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RESUMO

MARCOS, R. L. Efeito do laser de baixa poténcia (810nm) na tendinite induzida
por colagenase em tenddo calcaneo de ratos. 111 f. Tese (Doutorado em
Farmacologia) — Instituto de ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo
Paulo, 2010.

Tendinopatias sao disturbios comuns com uma variedade de tratamentos e terapias
e a Laserterapia aparece como uma alternativa no tratamento destas doengas. NOs
investigamos os efeitos da irradiacdo laser no modelo de tendinite induzida por
colagenase, em tendbes calcaneo de ratos, verificando sua acdo em importantes
marcadores inflamatérios. Métodos: Foram utilizados ratos machos (Wistar)
divididos em grupos: Salina e tendinite tratados com Diclofenado de Sédio ou Laser
(1J, 3J ou 6J). A tendinite foi induzida por colagenase (100ug/tendao) sobre o
tendao calcaneo que foi removido para analises. Foi verificado a expressdo de COX-
1, 2, TNF-a, TGF-B, IL-10, MMP-3, 9 e 13 (RT-PCR), a producéo de PGE2 (ELISA) e
a expressao de NT, COX-2 e NK-1 (Western Blotting). Resultados e discussao: A
laserterapia (810nm, 100mW, 3 J), utilizada no tratamento da tendinite induzida por
colagenase em tendao calcaneo de ratos, foi eficaz na reducdo de importantes
marcadores inflamatérios, tornando-se uma ferramenta promissora para o

tratamento de lesdes tendineas.

Palavras-chave: Tendinite. Inflamac&o Aguda. Tendao calcaneo. Colagenase. Laser

de baixa poténcia



ABSTRACT

MARCOS, R. L. Effect of the low level laser therapy (810nm) in the induced
tendinitis by collagenase in aquilles tendon of rats. 111 p. PhD.Thesis
(Pharmacology) — Instituto de ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sao
Paulo, 2010.

Tendinopathy is a common disease with a variety of treatments and therapies. Laser
therapy appears as a alternative treatment. We research the effects of the laser
irradiation in tendinitis model induced by collagenase injection on Achilles tendon
rats, verified its action in important inflammatory markers. Methods: The male rats
(Wistar) were used and divided in groups: Saline and tendinitis, treated with Sodium
diclofenac or Laser (1J, 3J or 6J). The tendinitis was induced by collagenase
(100pug/tendon) on the Achilles tendon which was removed for analyzes. The genic
expression for COX-1, 2; TNF-a; TGF-B; IL-10; MMP-3, 9, 13 (RT-PCR); PGE2
production (ELISA kits) and NT, COX-2, NK-1 expression (Western Blotting) was
measured. Results and discussion: The Laser therapy (810nm, 100mW, 3 J) used
in the treatment of the tendinitis induced by collagenase in Achilles tendon in rats,
was effective in the reduction of important inflammatory markers, becoming a

promising tool for the treatment of tendon diseases.

Word-key: Tendinitis. Acute inflammation. Achilles tendon.Collagenase. Low

intensity laser therapy
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1 INTRODUCAO

1.1 O Processo Inflamatorio

A reacao inflamatéria € o mecanismo fisiopatolégico basico em resposta a
diversas doencas sendo representada por um conjunto de reacdes locais e gerais do
organismo. Ela € composta por uma série de fendbmenos complexos que se
associam e se complementam, formando uma reacdo em cascata, que envolve
células inflamatoérias, como: neutrofilos, linfocitos e mondcitos/ macréfagos (TEDGUI
e MALLAT, 2001).

A resposta inflamatéria visa, em dltima instancia, combater o agente
agressor e eliminar produtos resultantes da destruicdo celular, promovendo
condicdes ideais para a reparagdo do tecido lesado. Inicialmente, a defesa inata,
nao induzida, objetiva solucionar o problema, com a ativacdo do sistema
complemento e pelos macrofagos residentes. No entando, se 0 agente agressor ndo
for neutralizado nessa etapa de defesa inicial, uma segunda via de resposta é
induzida: a resposta inflamatéria aguda ou defesa inata induzida (SIQUEIRA et al.,
1997).

O processo inflamatério agudo € caracterizado pelos sinais cardinais
classicos calor, rubor, tumefacdo e dor, podendo levar a perda de funcdo, num
estagio crénico da doenca. Isso ocorre devido ao aumento do fluxo sangulineo, da
permeabilidade vascular, do infiltrado de leucécitos e da liberagcdo de mediadores
inflamatorios.

Durante a resposta inflamatéria aguda observa-se: 1) Mudanca de calibre e
fluxo na microcirculacéo, que leva a uma vasodilatacao arteriolar 2) Aumento da
permeabilidade vascular, que leva a formacdo de exudato rico em proteinas e
edema local. 3) Migracdo de leucdcitos do sangue circulante para o local da leséo.
Este leucocito tem funcdo decisiva no combate ao estimulo lesivo, ndo somente
devido a sua funcdo fagocitaria, como também pela producdo e liberacdo de
mediadores quimicos.

O aumento da permeabilidade promove extravasamento de proteinas
plasmaticas para o0 espaco intersticial que somado ao aumento de pressao

hidrostatica de filtracdo e pressdo osmatica intersticial, leva a formacdo do edema.
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Em geral, as alteracdes do fluxo e do calibre vascular iniciam-se rapidamente apos a
agressao e se desenvolvem em velocidades varidveis que dependem da capacidade
lesiva do agente irritante, das caracteristicas do tecido afetado, da espécie animal e

da coexisténcia de estados patoldgicos (ALl et al.; 1997).

Os mediadores podem originar-se do plasma, das células ou possivelmente

do tecido agredido. E podem ser divididos nos seguintes grupos:

»  Aminas vasoativas: histamina e serotonina.

»  Proteases plasmaticas:

- O sistema (cinina bradicinina e calicreina);

- O sistema complemento (C3a; C5a; C5b-C9);

- O sistema coagulacao-fibrinolitica (fibrinopeptidios, produtos de
degradacéao da fibrina).

»  Metabdlitos do acido araquidbnico (AA):

- Via ciclooxigenase (endoperéxidos, prostaglandinas, tromboxano);

Via lipoxigenase (leucotrieno; HPETE; HETE).
Constituintes lisossémicos (proteases).
Radicais livres derivados do oxigénio.
Fatores ativadores das plaquetas (PAF).

Citocinas.

YV V. V V V

Fatores de crescimento.

A presenca de mediadores quimicos no processo inflamatério faz com que a
inflamacdo mantenha caracteristicas uniformes, mesmo sendo produzida por
diferentes irritantes.

As prostaglandinas, produtos do acido araquidénico por acdo das enzimas
ciclooxigenases, sao mediadores lipidicos que desempenham importantes papéis no
processo inflamatério, e a interferéncia em sua sintese determina uma sensivel
reducdo nas alteracdes proporcionadas pela inflamacéo (BAKHLE et al., 1996). A
inibicdo da sintese de prostaglandinas € o mecanismo de acdo de muitos
antiinflamatérios ndo-hormonais.

A inflamacao crénica possui caracteristicas singulares. O ponto fundamental

da inflamacéao crénica esta na presenca de infiltrados celulares, por exemplo, células
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mononucleares, principalmente macréfagos, linfocitos e plasmécitos; proliferacdo de
fibroblastos e, em muitos casos, de pequenos vasos sanglineos; aumento do tecido
conjuntivo (fibrose); e destruicéo celular (COTRAN et al. 2000).

O estudo da reacéo inflamatoria e o desenvolvimento de novas drogas ou
terapias sempre dependeram da existéncia de modelos animais apropriados. Apesar
da maioria das doencas inflamatérias severas apresentarem Nat.za cronica 0s

modelos de inflamac¢do aguda sdo importantes e necessarios

1.2 Doencas muculos-esquelética e tendineas

Tendinopatias, osteoartrite e afec¢cdes dolorosas na coluna vertebral sdo os
distirbios musculo-esqueléticos mais comuns da sociedade moderna (FELSON et
al., 2000; CARMONA et al., 2001; CHERRY et al., 2001). Para estas doencas, uma
grande variedade de terapias e tratamentos esta em uso atualmente, como: drogas
aplicadas localmente ou por via oral, eletroterapias, técnicas de mobilizacdo
articular, cinesioterapia, terapias comportamentais e alternativas, (JOHANSSON et
al., 1999; DEEKS et al., 2002; JORDAN et al., 2003).

Enquanto combinagbes de adaptacdes dos locais de trabalho, terapias com
exercicios e tratamentos cognitivos parecem surtir bom efeito em longo prazo
(BROX et al., 1999; MORLEY et al, 1999), intervencdes com Farmacos
Antiinflamatérios Nao Esteroidais (DAINES), assim como injecbes de farmacos
esteroidais, sdo amplamente utilizadas para o alivio da dor em curto prazo (VAN
DER WINDT et al., 1995; PILIGIAN et al., 2000). Os efeitos em curto prazo destas
drogas foram estudados em culturas de células, modelos animais e estudos clinicos
em humanos, e seus mecanismos se encontram hoje, razoavelmente bem
entendidos. A magnitude de seus efeitos clinicos também é bem conhecida em
condicbes agudas, mas os efeitos em longo prazo sdo investigados em menor
extensao.

Uma importante meta-analise publicada no British Medical Journal, Bjordal et
al. (2004) analisaram mais de 13.000 pacientes com doengas inflamatorias crénicas
e a utlizacdo de antiinflamatérios ndo esteroidais, incluindo farmacos de acéo

especifica como os coxibs. Neste, os autores demonstraram que os farmacos
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antiinflamatérios apresentram efeito similares ao placebo, néo justificando o uso de
tais farmacos nas referidas doencgas. Este artigo suscitou grande polémica na
comunidade cientifica e n&o cientifica, a respeito de novas terapias que possam ser
utilizadas em doencas inflamatérias, assim como, a comprovacdo de sua eficacia
terapéutica.

Véarios métodos de tratamento para lesdes do tenddo j& foram testados,
porém seus resultados e sua eficacia ficam distante das caracteristicas do tendao
original. Consequentemente € necessario desenvolver novos métodos terapéuticos
eficazes que evitem o0 processo degenerativo da matriz extracelular e o
desenvolvimento de uma regeneracao rapida sem formacao de cicatriz, que alteraria
bastante as propriedades mecéanicas do tendédo (UEDA et al., 2008).

Sendo assim, a investigacdo de novas terapias para utilizacdo em doencas
inflamatdrias crénicas, especialmente ndo farmacolédgica, assume papel de destaque
na area médica. Neste cenario, a Laserterapia tem despontado como uma das

grandes promessas para a clinica médica.

1.3 Anatomia do tendao saudavel

Tenddes saudaveis apresentam coloracdo branca brilhante e textura
fibroelastica, mostrando grande resisténcia a tensées mecanicas. Eles podem variar
muito quanto a forma, e ainda quanto a maneira como estao ligados ao osso. Além
disso, a juncdo miotendinea também mostra variagbes anatdbmicas entre diferentes

musculos.
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Tend3o de Aquiles
“Calcaneo”

Figura 1. Tendao calcaneo (Aquiles) de humano. (vista posterior).

Tendbes sdo estruturas anatdbmicas interpostas entre musculos e 0ssos
(figura 1), que transmitem a for¢a gerada no muasculo para o 0sso, tornando possivel
o movimento articular (JOZSA e KANNUS, 1997; KHAN et. al., 1999). Os elementos
basicos dos tendbes sdo fibras de colageno, células e matriz extracelular, uma
substancia rica em proteoglicanas. O colageno fornece a forca ténsil ao tendao,
enquanto a matriz fornece suporte estrutural para as fibras de colageno e regula a
transformacao extracelular de pré-colageno em coladgeno maduro (ASTROM, 1997).
Os tenoblastos, células achatadas e distribuidas entre as fibras de colageno
sintetizam tanto a matriz extracelular, quanto o pro-colageno. O colageno é
arranjado hierarquicamente em niveis de complexidade crescente, comecando com
protocolageno, fibras, fasciculos, bandas terciarias e, finalmente, o tendao
propriamente dito (JOZSA e KANNUS, 1997; ASTROM, 1997; KHAN et al., 1999).
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1.4 Arquiteturainterna dos tenddes

7

O tenddo é completamente coberto pelo epitenddo, uma camada fina de
tecido conjuntivo contendo suprimentos nervosos, vasculares e linfaticos. O
epitenddo se estende profundamente no tendao, entre as bandas terciarias e o
endotenddo (figura 2). Mais superficialmente, o epitenddo é envolvido pelo
paratenddo, um tecido conjuntivo areolar contendo basicamente fibrilas de coldgeno
(KVIST et al.,, 1985), algumas fibrilas eldsticas e uma linha interna de células
sinoviais (WILLIANS, 1986).

