMP3 em relacdo ao grupo NT, mas a manutencao
desta enzima em relacdo ao grupo CTL pode ser um fator interessante para a
promogé&o do reparo, principalmente durante o remodelamento tecidual, sendo
um fator importante para a melhora das propriedades mecéanicas do tendao.

A partir destes resultados escolhemos os grupos irradiados com laser de
baixa intensidade com 830nm para verificar, na fase Ill se em poténcias
menores a utilizada teriamos resultados melhores. Desta forma, foram
estudados grupos irradiados com laser de baixa intensidade (830nm) com 1 ou
3 Joules e poténcia de 50 ou 100mW.

Os resultados biomecanicos indicaram uma melhora da forca maxima de
ruptura em todos o0s grupos tratados, comparados ao grupo CTL,
principalmente entre 1 e 3J para 50mW e 1J para 100mW.

Em relacdo a deformacdo, todos os grupos irradiados também néo
apresentaram diferencas na capacidade de deformacéo comparados ao grupo
CTL. Porém apenas os grupos 3J em 50mW e 1J e 3J em 100mW
apresentaram reducdo significativa comparados ao grupo NT.

Na analise histolégica, ambos os grupos com 3J-50mW e 1J-100mW
apresentaram aumento de colageno comparado ao grupo NT, porém, menores
que o grupo CTL. Em relacdo a proporcéo de colageno lll, o grupo 1J-50mwW
apresentou ainda um aumento do colageno Ill e o grupo mais préximo ao grupo
CTL foi 3J-50mW seguido de 1 e 3J-100mW.

A proporcéo entre colageno | e Ill € muito importante para o tendao e
geralmente estéo relacionadas diretamente com suas propriedades mecanicas.
O colageno lll é considerado um colageno “jovem” e conforme o tecido vai se
remodelando, parte deste colageno Il se torna maduro, passando para
colageno | com caracteristicas de serem mais resistentes. Assim, durante um
processo lesivo, ocorrem mudancas estruturais acompanhadas por alteracdes

na expressao de colageno | e lll. Da mesma forma, o acumulo de colagéno Il
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no tenddo tem sido associada a microtraumas, formacdo de cicatrizes, bem
como a uma diminuicdo da resisténcia mecéanica. ()

Estas alteragbes das fibras de coldgenos também estdo relacionadas a
perturbacdes na estrutura normal e linear do tenddo, com seu consequente
enfraquecimento, estando relacionados com a rigidez e ressecamento do
tenddo, comprometendo suas fungdes. (")

Em relacédo a expresséo génica de MMP3 e 13, mais uma vez todos os
grupos irradiados apresentaram reducdo da expressdo génica de MMP3
comparados ao grupo CTL, porém com valores menores comparados ao grupo
NT. Quando a expressao de MMP-13, os grupos irradiados com poténcia de
50mW néo apresentaram diferencas comparados ao grupo CTL. Somente o
grupo 1J-100mW apresentou discreto aumento desta expressao.

Quando avaliamos a expressao de tenascina-C, observamos aumento
discreto nos grupos com 50mW de poténcia, mas sem valores significativos
quando comparados ao grupo CTL. Os grupos irradiados com 1 ou 3J em
100mW apresentaram expressivo aumento na expressdao de Tenascina-C,
comparados tanto ao grupo CTL quanto ao grupo NT.

A Tenascina C € uma importante proteina da Matriz extracelular,
atuando no fornecimento de elasticidade para tecidos musculosesqueléticos,
sendo de grande importancia nos processos degenerativos e regenerativos
quando a biomecanica do tend&o sofre perturbacao. (®

Alguns autores demosntraram que a tenascina-C tem sua expressao
aumentada de forma transitéria somente na fase aguda do processo
inflamatorio voltando aos niveis normais, em tempos posteriores. O aumento
de Colageno | também pode reduzir a expressao de tenascina C.("®

Como a analise da expressao foi realizada ainda durante o processo
inflamatoério, 0 aumento de Tenascina-C poderia indicar um aumento também
das caracteristicas elasticas do tecino tendineo, provavelmente pelo fato do
colageno | inibir esta expressao.

Contudo, é importante observar que o laser de baixa intensidade
infravermelho, tanto na energia de 1 como em 3J, ambas em poténcia de
100mW aumentaram a expressao de tenascina-C, sendo uma proteina

importante em todas as fases do reparo por exemplo.