Fibras Fibras ;ibri_ﬂ? . Tendio
T Secundarias erciarias
Primarias N\
Fibrasde / ,,
Colageno Ry
Fibrilasde 5 .',:.'
Colageno 41 Ry

Endotenddo Epitenddo

Figura 2. Organizagdo hierarquica da estrutura do tendao (das fibrilas de colageno até o tendéo

propriamente dito).
Fonte: Kastelic et al. (1978).

1.4.1 Zonado Tendao

Os autores Junqueira e Carneiro (2004) descrevem aspectos microscopicos
do tenddo. A parte tendinea da Juncdo Osteo-Tendinea (JOT) consiste de bandas
de colageno densas com tenoblastos interpostos. As fibras de colageno possuem de
10 a 55 um de didmetro, com fibrilas de 25 a 100 nm de espessura. As fibrilas

contém material granular e filamentoso. Em algumas regifes, fibras elasticas
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também podem ser encontradas. Em direcdo a camada de fibrocartilagem, a
quantidade de matriz aumenta. Entre as fibrilas, uma grande quantidade de

glicosaminoglicanas, especialmente condroitina sulfato, pode ser observada.

1.4.2 Fibrocartilagem

Vista sob o microscoépio 6ptico, a transicdo entre o tecido do tend&o para a
fibrocartilagem é gradual. Esta zona é especialmente delgada em criancas, diferente
dos adultos. Gradualmente estas células perdem sua aparéncia alongada e tornam-

se arredondadas, e ficam parecidas com condrécitos.

1.4.3 Fibrocartilagem mineralizada

A Fibrocartilagem é separada da regido mineralizada (calcificada) por uma
borda distinta conhecida como linha azul, assim denominada devido a intensa
afinidade da linha quando fixada e corada com hematoxilina e eosina, A transi¢ao
para a fibrocartlagem mineralizada é abrupta. A largura da fibrocartilagem
mineralizada € de 100 a 300 pm. As células desta regido sdo similares aos
condrdcitos da fibrocartilagem. Isto significa que muitas destas células permanecem
vivas, embora estejam circundadas por tecido mineral. A degeneracdo celular,
entretanto, ndo € um fendmeno raro. Ao mesmo tempo, a quantidade de condroitina

sulfato é significativamente maior.

1.4.4 Tecido Coladgeno

As fibras formadas por colageno representam dois dos trés principais tipos de
fibras do tecido conjuntivo, as fibras colagenos e as reticulares. As fibras elasticas
sao formadas pela proteina elastina.

O colageno € a proteina mais abundante do organismo, representando cerca

de 30% do peso seco e pode ser classificado nos seguintes grupos: (1) colagenos
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que formam longas fibrilas; (2) colagenos associados a fibrilas; (3) colageno que
forma rede e (4) coldgeno de ancoragem. O coldgeno que forma os tenddes, 0ssos,
dentina, derme e outros tecidos, esta incluidos no 1° Grupo.

A sintese de colageno foi primeiramente atribuida a uma variedade restrita de
tipos celulares como fibroblastos, osteoblastos e condroblastos. Atualmente, existem
evidéncias convincentes de que outros tipos celulares séo capazes de sintetizar o
colageno (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

1.5 Inflamacédo no Tendé&o

Historicamente, tenddes sdo conhecidos como partes vulneraveis do corpo
humano. Hipocrates reportou que se o tenddo de Aquiles (calcaneo) fosse lesado,
poderia causar febre aguda, convulsbes, inconsciéncia e finalmente a morte.
Felizmente, lesbes no calcaneo nos dias de hoje ndo estdo associadas com morte,
mas algumas vezes podem causar condicbes cronicas dolorosas e de dificil
tratamento.

No processo inflamatério crbénico, ocorre o remodelamento da bainha
tendinea e do tecido sinovial, enchendo o espaco sinovial de células inflamatorias.
Estas alteragbes no tecido tendineo conduz a um distirbio macico do tend&o,
reduzindo sua funcionalidade. Outra complicacdo esta no fato que os tenddes usam
suas extremidades para se ligarem em outras estruturas como 0ssos e cartilagens e
uma vez alterado, este processo inflamatério pode migrar para outros tecidos
iniciando um quadro pré-artritico. Esta pode ser a explicacdo sobre como os tenddes
sdo as estruturas mais afetadas pela inflamacdo crénica e como a tendinite pode
influenciar no aparecimento e evolugcdo de doencas inflamatérias nos o0ssos e
cartilagens (HAYER et al., 2007).

De maneira Geral, o tenddo humano tem uma alta capacidade de suportar
forcas tensionais. Medicdes diretas em calcaneos humanos registraram forcas de
até 9 kN (correspondente a 12,5 vezes o0 peso corporal) durante uma corrida em
velocidade de 6 m/s. Entretanto, hoje sabemos que a forca maxima suportada desse
tenddo é uma variavel bastante individual, indicando também uma faixa ampla de

suscetibilidade a sobrecargas.
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Dores crbnicas nos tendbes sao relativamente comuns, especialmente
considerando o tenddo de calcaneo, o patelar e o do cotovelo (KVIST, 1994,
ASTROM, 1997; MOVIN, 1998). Porém, a etiologia e a patogenia das tendinopatias
nao foram totalmente explicadas. Existe um grande numero de sugestdes quanto a
fatores etioldgicos, mas s@o poucas as comprovacdes cientificas (ALFREDSON e
LORENTZON, 2000).

A causa determinante mais comum da tendinite € o esforco exagerado de
extensdo sobre os tendbes, ocorrendo distensdo de suas fibras, que por nao
suportarem a tracdo mecanica, podem apresentar rupturas parciais desenvolvendo
intensa e dolorosa reacao inflamatéria local (THOMASSIAN, 1996).

Além da sobrecarga mecanica conhecida como o principal fator causador
dessas tendinopatias existem processos lesivos repentinos e 0 envelhecimento que
também contribuem para a degeneracdo do tendado que pode ocorrer na auséncia
(tendinose) ou na presenca (tendinite) de resposta inflamatéria (SUN et al., 2008).

As rupturas do tendao resultam em hemorragia de arteriolas e capilares locais
e formacédo de hematoma no seu interior, podendo estender-se para o paratendao.
O resultado imediato € a deposicdo de fibrina, que atrai neutréfilos para a regiao.
Congestao e acumulo de fluidos ocorrem no local da agressdo, podendo observar
também isquemia e necrose de tendcitos. Esta necrose varia de acordo com o grau
de comprometimento vascular (ALVES e MIKAIL, 2006).

Devido a baixa vascularizacdo dos tenddes, o processo inflamatério nestes
tecidos tem gerado bastantes controvérsias devido a sua atipicidade. Em andlise
histoldgica, o tendédo inflamado é caracterizado por um aumento de celularidade,
deposicdo de substancia proteoglicana e degradacdo da matriz extracelular,
provavelmente pela presenca de colagenases como MMP1 e MMP13 (FU et al.,
2007).

Um resultado de nosso grupo de pesquisa (figura 3) identificou o aumento do
fluxo sangtineo intratendineo apds o exercicio em pacientes com leséo parcial de
tendao, representando um dos sinais classicos do processo inflamatério, o qual nédo

€ comumente observado em estado de repouso.
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Figura 3. Ultrassonografia da regido tendinea (Calcaneo) antes (A) e apés (B) atividade fisica.

Alguns trabalhos mostram a presenca de alteracbes no tendao precedendo
outras doencas como a Artrite reumatdide e Osteoartrite. Nestes casos, a mudanca
patoldgica inicial é apresentada pela migracédo de células inflamatorias para a regiao
da bainha do tend&o, direcionando para um estagio mais avancado da doenca
(HAYER et al., 2007).

O reparo do tecido tendineo é complexo e a sobreposicdo sequencial das
fases do processo inflamatério € uma etapa importante para a cura. Sem 0s estagios
iniciais da inflamacéo, o processo de reparo do tecido pode nao proseguir
normalmente. A exposi¢céo a algumas citocinas pro-inflamatérias como IL1 e TNF-a
pode aumentar a expressdo de TGF-B em células endoteliais. IL1 e IL6 podem
seletivamente induzir algumas isoformas de TGF- (FENWICK et al., 2001).

O tenddo apés a lesdo apresenta alteragbes das propriedades mecanicas
em comparacdo ao tecido normal. ApGs a cura, sendo a restauracdo da forca
mecanica o principal objetivo na cura do tenddo. O remodelamento da matriz do
tenddo também é um fator importante para restaurar sua caracteristica ténsil. Entre
as varias substancias encontradas na matriz extracelular dos tenddes, as fibras de

colageno sédo as principais responsaveis pela forca. Os colagenos | e Il séo
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sintetizados para promover este reparo. As fibras de colageno 1ll sdo mais finas e
extensiveis e possuem habilidade de dar forma rapida as ligacdes transversais da
fibras de coldgeno e durante o processo de cicatrizacdo do tenddo, aparecem de
forma transitéria, promovendo a estabilizacdo do local da reparacdo. Porém, o
aumento de colageno tipo Il pode causar uma reducao da resisténcia a tracado do
tendao (HOU et al., 2009).

Na segunda parte do reparo, parte do colageno tipo Ill é substituido pelo
colageno tipo | que aumenta as caracteristicas ténsis do tenddo. Alguns estudos
mostram que o TGF-B1 consegue diminuir a expressao génica de pro-colageno tipo
Il e aumentar a expressdo de procolageno tipo I. Desta forma, a regulacdo entre o
colageno tipo Il para o tipo | influenciaria na regulacdo das forcas mecéanicas do
tendao (HOU et al., 2009).

Uma combinacdo de estudos bioldgicos, histolégicos, bioquimicos e
moleculares indicou que existe um equilibrio entre a sintese e a degradacédo de
componentes da matriz extracelular do tenddo e este equilibrio é interrompido
durante lesbes e nos processos inflamatérios do tenddo, ocasionando alteracdes
histolégicas com ou sem presenca de infiltrado inflamatério (CORPS et al., 2006;
JONES et al., 2006).

Outros fatores da resposta inflamatoria podem estar associados com o
desenvolvimento de tendinopatia, como o aumento da expressao da ciclooxigenase-
2 e alteracdes nos niveis de citocinas inflamatérias , entre elas a prostaglandina E2,
TNF-a, TGF-Betal, detectadas na tendinite (FREDBERG e STENGAARD-
PEDERSEN, 2008).

1.5.1 Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

A inflamacéo, tanto aguda como cronica, € caracterizada por alguns eventos,
entre eles, a formacdo de exsudato de proteinas do plasma, o recrutamento de
leucécitos e a ativagcdo de células e de mediadores inflamatérios. Embora a
inflamacdo seja essencial para os processos de reparo e defesa, quando nao
controlada, ela pode contribuir para a degradacéo e deficiéncia tecidual e promocéao
de um estado cronico (QUEIROZ-JUNIOR et al., 2009).
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A migragéo leucocitaria ocorre geralmente durante o processo inflamatorio
sendo caracterizado pelo acumulo no tecido de células de defesa como leucdcitos
polimorfonucleares apés o agente lesivo. Localmente, os neutrofilos liberam
mediadores antimicrobiais e inflamatorios que atuam sinergicamente na protecao do
tecido (MENEZES et al., 2002; MULLER 2002).

Os neutrofilos quando estimulados, secretam a enzima Mieloperoxidase
(MPO) que é um componente ativo localizado nos granulos das células
polimorfonucleares, atuando como um mecanismo de defesa. Sua determinacao é
de grande importancia no processo inflamatoério por ser um indicador da presenca e
da atividade das células polimorfonucleares, sendo amplamente usado como um
marcador inflamatorio em circunstancias agudas e crénicas, associados igualmente
na severidade de muitas doencas (SCHIERWAGEN et al., 1990; FAITH et al; 2008).
O aumento da atividade desta enzima pode significar ndo s6 a implantacdo da
inflamacéo ou infeccdo mas igualmente a degeneracao tecidual no local da lesédo
(LEE et al., 1995; VAN DYKE et al., 2003). Em alguns modelos animais de inducao
da osteoartrite, o tecido inflamado pode apresentar atividade de MPO aumentada
(MARCINKIEWICZ et al.,, 2004). A atividade de MPO também é aumentada no
modelo de periodontite crénica, quando comparados com animais saudaveis
(WOLFF et al., 1988; YAMALIK et al.,, 2000). Porém, em algumas analise
histol6gicas, o indice elevado de MPO pode nédo correlacionar com a presenca de
células inflamatorias (Pacheco et al., 2007; QUEIROZ-JUNIOR et al., 2009).

O tratamento com o uso de anti-inflamatérios podem reduzir os niveis de
MPO no tecido (CARTER et al., 1999; QUEIROZ-JUNIOR et al., 2009). Em modelo
de artrite antigeno induzida, o tratamendo com indometacina e dexametazona
reduziu a atividade da MPO, junto a reducdo do edema e do infiltrado inflamatério
(KUWABARA et al.,, 2002). A utilizacdo de peptideos no tratamento de lesbes do
tenddo em modelos animais também reduziu a atividade da Mieloperoxidade junto a
reducédo do infiltrado inflamatorio (KRIVIC et al., 2008)
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1.5.2 Fator de necrose tumoral (TNF-a)

O fator de necrose tumoral (TNF-a) € uma citocina pleitrépica relacionada
tanto na sobrevivéncia e proliferacdo celular como na morte celular no processo
apoptotico. Esta citocina também é distribuida e expressa em tendcitos em
condicdes inflamatérias onde a apoptose e a proliferacdo celular € acentuada
(HOSAKA et al., 2005).

O TNF-a é considerado uma citocina chave na origem de varias doencas
osteomusculares, como Artrite Reumatdide, Osteoartrite e Tendinite (HAYER et al.,
2007), porém, seu papel na doenca do tendao ainda ndo foram bem determinada.
Sabe-se que em tendbes de equinos, o TNF-a pode apresentar acdes anti-
apoptoéticas e apoptoticas, controlando o numero de células, sendo um fator
importante no progresso de degeneracéo do tecido tendineo (HOSAKA et al., 2005).

Os tendbes sdo bastante afetados pela inflamacdo também por estarem
sujeitos a forcas especificas e cargas mecanicas prolongadas (HAYER et al., 2007).
Nestas condicfes patologicas, o tecido tendineo pode apresentar aumento dos
receptores de TNF-a (R1 e R2) (HOSAKA et al., 2005).

Os niveis de TNF-a sdo aumentados nos tecidos musculo-tendineos, em
situacdes poés traumaticas (ELSAID et al., 2008). As cirurgias de tendao, cartilagem e
0SS0 € outro fator que pode dar inicio a um processo inflamatério. Apés uma leséo,
seja por um acidente ou por uma intervencdo médica, os niveis de citocinas
inflamatorias como TNF-a e IL sdo aumentados (AKESEN et al., 2009).

Os tenddes sao cercados pelo tecido sinovial e suas bainhas apresentam
uma composicao similar a este tecido. Durante um quadro inflamatorio, esta regido
pode apresentar acumulo de liquidos (edema), desorganizacdo nas fibras de
colageno e aumento de células inflamatérias como granuldcitos e macréfagos,
células encontradas na fase inicial do processo inflamatério, sendo o primeiro evento
patoldgico induzido pelo aumento da expressao de TNF-alfa. A inflamacao pode ndo
ficar restrita ao tenddo, se espalhando para tecidos vizinhos como 0SSos e
cartilagens, ligados diretamente a ele (HAYER et al., 2007).

O TNF-a também pode induzir a liberagdo de MMPs. Esta associacdo da
presenca de TNF-a com a producdo de enzimas colagenases MMPs (Matriz

Metaloproteinase) esta relacionada com a degradacdo da matriz extracelular. As
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MMPs s&o enzimas geralmente liberadas de condrdcitos, fibroblastos, leucdcitos e
outras células sinoviais. Em situa¢gfes de homeostasia, existe um equilibrio entre os
niveis de MMPs e de seu inibitor, as TIMPs e este equilibrio tem um importante
papel tanto na regeneracao e recuperacao tecidual como na remodelagem tecidual.
O aumento da TIMP ajuda a suprimir os efeitos negativos da atividade proteolitica
das MMPs (AKESEN et al., 2009). Atualmente estas enzimas fazem parte de um
grande numero de publicacdes relacionadas principalmente com alteracbes em

tendBes e cartilagens.

1.5.3 Interleucina IL-10

Apos a lesdo do tenddo, o organismo inicia uma série de eventos para o
promocao do reparo tecidual que pode ter como resultado a alteracdo do tecido e
formacédo de cicatriz (LIN al, 2006). A cicatriz inicialmente fornece a continuidade
fisica do tecido, porém pode provocar a formacdo de tecidos adjacentes
indesejaveis, impedindo o mecanismo de deslizamento do tenddo (BEREDJIKLIAN
et al., 2003). Ja a inflamacédo intensa, com grande migracéo leucocitaria e formacao
de citocinas pro inflamatérias também promoveria a alteracdo do tecido, pelo
aumento de fibroblastos e possivel mudanca da matriz extracelular (LIECHTY et al.,
2000). Uma maneira de reduzir estas alteracdes seria controlar o processo de
cicatrizacdo pela modulacédo do processo inflamatério e dos niveis de citocinas anti e
pré-inflamatérias envolvidas no reparo (RICCHETTI et al., 2008). Entre estas
citocinas, as interleucinas teriam um papel importante na modulacao da inflamacao
do tendao (LIN et al., 2006).

No processo inflamatério agudo do tenddo, observamos um aumento
expressivo de granuldcitos e neutrofilos na bainha sinovial do tend&o, geralmente
ativados pelo aumento de IL1 e IL6. A presenca destas duas citocinas esta
diretamente relacionada a progressao da tendinite (HAYER et al., 2007).

Algumas interleucinas apresentam um papel importante no reparo tecidual por
estarem relacionadas a modulacdo do processo inflamatério. 1IL4 e IL10 séo
igualmente citocinas antiinflamatérias e parecem acelerar o processo de cicatrizagao

com reducdo da inflamacdo e manutencdo das propriedades mecénicas e
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histologicas, ao contrario das interleucinas pré inflamatérias (IL-1, IL-6 e IL-8) que
prejudicariam o reparo tecidual (LIN et al., 2006; RICCHETTI et al., 2008).

A 1L-10 foi identificada inicialmente por Mosmann et al. (1989), sendo
reconhecida por sua atividade antiimunolégica e antiinflamatéria. Desde sua
descricdo, a lista de células produtoras de IL-10 se expandiu rapidamente assim
como o numero de células que sdo capazes de responder a essa citocina (MOSSER
et al., 2008). A IL-10 também é conhecida por inibir a expresséo de IL-6 e IL-8 e a
migracdo de células inflamatorias no local da lesdo incluindo macrofagos e
monadcitos (ALAM et al., 1994; RICCHETTI et al., 2008).

O gene da IL-10 é trancrito por uma variedade de células, incluindo células T,
células B, NK, mondcitos e macrofagos. Alguns subgrupos de células T, mondcitos e
macrofagos, granulocitos (eosindfilos e mastocitos) e outras células quando
estimuladas de forma adequada s&o capazes de expressar IL-10. Entre seus
receptores, o IL-10 R1 é encontrado em células hematopoiéticas, fibroblastos e
células epiteliais, apresentando maior afinidade a citocina que seu outro receptor IL-
10 R2, encontrado na maioria das células (MOSSER et al., 2008).

Durante a inflamacéo, o TNF-a pode estimular a expresséo de IL-1 e reduzir a
expressao de IL-4. Ao contrario, em eventos antiinflamatorios, niveis de IL-10 e IL-13
aparecem aumentados (LEONARDI et al., 2003). Neste caso, o IL-10 pode ter efeito
compensatoério caso haja reducdo de IL-4, reduzindo a inflamacédo e conduzindo a
formacdo de um coldgeno mais organizado (LIN et al., 2006). A IL-10, junto com
outras citocinas (IL-4 e IL-13) compartiiham muitas atividades funcionais, como a
supressao de eventos pro-inflamatorios, pela inibicdo de IL-6 (LIN et al., 2005). IL10
também regula os niveis da citocina pro-inflamatoria IL12 (RYAN et al., 2005).

Alguns estudos tem demonstrado diferengas na sinalizagao de IL-10 e de IL-6
e que o tratamento com IL-10 poderia diminuir a ativacdo de NF-kb e inibir sua
translocacdo para o nucleo, pela subunidade p65. A inibicdo de NF-kb pelo IL-10
explicaria também a redugcdo da sensibilidade de alguns genes relacionados a
resposta imune apoés tratamento com IL-10 e a inibicdo da p65 pode explicar a
capacidade de IL-10 em inibir genes inflamatorios (DRIESSLER et al.,, 2004,
MOSSER et al., 2008).

A IL-10 possui uma importante funcdo biolégica de inibir a maturacéo e a
diferenciacéo de células dendritica em mondcitos e de inibir a produgéo de citocinas

proé-inflamatérias por estas células e pelos macrofagos. As principais citocinas
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inflamatérias como IL-1, IL-6 e IL-12 e ainda o TNF-a sdo reprimidas drasticamente
apos exposicdo a IL-10 que pode ainda inibir a inflamacdo, aumentando os
receptores antagonistas de IL-1 pelos macréfagos (MOSSER et al., 2008).

Existe evidéncias de que a IL-10 possue um papel antiinflamatério durante a
gravidez, por estar presente no liquido amniotico, impedindo respostas imunes e
inflamatorias ao feto (CADET et al., 1995; GORDON et al., 2008). No tecido cutaneo,
animais nokout para IL-10 apresentaram reducdo do reparo tecidual com aumento
na formacao da cicatriz. Em outro estudo, animais que sofreram lesdes no tendao e
foram tratados com IL-10 apresentaram suas propriedades mecanicas melhoradas,
semelhantes ao grupo controle (RICCHETTI et al., 2008).

A MMPs também podem ser inibidas no tratamento com IL-10 e aumentadas
na presenca de IL1 e IL6, significando um aumento do quadro inflamatorio e
progressdo da doenca (HOSAKA et al., 2005).

Estudos com camundongos geneticamente modificados para IL-10
demonstraram a importancia desta citocina na limitacdo de patologias auto-imunes.
Doses de LPS que seriam subletais e infeccBes bacterianas e parasitarias que séo
auto-suficientes, geralmente levam estes animais deficientes de IL-10 a morte.
Outros modelos de artrite reumatdide e inflamacdo de intestino, a doenca é
drasticamente agravada. Ao contrario, o fornecimento de IL-10 como terapia no
tratamento de diversos tipos de colites, utilizando para isso, alguns modelos com
bactérias fornecedoras de IL-10, mofidificacdo genética e nanoparticulas, tem
apresentado resultados motivadores (GAZZINELLI et al., 2000; BHAVSAR et al.,
2008 ; MOSSER et al., 2008).

Porém, foi observado que tratamentos com altas doses de IL-10 em humanos
pode estimular a producdo de citocinas inflamatorias. Os estudos para a utilizagéo
terapéutica de IL-10 em doencas auto-imunes e inflamatoérias tem aumentado, porém
o fornecimento desta citocina nos locais de inflamacdo sem afetar outras atividades
imunoldgicas, ainda € um grande desafio (LAUW et al., 2000; MOSSER et al., 2008).
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1.5.4 Fator transformador do crescimento (TGF-B)

As lesbes do tendéao (tendinopatias) sao frequentemente crénicas e ocorrem
geralmente na fase adulta. Esta degeneracéo esta associada a esfor¢cos repetitivos
com presenca de microtraumas e falha no mecanismo de reparo (FENWICK et al.,
2001).

As tendinopatias afetam grande parte dos atletas, onde as lesbGes sao
comuns e o tratamentos ainda pouco eficazes (SCHNABEL et al., 2006).

O processo inflamatorio do tenddo € pouco evidente quando comparado a
outros tecidos e seu reparo exige um controle coordenado nas sucessivas fases do
processo inflamatdrio, incluindo o recrutamento de células, proliferacdo celular,
sintese e remodelamento da matriz celular. Consequentemente, a falha em qualquer
destas fases pode dar inicio a tendinopatia (FENWICK et al., 2001).