64



A avaliagdo da expressdo génica € um método ainda aceito,
principalmente quando se analisa outras variaveis por métodos diferentes.
Porém, nem sempre a expressao génica determina a traducdo da expressao
proteica. Provavelmente esta é uma das limitacbes deste trabalho. Seria
necessario avaliar ndo sé a expresséo proteica destas metaloproteinas, mas
também alguns inibidores de MMPs, por exemplo, TIMPS 1 e 2.

Outro fator foi a andlise histologia e determinacdo da proporcdo de
coldgeno | e Il utilizando microscépio de polarizagdo. Este método, apesar de
aceito pela literatura, encontra resisténcia por alguns autores, que cobram
analise mais especifica nesta quantificacdo. No entanto, sua determinacédo é
importante para entendermos as alteracbes nas propriedades mecéanicas do
tendao. Por exemplo, as propriedades mecanicas do tendéo estdo diretamente
relacionadas com determinadas caracteristicas como sua rigidez e elasticidade
e o equilibrio destas grandezas influenciam na tenséo aplicada no tenddo bem
como nos tecidos adjacentes como muasculos e o0ssos, redistribuindo as
tensdes e amortecendo o impacto. % Assim, alteracdes na proporcdo de
coldgeno refletem diretamente nas propriedades biomecanicas do tendao e
podem interferir na estabilidade articular e na manutencgédo do equilibrio. (81.82)

Embora os resultados apresentados neste trabalho mostrem a
importante relacdo entre a quantificacdo de colageno com as propriedades
mecanicas do tenddo, ainda nao foi possivel esclarecer todo o mecanismo de
acao para este reparo.

O mecanismo de acdo mais proximo seria que o laser modularia o
processo inflamatério neste modelo de tendinite induzida por colageno, agindo
na modulacdo de cicloxigenases com consequente reducao de IL6, TNFa e
aumento de IL10. O laser de baixa intensidade poderia também modular as
metaloproteinases de matriz, com importante papel tanto na fase inflamatdria
quanto no remodelamento. 32770 Todas estas alteracdes resultariam em uma
melhor proporc¢ao de colageno tipo | e 1ll com reflexo direto na manutencéo das
propriedades mecanicas do tendao.

Provavelmente, o papel da tenascina-C associada a expressao de
fibronectina e tenomodulina seriam fatores importantes para entendermos um
pouco mais sobre o processo de reparo tecidual a partir do uso de laser de

baixa intensidade.
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7- CONCLUSAO

Concluimos que a irradiagcdo com laser de baixa intensidade promoveu
o reparo do tenddo melhorando suas propriedades mecéanicas bem como
auxiliando na manutencao da proporcédo de coladgeno | e lll.

O laser de baixa intensidade, no comprimento de onda de 660nm,
energia de 3J e poténcia de 100mW, bem como no comprimento de onda de
830nm, energia de 1J e poténcia de 100mW promoveu uma melhora nas
propriedades mecéanicas do tenddo, associadas a proporcao de colageno.

O mecanimo envolvido no reparo poderia ser a modulacdo de MMP3 e
13 além da tenascina-C, relacionadas a degradacdo e organizacdo das fibras
de colageno sendo importantes tanto na fase inflamatéria como no

remodelamento do tecido.
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Abstract

Tendinopathy is a common disease with a variety of treatments and therapies. Laser therapy appears as an alternative treatment. Here, we
investigate the effects of laser irradiation in an experimental model of tendinitis induced by collagenase injection on rats' Achilles tendon, verifying
its action in important inflammatory markers. Male Wistar rats were used and divided into five groups: control saline (C), non-treated tendinitis
(NT) and tendinitis treated with sodium diclofenac (D) or laser (1 .J) and (3 J). The tendinitis was induced by collagenase (100 pg/tendon) on the
Achilles tendon, which was removed for further analyses. The gene expression for COX-2; TNF-a; IL-6; and IL-10 (RT-PCR) was measured. The
laser irradiation (660 nm, 100 m\WV, 3 J) used in the treatment of the tendinitis induced by collagenase in Achilles tendon in rats was effective in the
reduction of important pro-inflammatory markers such as IL-6 and TNF-u, becoming a promising tool for the treatment of tendon diseases.
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