Durante o reparo tecidual, o processo inflamatério no tendéo lesionado néo
desaparece totalmente, iniciando um quadro de tendinose, onde a inflamagéo ainda
existe, porém ndo é claramente detectada. Nestes casos, a tendinite pode
apresentar caracteristicas de doenca cronica. O crescimento de células tendineas
junto a reorganizacdo do tecido podem indicar a presenca de fatores de
crescimento. Neste caso, 0 aumento da expressdo de TGF-B na fase inicial do
processo inflamatério estaria, pelo menos em parte, envolvido na sintese de matriz
extracelular e no reparo do tenddo (CHEN et al., 2004).

Existem 3 isoformas de TGF-f (bl, b2 e b3) que sdo expressas em
diferentes tecidos, incluindo musculos e 0ssos e apresentam aparentemente papel
semelhante, porém seu mecanismo ainda ndo é bem compreendido. Sabe-se que o
TGF-B apresenta uma forma latente (100kDa) e possui um segmento proteolitico
(25kDa) que age em seus receptores (TGF- Rl e TGF- RIl) (FENWICK et al.,
2001). O TGF-B necessita da presenca destes receptores (Rl e RIl) para a
propagacéo de seu sinal. Consequentemente, a falta ou baixos niveis de receptores
podem reduzir ou impedir sua agéao (LAIHO et al 1990; WRANA et al 1994).

Os receptores de TGF-f ndo sdo expressos em ciscunstancias normais e
em tenddes chegam a niveis indetectaveis. A presenca de tensdes mecanicas pode
ser um estimulo para o aumento destes receptores. Em tenddes de coelhos

lesionados, as 3 isoformas do receptor de TGF-B foram aumentadas durante o
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processo de reparo e na cirurgia 6ssea, permanecendo elevados 56 dias apds a
lesdo (SCHNABEI et al., 2006).

Ao contrario, a perda da tensdo do tenddo em situacdes patoldégicas como
em tendinoses, onde existe microtraumas e lesdes cronicas, poderia ser uma fator
para a reducao da expressao destes receptores (FENWICK et al., 2001).

A proliferagcdo celular e a biosintese crescente de matriz extracelular e de
colageno (I e lll) séo cruciais para o retorno da forca tensil do tenddo. Na patologia
humana do tendao, alteracdes nos niveis de TGF-B no tecido conjuntivo em cicatriz
e queléides podem alterar a forca motriz do tecido, atuando como um agente
exdgeno na aceleracdo do reparo tecidual (FENWICK et al., 2001).

Entre as trés isoformas de TGF, o bl pode ser expresso nos vasos
sanguineos e em tecido conjuntivo, na cicatriz, queldides e escaras (LEE et al.,
1999), o0 b2 é mais expresso em tenddes e 0 b3 em vasos sanguineos (GOLD et al.,
1997). Em relacdo aos receptores de TGF-B, o RIl, expresso em tendcitos,
aparecem aumentados durante o processo inflamatério e sua expressao pode ser
reduzida com a idade. Assim, TGF-B1 e B2 estdo bastante relacionados com o
reparo tecidual na tendinite (FENWICK et al., 2001).

A expressédo génica e protéica de TGF-f1 é aumentada no reparo tecidual
apos dilaceracao aguda do tenddo sendo também relacionado com a condrogénesi
e osteogénesi e pode ter um papel importante na mudanca condrogénica durante a
degeneracao de tenddes humanos (CHANG et al., 1997).

TGF-B é considerado um protagonista na cura de feridas apresentando
outras funcdes como recrutamento de fibroblastos e macrofagos. Ele também
consegue estimular a mitogenese de tendcitos, a sintese de matriz extracelular e de
colageno | e lll (SCHNABEL et al., 2006).

Na tendinose pode ocorrer aumento da expressao de COX-2 e PGE2 junto
com o aumento de TGF-B. Porém, neste caso foi observado a interrupcao das fibras
de colageno na matriz. O depdésito excessivo de colageno e proteoglicanas também
esta presente na tendinose.

Em experimentos com tendcitos de coelhos “in vitro”, o TGF-B (b2, b3 e
principalmente bl) aumentou a producdo de colageno tipo I e Ill sendo maior em
tendcitos imaturos que em tendcitos maduros, sugerindo um papel importante da
idade celular na producdo de colageno e no potencial de reparacdo do tend&o.

Assim, o0 aumento na producédo de colageno pode ser idade-dependente e dose-
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dependente, sendo maiores em células imaturas onde as concentracdes de TGF-1
variam de 1 a 200ng/ml (SCHNABEL et al., 2006).

Atualmente especialistas buscam técnicas que acelerem o reparo do tendao,
controlando o processo inflamatério, a dor e também restaurando suas propriedades
mecanicas iniciais (HOU et al., 2009). Neste sentido, o TGF-f vem se destacando
pelo seu importante papel na patologia do tendao (ROLF et al., 2001; NEUWIRTH et
al., 2006).

A presenca de forcas mecanicas no tenddo pode ser um dos fatores
reguladores da expressao génica de metaloproteinases. (LAVAGNINO et al., 2003;
LEE et al., 2005). O TGF-B pode inibir a atividade de metaloproteinases e de outras
substancias responsaveis pela reducdo na producdo de matriz intracelular
(SCHNABEL et al., 2006). O TGF-B também pode ser usado como terapia para
promover o reparo do tendao (CHEN et al., 2004). Terapias recentes usam injecoes
de TGF-B1 no tratamento de tendinites. Em cultura de células do epitenddo e do
endotenddo cultivadas separadamente, foi possivel observar o aumendo da
expressdo de procolageno | e lll. O TGF-B1l é capaz de acelerar a sintese de
colageno, a formacédo dos ligamentos transversais de colageno e a remodelacéo da
matriz do tenddo, melhorando assim, as propriedades mecénicas do tend&o.
Também consegue aumentar a expressao de colageno tipo lll, nas fases iniciais do
reparo tecidual, sendo reduzido apds 3 a 4 semanas da lesdo, provavelmente pelo

aumento da expressao de colageno tipo | (HOU et al., 2009).

1.5.5 Metaloproteinases da Matriz (MMPSs)

As tendinopatias embora sejam comuns, sdo dificeis de serem tratadas.
Alguns tratamentos para conter o processo inflamatorio parecem ndo apresentar
bons resultados, uma vez que na maioria delas, dificimente consegue-se
caracterizar o infiltrado inflamatério. Uma das formas do tecido tendineo responder a
doenca é alterando a expressdo de algumas enzimas de degradacdo, como
colagenases e citocinas inflamatdrias que pode levar a degeneracédo do tecido e a
perda da integridade mecéanica (NAKAMA et al., 2006; SCOTT A et al., 2007; SUN et
al., 2008).
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Os processos inflamatorios, fisioldgicos ou patoldgicos, sdo dependentes de
multiplos fatores e as Metaloproteinases da matriz (MMPSs) contribuem em geral para
este processo, modulando os mediadores inflamatérios tais como citocinas e
qguimiocinas e regulando o movimento de leucdcitos no local da lesdo. Alguns
trabalhos mostraram que as MMPs podem promover ou reprimir a inflamacao a partir
de processos proteoliticos diretos, ativando, inativando ou alterando a funcédo de
guimiocinas e citocinas (MCQUIBBAN et al., 2000; MANICONE et al., 2008).

As MMPs sdo enzimas de acéo proteolitica e possuem um importante papel
na modulacdo da matriz extracelular do tenddo, entretanto o mecanismo desta
modulacdo ainda permanece obscuro (UEDA et al.,, 2008). Estas enzimas foram
caracterizadas inicialmente como proteases de degradacédo, pela capacidade de
degradar os componentes da matriz extracelular, influenciando em processos
importantes como a proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e morte celular, assim
como a interacdo entre células, quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento,
apresentando um papel crucial em muitos processos fisiologicos e em muitas
condicBes patologicas (MCCAWLEY et al., 2001; VANLINT et al., 2007).

A primeira metaloproteinase descrita foi a MMP-1, em 1962, por Gross e
Lapiere, ao estudar como os tadpoles “girinos” perdiam suas caldas e a partir dai, a
familia das MMPs se expandiu gradualmente chegando a mais de 20 tipos (LOHI et
al.,, 2001; VANLINT et al., 2007). As MMPs sédo 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 sao classificadas
de acordo com suas propriedades bioquimicas (UEDA et al., 2008). O aumento da
expressdo de MMP foi observada em varias doencas, no ser humano e em outros
animais, onde a inflamacao esta presente, sugerindo que as MMPs possam proteger
ou contribuir para a patologia, possuindo papel modulador no processo inflamatério
(PARKS et al., 2004; MANICONE et al., 2008).

O tendao doente apresenta uma expressao génica aumentada de colageno
tipo | e lll enquanto que a matriz extracelular apresenta expressdo aumentada de
colageno tipo lll. Os niveis de fibronectina e tenascina C também estdo aumentados
e este quadro pode estar relacionado a resposta de cura do tenddo. O aumento de
glicosaminoglicanas e proteoglicanas também pode consistir na resposta adaptativa
do tenddo a sobrecarga. Ocorrem também mudancas na expressao e na atividade

de varias metaloproteinases e consequentemente, em seus inibidores de
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metaloproteinases no tecido (TIMPs) (RILEY, 2008). Trabalhos recentes mostraram
um aumento de MMPs em situagbes de tendinopatias, particularmente por
colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13) e gelatinases (MMP-2, MP-9),
representando um importante fator no processo patologico do tendao ocasionando o
aumento do tempo de recuperagdo de determinados pacientes (FU et al., 2002;
ORCHARD et al., 2008)

As MMPs podem controlar indiretamente o influxo de células inflamatorias
através das quimiocinas. A degradacao da matriz extracelular pelas MMPs promove
um forte sinal quimiotaxico e estimula a progressao do processo inflamatério. Porém
0 aumento da inflamacdo ndo ocorre somente pela acdo das quimiocinas. Algumas
MMPs (MMP-1, MP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-12, MMP-14, MMP-17) podem
aumentar a liberacdo de TNF-a pela célula. A MMP-3 e MMP-9 também pode
estimular a agao de IL-1f3, influenciando no aumento da inflamagédo (SCHONBECK
et al., 1998; VANLINT et al., 2007).

A degradacdo da matriz extracelular também pode alterar o diametro das
fibras, conduzindo ao enfraquecimento das fibras de colageno, a inflamacédo e
aumentando as chances de ruptura do tenddo. Desta forma, a supressao de
algumas MMPs poderia auxiliar no reparo do tendao (UEDA et al., 2008). Tanto no
ser humano como em outros animais com tendinopatias, a MMP-13 poderia
apresentar uma acdo comparavel a MMP-1, e seu aumento poderia significar uma
maior degradacédo da matriz extracelular (SUN et al., 2008).

Em tenddes de ratos, a expressdao de MMP-13 foi aumentada apds a ruptura
do tenddo. Os processos celulares e moleculares ainda ndo sdo bem conhecidos,
mas estes estudos indicam que as MMPs podem mediar, pelo menos em parte as
mudancgas sofridas na composi¢cédo da matriz extracelular durante a lesao e no reparo
(RILEY, 2008). Outras MMPs como MMP2, MMP3 e MMP9 pode estimular a
producdo de TNF-a e IL-1b (HARO et al., 2000; MANICONE et al., 2008).

Algumas MMPs como a MMP-2 séo conhecidas pela capacidade de inativar
algumas quimiocinas pela producdo de poderosos antagonistas, podendo também
apresentar um efeito anti-inflamatorio, influenciando no recrutamento celular,
alterando a resposta inflamatoria (DEAN et al., 2007; VANLINT et al., 2007). Outras
MMPs, ao contrario, podem potencializar a reacao inflamatéria. Alguns exemplos
como a MMP8, MMP9, MMP13 e MMP14 podem aumentar a atividade biologica

destas quimiocinas pela fragmentacdo destas moléculas, produzindo segmentos
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menores com efeito quimiotaxico ou agindo em conjunto com citocinas inflamatorias
como IL-8, prolongando a atividade bioldgica e realgcando a resposta neutrofilica
(GOGER et al., 2002). Este conceito, de que as MMPs podem aumentar a acao de
guimiocinas, podem ter um sério impacto na progressdo de diversas patologias
relacionadas com neutréfilos e outras células polimorfonucleares. A MMP-9 pode
promover a migragcdo de neutréfilos e eosinodfilos em modelos de asma e a MMP-3
pode facilitar indiretamente a migracado de neutréfilos em condrécitos (WARNER et
al., 2001; VANLINT et al., 2007).

As MMPs apresentam atividades irregulares e frequentemente aumentadas,
durante o processo inflamatério podendo atuar no recrutamento leucocitario e alterar
as funcbes de citocinas e proteases (PARKS et al., 2004; VANLINT et al., 2007). Os
leucdcitos geralmente usam as caracteristicas das MMPs para degradar proteinas
da matriz através de eventos proteoliticos distintos. Seu recrutamento € um processo
complexo em que citocinas quimiotaxicas participam da atracdo destas células no
local da leséo, influenciando na resposta inflamatéria. As quimiocinas também
apresentam um efeito quimiotaxico eficaz por se aderirem na matriz extracelular e na
superficie da célula (GOGER et al., 2002; VANLINT et al., 2007).

A atividade das MMPs é regulada durante sua transcricdo, ativacdo e
inibicdo, podendo ser detectadas em situacOes de reparo € nOS processo
patolégicos, alterando seu nivel de expressdo nos processos inflamatérios e
degenerativos e apesar de sua importante acdo proteolitica durante estes
processos, sua inibicdo, pelas TIMPs podem causar sindromes osteomusculares
semelhantes as tendinopatias e reduzir significativamente as propriedades
mecanicas dos tendbes (MCCAWLEY et al.,, 2001; JONES et al.,, 2006; RILEY,
2008).

Em casos de osteodistrofia, artrite reumatoéide e tendinopatias, a IL-1b seria
o principal mediador inflamatorio responsavel pela inducdo de algumas MMPs, como
MMP-1, MMP-3 e MMP-13 e em lesdes especificas do tenddo, os niveis de MMP-13
também aparecem aumentados. Outro trabalho in vitro, mostrou que MMP-13 é em
parte dependente do aumento de IL-1b e que estratégias de inibicdo de
determinadas MMPs poderia ser uma boa opcao para reduzir a degeneracdo da
matriz extracelular nas tendinopatias (ARCHAMBAULT et al., 2001; HERNANDEZ et
al., 2006; SUN et al., 2008).
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As MMPs podem alterar a atividade biol6gicas das citocinas através de
processos proteoliticos, aumentando tanto os niveis de IL-1 como seus receptor IL-
1RIl (BELLEHUMEUR et al., 2005). Mesmo na auséncia de células inflamatorias
durante a lesdo do tendao, pode haver a presenca de mediadores inflamatérios nas
tendinopatias. Os niveis de prostaglandina E2, tromboxano, bradicinina e
interleucina (IL-6) mostram-se aumentados durante a tendinite com sinais dolorosos.
A COX-2 e o fator de crescimento TGF-B também aparecem aumentados nha
tendinopatia patelar e nos processos dolorosos do tenddo pode haver aumento de
substancia P. Algumas MMPs ( MMP-2, MMP-3, MMP-9) podem tanto estimular a
liberacdo de TGF-B latente como reduzir sua producdo (VANLINT et al., 2007).
Contudo, estas alteracdes podem fazer parte da resposta do tecido tendineo no
processo de reparo do tenddo (LANGBERG et al., 2002; BURSSENS et al., 2005;
RILEY, 2008).

Outro estudo mostrou que nao somente a IL-1b como o TNF-a podem
aumentar a expressdo de MMP-13 em modelos de tendinite. Porém esta
metaloproteinase também aparece expressa em ceélulas de tenddes saudaveis,
sugerindo a participacdo de MMP-13 na manutencdo da homeostasia da matriz
extracelular do endotenddo (NOMURA et al., 2007).

As MMPs podem promover a abertura de barreiras endoteliais pela sua agéo
proteolitica, sendo um mecanismo gque permite a passagem de proteinas do plasma
e de células inflamatérias. Animais deficientes de MMP9 podem desenvolver sepses
e o envelhecimento também pode reduzir a habilidade dos tendcitos em remodelar e
reparar os tenddes (RENCKENS et al., 2006). Inibidores de MMPs podem melhorar
em 69% os casos de tendinopatias porém os efeitos colaterais podem ser elevados,
sendo indicado para o tratamentos cronicos, onde outras terapias ndo apresentaram
sucesso (ORCHARD et al., 2008).

O desenvolvimento de novos tratamentos e terapias para as tendinopatias
sdo tdo importantes quanto a prevencdo da doenca. Ainda é necessario definir
inteiramete a etiologia das tendinopatias, incluindo o desenvolvimento e a validagcao
in vitro e in vivo dos modelos experimentais, que permitirdo investigar a atividade
dos tendcitos em conjunto com as tensdes mecanicas sofridas pelo tenddo, 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 doenca ou a cura (RILEY, 2008).
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1.5.6 A Prostaglandina E2 (PGE2)

As inflamacdes do tenddo s&o consideradas como um grave problema para
seres humanos e animais, pela dificuldade de cura e pelo processo doloroso que ela
causa, com reducéo de movimento e do desempenho (MURRAY et al., 2001). O uso
excessido dos tenddes podem danificar o tecido, provocando morte celular,
aumentando a atividade de colagenases induzindo respostas bioquimicas como a
producao de prostaglandina E2 (DEVKOTA, 2007).

A PGE2 é um mediador inflamat6rio com importantes acées no tenddo. A
cicloxigenase € a primeira enzima no caminho de convers&o do Acido Araquidonico
em Prostaglandina. A producédo de PGE2 via COX-2 é regulada nas regides onde o
processo inflamatério foi instalado e sua producdo esta associada diretamente a
geracado de dor (LIPSKY et al., 1999; NARUMIYA et al., 1999).

A aplicacé@o de tensdes no tenddo humano, durante o exercicio pode alterar
a concentracdo intersticial de PGE2 e seus niveis podem aumentar cerca de 2,5
vezes, durante atividade fisica intensa (KJAER, 2009). Seus niveis também s&o
aumentados apos o exercicio de tensdo repetitivo com carga nos tenddes patelar e
calcaneo e em cultura celular de tenddo, o aumento de PGE2 pode reduzir
significativamente a proliferacdo das células indiferenciaveis no tecido tendineo e
acelerar a diferenciacdo destas células para adipdcitos e ostedcitos, reduzindo o
namero de tendcitos. Este estudo sugere que niveis elevados de PGE2 no tecido
tendineo estimulado pelo exercicio repetitivo pode conduzir a mudancas
degenerativas no tendao, prejudicando o reparo e produzindo tenddes espessos e
calcificados. (JIANYING, 2010). Neste caso, a PGE2 pode ser um contribuinte chave
nas tendinopatias. (DEVKOTA, 2007).

Em outros modelos animais, a inducao da lesdo no tendao rotador do ombro
de coelhos provocou o aumento significativo da interleucina IL-1b no primeiro dia
apos o ferimento e um pico nos niveis de PGE2 no sétimo dia diminuindo apdés 21
dias. No mesmo estudo, resultados imunohistolégicos mostraram que tanto a regiao
do tend&o, quanto o tecido cartilaginoso apresentaram expressao alta de COX-2,
sugerindo a participacdo dos tecidos adjacentes na lesdo e da producdo de
prostaglandina E2 via COX-2. (KOSHIMA, 2007). Niveis elevados de algumas
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citocinas como a IL-1 e IL-6 também podem aumentar a producdo de PGE2, via
COX-2 (O’'NEILL et al., 1987; MITSUI, 2010).

Terapia utilizando injecGes intra-articulares de acido hialurbnico, em
pacientes com processo inflamatério no tenddo rotator do punho, pode reduzir a
expressado génica de PGE2 via COX-2, porém o mecanismo de acdo desta terapia
ainda nao foi esclarecido. (MITSUI, 2010). Atualmente, terapias farmacoldgicas que
visam inibir a enzima COX-2 sao utilizadas na reducdo do processo inflamatorio e

reducado da dor, porém, os efeitos secundarios podem prejudicar o tratamento.

1.5.7 Receptores Neurocinina 1 (NK-1)

Uma das caracteristicas do processo inflamatorio é a presenca de dor que é
um sinal de adverténcia do corpo para a protecdo contra o dano tecidual sendo
causada pela sensibilizagdo ou ativacdo de neurdnios do nervo aferente. Esta
ativacdo nociceptora provoca a liberacao local de peptideos como a substancia P e
outros mediadores pro-inflamatorios (SANN et al., 1998).

A substancia P (SP) foi descrita inicialmente em 1978 por Krause et al.,
como sendo um neuropeptideo envolvido na dor. Este neuropeptideo pode ser
sintetizado ndo somente pelos neurbnios sensoriais, mas também por células
imunes e outras fontes ndo neuronais. Esta substancia é formada por onze
aminoacidos biolégicamente ativos do grupo das taquicininas e quando liberada
pelas terminacfes nervosas periféricas agem nos receptores NK1, desencadeiando
alteracdes intracelulares envolvidas na contracdo da musculatura lisa, na modulagcao
da resposta inflamatéria neurogénica e imunolégicas e na transmissdo da dor.
(RAWLINGSON et al., 2004).

O tecido inflamado normalmente produz diversos niveis de dor, definido
como hiperalgesia inflamatoria. Nos nervos periféricos este fendmeno é resultado da
acdo direta de mediadores inflamatorios ou quimicos como PGEZ2, leucotrienos,
adenosina, serotonina, epinefrina, endotelina e fatores de crescimento (TREEDE et
al.,, 1992) atuando em receptores ligados a proteina G e que mesmo em

concentragdes fisiologicas podem ativar ou sensibilizar os neurbnios nociceptores
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nos terminais nervosos periféricos e alterar a excitabilidade dos canais de sédio nos
terminais nervosos (GOLD et al., 1996).

Numerosos estudos mostraram a resposta do sistema nervoso central nos
ferimentos e na inflamacéo e niveis de SP e de receptores NK1 aumentados no
corno dorsal da medula espinal, em modelos de dor inflamatéria periférica (ABBADIE
et al., 1996; DELANDER et al.,, 1997; ALLEN et al., 1999; MCCARSON, 1999;
CRUCE et al., 2001; ROTHMAN et al., 2005).

Por ser um dos eventos da inflamacéo, a dor esta intimamente ligada ao
extravazamento plasmatico e com a ativacdo de neutréfilos (MIAO et al., 2000).
Estes 2 eventos podem aumentar os niveis de SP que regulam a transcricdo e
liberacdo de TNF- a, ajudando na ativacdo do receptor NK1 em modelos de
inflamacéo induzida de joelho (KEEBLE et al 2005).

Os receptores NK1 sdo acoplados a proteina G e que sinalizam os efeitos da
SP, sendo expressos em varias células como linfécitos T e B, mondcitos,
macrofagos e neutrdéfilos durante o processo inflamatério ou imunolégico.(HO et al.,
1997 ; LAMBRECHT et al., 1999). Consequentemente, a SP pode se ligar aos
receptores NK1, realcando e induzindo a producdo de diversas citocinas
inflamatérias, como IL-1, IL-6 e TNF-a (LOTZ et al., 1988; PALMA et al., 1998) e
ainda atuar na transducdo de sinais mecanicos em condrdcitos, regulando a fungéo
celular de maneira autécrina ou paracrina, através do receptor NK1 (MILLWARD et
al., 2003).

Os receptores NK1 e distribuido por todo o corpo, principalmente nas células
endoteliais e quando ativados pela SP, podem atuar como mediador pro-
inflamatorio, aumentando a permeabilidade vascular e a migracdo leucocitaria
durante o processo inflamatério (KEEBLE et al., 2005).

Estes receptores também possuem papel importante na regulacdo da
permeabilidade microvascular aumentada pela inducéo da inflamacado em modelo de
artrite temporo-mandibular. Seu bloqueio conduz a diminuicdo da permeabilidade
vascular e inibicAo de TNF-a que por sua vez inibe a producédo de IL-1b
remodulando a ativacdo e migracao de neutrofilo (DENADAI-SOUZA et al., 2009).

A Substancia P também pode ligar-se ao receptor NK1 e ativar NF-kb
aumentando a sintese de mediadores pro-inflamatorios e ainda atuar na inflamacéo
intestinal, induzindo MMPs e liberanto TGF-B, conduzindo a proliferacdo celular
(KOON e POTHOULAKIS, 2006). A ativacao dos receptores NK1 € importante para

40



a manutencédo da hiperalgesia em modelos de artrite de joelho em ratos (GAO et al.,
2003, CASTRO et al., 2006).

O aumento dos niveis de SP no liquido sinovial esta diretamente relacionado
ao aumento da temperatura intra-articular e a intensidade da dor em paciente com
artrite temporo-mandibular (APPELGREN et al.,1991). Resultados
imunohistoquimicos mostraram a presenca da SP e de receptores NK1 em tenddes
flexores humanos ligados ao epicéndilo medial, evidenciando a participacdo da dor
neurogénica na tendinopatia do cotovelo de tenistas (BJORN-OVE, et al., 2006).
Estes estados inflamatérios crénicos da dor, apesar de ndo serem totalmente
compreendidos, frequentemente seguem alguns padrdes e episddeos da inflamacéo
aguda (LEVINE et al., 2006).

1.6 Tratamentos

Condicdes inflamatérias de tenddes estdo associadas a uma ampla
variedade de tratamentos propostos, algumas delas com poucas evidéncias
cientificas que apoiem seu uso (KVIST, 1994; KHAN et al., 1999; ALFREDSON e
LORENTZON, 2000; ANDRES et al., 2008; BJORDAL et al., 2008).

Os tratamentos da tendinite tém por finalidade a reducéo da inflamacao, que
persistir, promove alteracdes nos feixes das fibras de coldgeno e aumento da
atividade de determinadas enzimas, prolongando-se assim as fases inflamatéria e
proliferativa, favorecendo a deposicdo excessiva de tecido cicatricial, alterando
algumas caracteristicas como a reducdo da resisténcia em compara¢do ao tendao
original (FERNANDES et al., 2003).

O tratamento mais comum € o conservador, recomendado pela maioria dos
autores como estratégia inicial. Na maioria das vezes consiste em uma abordagem
multi-orientada, incluindo modelos de reabilitagdo combinada como repouso,
medicacdo a base de antiinflamatdrios ndo esteroidais e corticoides, crioterapia,
massagem, treinamento de forga.

A eficacia do tratamento aumenta com a determinacédo da fase em que o
processo inflamatério no tenddo se encontra. Na fase inicial do processo de

reparacdo, podem ser instituidas préaticas hidroterapicas frias, visando-se reduzir o
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metabolismo na regido, e agentes antiinflamatorios esteroidais ou n&o-esteroidais
(ALVES e MIKAIL, 2006).

Os corticosteroides sdo bem absorvidos em qualquer sitio de administracao,
(tépica, oral, subcutanea, intramuscular, intralesional e intravenosa), porém podem
provocar efeitos deletérios no uso intralesional (POOL et al., 1980).

Os antiinflamatorios ndo esteroidais sdo as drogas utilizadas com mais
freqiéncia, como parte do tratamento inicial, principalmente na reducdo da dor,
embora seja comum encontrarmos amostras de tenddes durante a tendinopatia, com
auséncia de células inflamatérias que justifigue esta preferéncia (ALFREDSON et al.,
2003; ANDRES et al., 2008).

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 econdmico das terapias para desordens
musculo-esqueléticas com o uso de drogas antiinflamatérias é consideravelmente
alto, devido aos custos da medicacéo, hospitalizacdo e toxicidade destes agentes,
principalmente com relacdo a efeitos adversos gastrintestinais (PELOSO e
SCHEIMAN, 2001).

Nos Estados Unidos, os efeitos colaterais gastrointestinais (Gl) resultam em
mais de 76 mil hospitalizagbes e 7.600 mortes a cada ano. Mais de 50% dos
usuarios crbénicos de AINEs apresentam algum tipo de lesdo da mucosa
gastroduodenal. Outro levantamento mostrou que sao gastos anualmente 61,2
bilhdes de dodlares no tratamento da dor derivada de desordens musculo-
esqueléticas como artrite, osteoartrite, tendinite e outras inflamacdes. Porém, grande
parte dos tratamentos sédo considerados ineficazes (HAYER et al., 2007). No Brasil,
estima-se um gasto de US$ 2 bilhdes ao ano com tratamento dos efeitos
indesejaveis decorrentes do uso de AINEs (PORTAL SAO FRANCISCO, 2004).

O custo total de doencas musculo-esqueléticas no Canada em 1994 foi
estimado em 25,6 Bilh6es de ddélares canadenses, com a possibilidade de duplicar
em 30 anos. Medicagao e hospitalizagao representaram 80% deste custo total. Em
1995, foi estimado que 40 milhdes de cidadaos (15% da populacdo americana)
apresentam problemas musculo-esqueléticos como artrite, tendinites, osteoartrite
etc. Esta porcentagem tende a subir para 19% até 2020. No Brasil, mais de 15
milhdes de pessoas sofrem de osteoartrite. Nos Estados Unidos, 2 milhdes de

americanos sofrem de artrite reumatdide, sendo 60 % mulheres (PELOSO e
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SCHEIMAN, 2001). Para casos de tendinite e tendinose, ainda ndo se tem dados
precisos, mas sua predominancia elevada, junto ao fato delas se tornarem
frequentemente cronicas, faz das tendinopatias um grande problema socio-
econdbmico onde as intervencdes, tratamentos meédicos e terapias para a reabilitacdo
ainda séo limitados (LANGBERG e KONGS-GAARD, 2008).

1.7 Terapia Laser de baixa poténcia (LBP)

Varios trabalhos foram publicados para melhorar o entendimento dos efeitos
da terapia LASER no tratamento de doencas inflamatorias. Porém, apesar de todas
as investigacdes realizadas e do importante uso clinico do laser de baixa poténcia, o
conhecimento basico de seu mecanismos de acao ainda é muito deficiente.

No Brasil, a introdugcdo da tecnologia do laser foi bastante tardia em
comparacao com outros paises, principalmente paises da Europa e os Estados
Unidos. Os trabalhos pioneiros nesta area remontam a segunda metade da década
de 80. (BRUGNERA JR. e PINHEIRO,1998)

O termo Laser € um acronimo para “Light Amplification by emission of
radiation” (amplificagdo da luz pela emisséo estimulada da radiagdo). Embora Albert
Einstein originalmente tenha delineado os principios subjacentes a geracdo deste
tipo de luz no inicio deste século, foi somente em 1960 que Maiman produziu o
primeiro feixe de luz de laser e baseado neste prot6tipo surgiram varios aparelhos.
As caracteristicas que diferem a luz laser de uma lampada s&o: monocromaticidade,
colimacéo e coeréncia (SCHAWLOW,1995).

A coeréncia é uma das propriedades da luz laser, como citada acima, mas
ao penetrar no tecido, esta propriedade se perde nos primeiros extratos da pele. Isto
ocorre devido a grande variedade de estruturas celulares que compde a pele
(MICKILEY et al.,1988; HACZEKI et. al., 1989). Segundo esses autores, apesar da
perda da coeréncia no interior dos tecidos, a irradiagdo ainda € absorvida pelas
células, gerando alteracbes no seu metabolismo tanto em tecidos superficiais como
profundos (SVAASAND, 1990).
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Os lasers podem ser classificados em dois grandes grupos: os laseres
cirdrgicos de alta intensidade (HILT — High -Intensity Laser Treatment) e laseres nédo-
cirdrgicos de baixa intensidade (LILT — Low Intensity Laser Treatment).

Em geral, quase todas as aplicacdes com HILT tomam por base os efeitos
fototérmicos e fotoablativos do laser no tecido, sendo usados para cortar, destruir,
soldar, remover tatuagens, entre outros efeitos. Em contraste, nas décadas de 60 e
70 os pesquisadores voltaram-se para as aplicacdes com LILT e essas se baseiam
nas interacbes atérmicas da luz laser com o tecido, produzindo efeitos de
Biomodulagéo (KARU, 1998; BASFORD,1995).

A terapia com laser de baixa poténcia (LBP), incide sobre as reacbes
atérmicas da luz com o tecido, ocasionando efeitos fotoquimicos (SCHAFFER et al.,
2000; HONMURA et al.,1993), ou seja, radiagbes com baixa densidade de poténcia
(DP) 0,01 w/cm? & 1 w/cm? e também baixa densidade de energia (DE), de 1 &
10J/cm? (SCHINDL et al., 2000). Nesses limites se produz uma pequeno e nao
significante aumento de temperatura, o qual ndo ultrapassa 1 grau Celsius
(KARU,1987).

O tecido bioldgico € pouco homogéneo do ponto de vista Optico, assim toda
a radiacdo eletromagnética ao incidir sobre o tecido, se desdobra, uma parte sendo
refletida e a outra absorvida. A reflexdo varia com o angulo de incidéncia da luz e as
propriedades Opticas da superficie do tecido. Anderson et al. (1981) comprovaram
qgue a reflexdo da luz laser na pele é de 4-7%, quando esta for incidida de forma
perpendicularmente, variando para mais com a aplicacdo de pomadas, liquidos e
secrecao sebacea. Entdo, de 93-97% da irradiacdo incidente na superficie penetra
nos substratos subsequentes, na pele e na derme, encontrando substancias com
indice de refracdo diferentes. Dessa forma os fétons vao se distribuir de acordo com
a absorcdo de cada estrutura, pois a funcdo fotorreguladora determina qual
comprimento de onda que cada estrutura é capaz de absorver e com iSSO promover
transformacdes na atividade funcional e metabdlica da célula.

O Laser de baixa poténcia parece agir sobre organelas celulares
(mitocondrias e membranas), gerando aumento da sintese de ATP e modificando o
transporte idnico. Dessa forma o laser, em curto prazo, acelera a glicolise e a
oxidacéao fosforilativa e em longo prazo a transcricdo e a replicagcédo do DNA (KARU,
1987).
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Acredita-se que a acdo do laser de baixa poténcia sobre o tecido esta
relacionada a possibilidade de inibicdo do aparecimento de fatores quimiotaticos nos
estagios iniciais da inflamacao; de interferir com o efeito dos mediadores quimicos
induzidos pela inflamagédo (CAMPANA et al., 1998; CAMPANA et al. ,1999); inibir a
sintese das prostaglandinas (SATTAYUT et al., 2000; BJORDAL et al., 2006) além
de inibir o esfincter pré-capilar, através de mediadores quimicos.

Estudos adicionais sobre o efeito antiinflamatério do laser de baixa poténcia
ainda se fazem bastante necessarios e seu mecanismo de acdo deve ser
investigado a fim de compreender suas a¢des nos diferentes modelos experimentais
em que vem sendo utilizados.

Campana et al. (1998) quantificaram o nivel de fibrinogénio plasmatico (FP)
em modelo de lesdo tecidual induzida por laparotomia e tratada com LBP e
diclofenaco de sodio. Nesse modelo experimental os resultados mostraram que o
nivel de FP que se encontrava aumentado nos tecidos lesados retornaram a niveis
normais apés o tratamento com LBP sendo semelhante ao tratamento com
diclofenaco de sodio. Esses resultados sugerem que a resposta inflamatdria pode
ser normalizada ou reduzida pela acdo fotoquimica do LBP, sugerindo uma acéo
seletivo da COX-2, visto que a reducdo do FP obtida com LBP foi semelhante ao
tratamento farmacologico.

Sattayut et al. (1999), investigaram o efeito do laser As-Ga-Al (820nm) com
densidade de energia de 4J/cm? e 19J/cm? na producdo de PGE, em culturas de
células estimulada com IL-1 e observaram que a inibicdo da sintese de PGE;
ocorreu com 19J/cm?, sugerindo ser este 0 mecanismo analgésico para as dores
musculo - esqueléticas.

Campana et al. (1999) avaliaram a inflamacdo em modelo de artrite
reumatoide, em ratos, induzida por hidroxiapatita e tratada com LBP (632,8nm) com
densidade de energia de 8J/cm? em 24 e 48 horas apds o estimulo e obtiveram
como resultados que o nivel de FP, PGE, plasmatico e PGE; sinovial estavam
reduzidos em relacdo ao controle, entretanto, as lesdes histoloégicas permaneceram
sem diferenciacdo entres os grupos tratados e néo tratados, sugerindo que o LBP é
capaz de inibir os efeitos quimiotaticos dos estagios iniciais da inflamacao ou podem

interferir na formagé&o de mediadores quimicos derivados da cicloxigenase.
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Goldman et al. (1980), relatam que pacientes com artrite reumatéide que
foram tratados com laser diodo Ga-Al-As (780 nm) a 31 J/seg/cm2 apresetaram
melhora no quadro inflamatério.

England et al. (1989), encontraram uma melhora significativa da dor,
mobilidade e funcdo em pacientes com tendinites bicipitais e do musculo supra-
espinhoso do ombro ap6s 2 semanas de aplicagbes com laser de AsGa em
comparacdo com os tratamentos empregando drogas como 0 naproxeno sodico
(550mgQ). Brosseau et al. (2000), estudaram a terapia de laser de baixa poténcia em
artrite reumatoide e observaram 70% de reducdo da dor em relacdo ao placebo e
aumento de 1,3cm de flexibilidade. Reddy et al. (1998) utilizaram laser de He-Ne
(632,8) 1J/cm? durante 14 dias consecutivos em pacientes com cirurgia de tend&o
(pbs-cirurgico) e observaram melhora nas condi¢cdes biomecanicas com aumento na
forca ténsil e melhora no processo de reparacdo. Huang et al. (2000), realizaram um
estudo de revisdo sobre o tratamento de diferentes doencas (bursites, tendinites e
Disturbios Osteomusculares Relativos ao Trabalho (DORT) e a terapia com laser de
baixa poténcia e observaram melhora dos pacientes tratados com laser em relacdo
aos grupos placebo e controle.

O uso de lasers na pratica clinica objetivando o efeito antiinflamatério em
diferentes doencas baseia-se em um numero ja razoavel de publicacdes de carater
cientifico.

Nos ultimos anos, inimeros estudos clinicos aleatorizados, placebo-controle
foram realizados, fazendo com que a terapia laser jA seja considerada como
alternativa terapéutica para varias doencas. Alguns autores apresentaram trabalhos
em colaboracédo, publicando estudos experimentais e clinicos com a aplicacdo do
Laser da Baixa Poténcia em diferentes situa¢ées (FRIGO, 2009; CHOW, 2009; LEAL
JR et al., 2008; BJORDAL et al., 2008; STERGIOULAS et al., 2008; CORREA et al.,
2007; BJORDAL et al.,, 2007; AIMBIRE et al., 2007; AIMBIRE et al., 2006a,b;
LOPES-MARTINS et al., 2006a,b; BJORDAL et al., 2006a,b,c; LOPES-MARTINS et
al., 2005; AIMBIRE et al., 2005; ALBERTINI et al., 2002, 2004; SANTOS et al.,
2002a,b). A partir destes trabalhos, foi possivel caracterizar o efeito da Terapia com
Laser de Baixa Poténcia na reacédo inflamatoria, no edema de pata, na pleurisia e
dermatite, na hiperreatividade de vias aéreas em ratos e camundongos, na tendinite
em humanos e induzida em animais e no processo doloroso. No entanto, € muito

importante ressaltar que muito pouco se conhece a respeito do mecanismo de acao
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dos lasers infravermelhos. Neste sentido, os estudos experimentais com estes
comprimentos de onda assumem grande relevancia para o esclarecimento do

mecanismo de acado da terapia.
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2 HIPOTESE

Atualmente os laseres de comprimento de onda na faixa do infravermelho
sdo os mais utilizados em doencas inflamatérias articulares e musculo-esqueléticas.
Tendo em vista os dados apresentados anteriormente em que relatamos o impacto
desta doenca na populacdo mundial e a baixa eficiéncia de muitas terapias
utilizadas, a importancia do desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas
representa um fator altamente relevante para o Sistema de Saude, especialmente
em paises subdesenvolvidos. No entanto, o estabelecimento de parametros clinicos
para a utilizagdo desta técnica é extremamente necessario, visto que a terapia laser
muitas vezes é utilizada sem embasamento cientifico que comprove sua acao.

A hipétese deste trabalho € de que o laser de baixa poténcia (810nm), infra-
vermelho, possa reduzir o processo inflamatério agudo induzido pela injecdo de
colagenase em tendfes calcaneo de ratos, contribuindo para o reparo tecidual e
reducao da dor.
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3 OBJETIVOS

Dentro do cenario de novas tecnologias e estratégias terapéuticas utilizadas
para o tratamento das disfun¢cdes osteomusculares, entre elas, a inflamacéo aguda
do tenddo (tendinite), objetivamos estudar o efeito do laser de baixa poténcia na
inflamacédo aguda do tendédo, investigando a eficacia e os possiveis mecanismos de
acdo desta terapia no modelo de tendinite em tenddo calcaneo de ratos,
estabelecendo bases para o desenvolvimento de um protocolo experimental e clinico
eficaz, capaz de ampliar conhecimentos sobre mecanismo de acdo do LASER

infravermelho (810nm).
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4 MATERIAIS 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 racédo, provenientes do Biotério do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada e ciclo
claro/escuro de 12 horas.

Nossos protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo (ICB — USP) ( n° 106, fls. 20 do livro 2).

4.2 Inducéo da Inflamacdo em Tendao Calcaneo de Ratos

Os animais foram anestesiados por via inalatéria com halotano e receberam
100 pl de injecéo transcutanea de colagenase (1 mg/ml; Sigma Chemical Co, Cat. C-
6885) na regido posterior da pata direita, no Tenddo calcaneo. Animais do grupo
controle receberam como veiculo, 100 pl de salina estéril 0,9%. A seguir, 0S animais
retornaram para as caixas de contencdo separados em diferentes grupos
experimentais.

Apos a inducdo do processo inflamatoério pela injecdo de colagenase, os
animais foram sacrificados apoés 2, 4, 6, 12, 24, 48 horas e 7 dias. Para o sacrificio
os ratos receberam “overdose” de anestésico (halotano) seguido de deslocamento

cervical. O tecido do tendao foi entdo removido para posteriores analises.
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4.3 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em diferentes grupos conforme o esquema

abaixo:

Grupos

Experimentais

l Tendinite

1
Diclofenaco
4

3Joules 6Joules

l Irradiados

Figura 4. Esquema de grupos utilizados.

- Grupo Controle (Salina): Tenddes de animais que receberam como veiculo, 100u

| de solucéo salina estéril (0,9%) na regido Peritendinea.

- Grupo Colagenase — Tendinite sem tratamento (ST): Tenddes de animais que

receberam 100ug de Colagenase.

- Grupo Diclofenaco (D): Receberam injecées com 100ug de Colagenase e foram

pré-tratados com Diclofenaco de Sodio (1mg/kg I.M.), 30 minutos antes da inducéao.

- Grupos Irradiados: Receberam injecdo com 100ug de Colagenase na regiao
Peritendinea e os tenddes foram irradiados, na regido da injecdo, num Unico ponto e
por contato, recebendo energias de 1J, 3J e 6J para cada grupo irradiado, 1hora

apos a inducao
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4.4 Aplicacdo da Terapia com Laser de Baixa Poténcia (LBP)

Apdbs serem submetidos ao modelo de inflamacdo aguda pela injecdo de
colagenase, os animais acondicionados no contensor, receberam tratamento com
laser de baixa poténcia 810 nm e 100mW de poténcia (Thera Lase, DMC®) (figura 5),
1 hora apos a inducéo do processo inflamatério

Figura 5. Equipamento Thera-lase e contentor para ratos, utilizados nas irradiagdes.

O tempo de Irradiacdo é variavel para cara energia apresentada, de acordo
com a seguinte Férmula da Densidade de Energia (DE):

DE=E/A ou DE=P*t/A
Para:
DE = Densidade de Energia (J/cm?)

E = Energia (Joules) A = Area (cm?)

P = Poténcia (Watts) t = tempo (segundos)
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4.5 Avaliacdo do Edema do Tendé&o — Diferenca entre as massas (peso seco -

peso umido).

Para a avaliagdo do edema produzido no tend&o calcaneo dos animais, 0s
tendBes foram dissecados e submetidos a pesagem (peso umido em mg) . Apds,
foram levados a estufa e apds 24h, o tendao desidratado foi avaliado (peso seco em
mg). O edema inflamatorio foi representado pela diferenca entre as massas (peso
seco — peso Umido).

A determinacao da evolucao do edema foi realizada nos tempos de 6, 12, 24

e 48 horas e também 7 dias, para 0s grupos controle e colagenase.

4.6 Avaliacdo do Extravasamento Plasméatico pela Concentracdo de Azul de

Evans no tecido.

Material:

- Azul de Evans a 2,5%, MERCK®, artigo 3169
- Solucao fisiologica 0,45%

- Formamida MERCK®, artigo 9684.1000

- Membrana esterilizante: 0,22, MILLIPORE®

Foi preparada uma solucdo de Azul de Evans (25mg/ml), filtrada em
membrana milliper 0,22 um e conservada em temperatura de 4 °C. Os animais dos
grupos controle, colagenase e tratados com Laser, foram anestesiados com
associacdo de cloridrato de xilazina e cloridrato de ketamina (1mg/kg), via
intraperitoneal. Uma hora antes do término de cada periodo de sacrificio, 0s animais
receberam injecdo endovenosa peniana de Azul de Evans na concentracdo de 25
mg/Kg, (0,1 ml/100g de animal; agulha 13 x 4,5mm).

Uma hora apos a injecdo de Azul de Evans, os animais foram sacrificados
com “overdose” de Halotano seguido se deslocamento cervical.

Os tendbes foram removidos, dissecados, submetidos a pesagem (mg) e

depois imersos em tubos de vidro contendo Formamida (4ml/g). Estas amostras
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foram mantidas em em estufa (37 °C, 24h) e finalmente agitados mecanicamente por
15 segundos (agitador PHOENIX® modelo AT 56). O corante extraido pela
formamida foi conservado a temperatura de -20 °C para posterior leitura
espectrofotométrica.

A determinacdo espectrofotométrica do Azul de Evans foi realizada com
aliqguotas de 150ul de cada amostra dispostas em placa de 96 pocos (andlise em
duplicata) e a leitura em leitor de ELISA (BIOTEK, 618 - 620nm). Foi utilizada 150pl
de formamida para padronizar o branco para o teste e a curva padrao foi feita
utilizando diluicdes de Azul de Evans. As leituras foram interpoladas por regressao
linear em uma curva padrdo do corante e as concentragdes foram calculadas (ug

Azul de Evans / mg de tecido.

4.7 Andlise de expressao génica pela reacdo em cadeia da polimerase apés

transcricdo reversa em tempo real (real time RT-PCR).

Apé6s a inducdo da tendinite, os animais dos grupos controle, colagenase e
tratados com laser foram sacrificados com “overdose” de halotano seguido de
deslocamento cervical. Os tenddes removidos foram 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
guantificada 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 instrucbes do fabricante. ApOs 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 analise das amostras em tempo real obedeceu a um ciclo
de desnaturacéo inicial (10min a 95 °C) e quarenta ciclos de amplificacao (30 seg de
desnaturacao a 95 °C e 1min de anelamento e extenséo a 60 °C).

As sequéncias dos primers utilizados estdo representadas na figura 6
conforme Wang et al. (2004). Os resultados da expressdo génica foram

interpretados usando-se a férmula 2-AACt (Ct = numero de ciclos necessarios para
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atingir o limiar de fluorescéncia acima do valor de fundo - background) que relaciona
a expressédo do gene de interesse comparado aquela do gene controle B-actina.

PRIMER SEQUENCIA
B-ACTINA FOWARD: AAGATTTGGCACCACACTTTCTACA
REVERSE: CGGTGAGCAGCACAGGGT
COX-1 FOWARD: CCTCACCAGTCATTCCCTGT
REVERSE: CCGTGCGAGTACAGTCACAT
COX-2 FOWARD: AGATCAGAAGCGAGGACCTG
REVERSE: CCATCCTGGAAAAGTCGAAG
TNFa FOWARD: CAGAGGGAAGAGTTCCCCAG
REVERSE: CCTTGGTCTGGTAGGAGACG
TGFB1 FOWARD: CCCCACTGATACGCCTGAGT
REVERSE: AGCCCTGTATTCCGTCTCCTT
MMP3 FOWARD: CCCGTTTCCATCTCTCTCAA
REVERSE: GTGGGTACCACGAGGACATC
MMP9 FOWARD: CAATCCTTGCAATGTGGATG
REVERSE: TTCCTCCGTGATTCGAGAAC
MMP13 FOWARD: GATGGGCCTTCTGGTCTTCT
REVERSE: GAGCTGCTTGTCCAGGTTTC
IL-10 FOWARD: CATGGGTCTTGGGAAGAGAA
REVERSE: GCTTTCGAGACTGGAAGTGG

Figura 6. Sequéncia de Primers utilizados na analise da Expressdo de mRNA, pela técnica de RT-

PCR em tempo real.
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4.8 Andlise da Expressao Protéica de Ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), de
Neurocinica 1 (NK1) e de Residuos de nitrotirosina (NT) por Western-

Blotting.

ApoOs os tenddes serem homogeneizados, o conteudo protéico presente no
sobrenadante foi determinado pelo método de Bradford (1976) empregando Kkit
comercial (Bio Rad, EUA).

Foram utilizados 25 pl da proteina presente nas amostras, separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo Lauril Sulfato de Sédio (SDS —
PAGE), conforme originalmente descrito por Laemmli (1970). As bandas protéicas
foram transferidas eletroforeticamente através de sistema submerso para uma
membrana de nitrocelulose (Hybond-ECL, Amersham Pharmacia;. 150 mA, 2 horas).
Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram
bloqueados mediante incubacdo da mesma com solucdo de caseina a 0,2%,
preparada em tampao TBS-t (TRIS 20 mM + NaCl 137 mM contendo 0,1% de Tween
20).

A seguir as membranas foram incubadas com o0s anticorpos primarios
especificos para COX-1 e COX-2, NK1 e NT e ap6s lavagem apropriada em TBS-t (6
lavagens de 10 minutos cada), as membranas foram incubadas com anticorpos
secundarios (anti-camundongo conjugado com fosfatase alcalina (1:3000; Bio Rad,
EUA).

As membranas foram submetidas a uma nova série de lavagens em TBS-t e as
bandas imunoreativas foram reveladas por quimiluminescéncia (Lumiphos, Pierce,
EUA). As imagens foram captadas mediante sistema Chemilmager (Alpha Innotech,
EUA) e as intensidade das bandas (como medida do grau de expressdo da proteina)
foi determinada por analise densitométrica. Um controle da quantidade de proteinas
aplicada em cada poco foi realizado corando-se a membrana com solugédo Ponceau
0,2%. Os resultados de densitometria foram expressos em % em relagdo ao grupo
controle (100%).
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4.9 Andlise da atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A presenca de neutrofilos foi avaliada pela dosagem da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO), considerada um marcador especifico da presenca deste
tipo celular. Avaliou-se portanto, a atividade desta enzima como um indicador da
presenca e da quantidade de neutréfilos presente no tecido tendineo 12 horas ap6s
a injecao de colagenase.

O método da medida de atividade de MPO baseia-se na velocidade de
oxidacdo do substrato o-dianisidina na presenca de agua oxigenada, que é
evidenciada pela mudanca de absorbancia medida por espectofotometria a 460 nm
(77).

Apoés os animais serem sacrificados, a pele da regido do tendao foi retirada e o
tendao calcaneo foi cuidadosamente dissecado e transferido para uma cuba e foi
adicionados igual volume de brometo de hexadeciltrimetilamdnia (HTAB, Sigma
Chem. Co., EUA), seguido de homogeneizacdo em vortex (Heidolph Diax 900,
Alemanha) e ultrasonicacdo durante 20 segundos. Os tubos foram aquecidos
durante 2 h a 60 °C em estufa, para inativacdo da atividade enddégena de Catalase
(SATO, et al., 2003), e entdo centrifugados a 12.000g durante 2 min. Dez microlitros
do sobrenadante foram pipetados (em duplicata) em microplaca de 96 pocos e
acrescidos com 200 uL de uma solugdo de tampdo fosfato de potassio (pH=6)
contendo 0,164 mg/mL de dihidrocloreto de o-dianisidina (Sigma Chemical Co.,
EUA) e 0,0005% de peréxido de hidrogénio (Merck, Alemanha). A mudanca de
absorbancia a 460 nm foi medida em um leitor de microplacas (Espectra Max plus
384, EUA) durante 10 min., e a atividade de MPO foi calculada a partir da velocidade
méaxima da reagéo por segundo. O resultado foi expresso em Unidade de MPO /
tendao, sendo que uma unidade de MPO é definida como a quantidade em pmol de
H.0, degradado por minuto.
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4.10 Andlise da geracdo de PGEZ2 (in vitro)

Os tendbes dos grupos controle, colagenase e tratados com laser foram
removidos, limpos e pesados. As amostras foram trituradas em solucédo tampéo PBS

(Iml) e incubadas (1h e 37 °C) para permitir a geracéo de PGE2.

Amostras independentes foram incubadas com PBS acrescido de inibidor de
COX-1 e COX-2 (indometacina, 20ug/ml), e os valores obtidos foram considerados

como branco farmacoldgico da producédo de PGE2.

Outras amostras foram incubadas com PBS e inibidor seletivo de COX-2
(etoricoxib, 2ug/ml). Estes valores permitiram saber qual foi a PGE2 proveniente
exclusivamente da isoforma COX-1.

Apoés 1 hora, as amostras com tenddes em PBS e as amostras com etoricoxib
receberam indometacina (20ug/ml) para finalizar a geracdo de PGE2. Assim,

descontando estes valores da geracao total obtivemos a producéo devida a COX-2.

As concentracdes de PGE2 foram medidas nos meios de incubagéo por
ELISA e relacionadas ao peso de cada amostra de tenddo. Os valores foram
expressos em ng de PGE2 por g de tecido por hora. A quantificacdo de
prostaglandina E2 (PGE2), foi feita através do kit - RD System contendo anticorpo

anti-PGE2 aderido a placa.

4.11 Anélise Estatistica:

Os dados foram expressos pela média e pelo desvio padrdao da média (£ D. P.
M.)
Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) onde os

valores p < 0.05 e p < 0,01 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Formacéao do edema— Curso temporal
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Figura 7. Gréfico do curso temporal do edema formado no tendéo de ratos. (A) Edema: [peso Uimido
— peso seco]. (B) Edema formado pelo concentracéo de azul de Evans extravasado no
tecido. Os valores estéo representados pela Média + DPM. N = 5 animais/grupo (* p<0,05
e ** p<0,01) vs controle salina.
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Os gréficos anterior mostram a formacao do edema pela diferenca entre as
massas iniciais e finais do tendao (A) e pelo concentracdo do corante azul de Evans
extravasado no tecido (B).

Os grupos apresentados sao: Salina (grupo controle) e grupos com tendinite
induzido por colagenase apds 6h, 12h, 24h, 48h, 72h, 7 e 14 dias.

Em (A) ap6s 12 horas houve um aumento significativo no valor da diferenca
entre a massa inicial e final, relacionado ao edema, quando comparado ao grupo
salina (controle) e este aumento foi reduzido apds 24 horas, mas manteve valores
maiores que o grupo controle até 7 dias apds a inducdo da tendinite.

Este aumento também foi evidenciado no gréfico da concentracao de azul de
Evans. Em (B), a concentracdo maior também foi observada em 12 horas e a partir
de 48 horas este valor foi reduzido, mas manteve-se maior que o grupo salina sem
inducgédo da tendinite.

Apés 72 horas, nao foi observado diferenca significativa da concentragéo do

corante quando comparado ao primeiro grupo.
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5.2 Estresse oxidativo — Residuos de Nitrotirosina (NT) — Curso temporal

A figura 8 mostra a formacdo de residuos de nitrotirosina por Western-
Blotting, apds a inducédo da tendinite em ratos. S8o apresentados grupos salina e
tendinite nos intervalos de tempo de 3h, 6h, 12h e 24 horas.

E possivel observar um aumento na intensidade das bandas a partir de 6
horas e a maior intensidade em 12 horas quando comparadas ao grupo salina. Apos

24 horas, esta intensidade aparece reduzida.
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Figura 8. Gréfico do curso temporal da formacgéo dos residuos de nitrotirosina. Aumento do estresse
oxidativo induzido por colagenase nos tenddes de ratos. Membrana representativa,
(Técnica de Western Blotting — Residuos de Nitrotirosina). Os valores estédo representados
pela Média + DPM. N = 4 animais/grupo.
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5.3 Expressao Génica de COX-1 e COX-2 — Curso temporal
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Figura 9. Curso temporal da expressdo de COX-1 e COX-2 nos animais com tendinite. (A)
Expressédo génica de COX-2, (B) Expresséo génica de COX-1. (Técnica de RT-PCR em
tempo real). Os valores estdo representados pela Média + DPM. N = 5 animais/grupo.

(*p<0,05, **p<0,01 vs grupo controle salina).
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O grafico da figura 9 apresenta a expressdo génica de COX-1 e COX-2
durante o processo inflamatoério induzido pela colagenase.

A figura 9(A) mostra o aumento da expressao génica de COX-2 em tendbes
saudaveis e inflamados. Podemos observar um aumento significativo da expresséo
génica desta enzima 2 horas ap0s a inducao da tendinite.

ApoGs 4 horas a expressao continua aumentada, porém numa intensidade
menor que em 2 horas e nos tempos seguintes (6h, 12h e 24h) estes valores séao
reduzidos.

A figura 9(B), mostra a expressao génica de COX-1 em tendBes saudaveis
(salina) e com tendinite. No tempo de 2 horas também houve um discreto aumento

na expressao, porém nao significativo quando comparado ao grupo salina.

5.4 Edema (diferenca de massas e extravasamento plasmatico) apés

tratamento com laser.

A figura 10(A) mostra a diferenca entre as massas iniciais e finais dos
tenddes de ratos 12 horas apés a inducdo da tendinite relacionados a formacéo do
edema. Neste gréafico, podemos observar que o grupo tendinite sem tratamento
apresentou valores significativamente maiores que o grupo salina.

A diferenca entre as massas também manteve-se aumentada nos grupos
tratados com Diclofenaco de Sodio e Irradiados com 1 Joule e 6 Joules. Somente o
grupo tendinite irradiado com energia de 3 Joules apresentaou uma reducao
significativa na diferenga das massas.

Em (B), segue-se um padréo parecido, onde a concentracdo de azul de
Evans aparece aumentada no grupo tendinite sem tratamento assim como 0 grupo
tendinite tratado com diclifenaco e o grupo irradiado com 1J que apresentaram
discreta reducdo, mas sem valores significativos. O grupo irradiado com 3J aparece
novamente com concentragao do corante significamente reduzida, junto com o grupo
6J.
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Figura 10. Gréfico do edema formado através da diferenca de massas inicial e final (A) e da
concentracdo de azul de Evans no tecido (B). Grupos: Salina (Controle), tendinite sem
tratamento (ST) e tendinite tratado com diclofenaco de sddio (D) e com irradiagéo laser
nas energias de 1Joule, 3Joules e 6Joules e poténcia de 100mW. (* p<0,05 e ** p<0,01
vs controle salina e “p<0,05 e vs grupo ST).
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5.5 Atividade da Mieloperoxidase (MPO) na tendinite apés tratamento com

laser.

O gréfico abaixo mostra a atividade da enzima Mieloperoxidade (MPQO) em
tendBes de ratos, 12 horas apés a inducdo da tendinite. Os grupos com tendinite,
exceto o grupo irradiado com 3 joules, apresentaram aumento da atividade de MPO
quando comparados ao grupo salina (controle). O grupo tendinite ndo tratado
apresentou aumento significativo da atividade de MPO quando comparado ao grupo
salina. O grupo tendinite tratado com diclofenaco de sodio e o grupo tendinite tratado
com laser na energia de 1 Joule aumentaram ainda mais a atividade de MPO.
Somente o grupo com tendinite e tratado com laser na energia de 3 Joules foi capaz
de reduzir a atividade da MPO.
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Figura 11. Grafico da atividade da enzima Mieloperoxidase no tecido tendineo 12 horas apés
inducdo do processo inflamatdrio (ELISA). Grupos: Controle (Salina) e tendinite, ndo
tratado (ST) e tratado com Diclofenaco de Sédio (D) ou com Laser 810nm (1Joules e
3Joules). Os valores estdo representados pela Média + DPM. N = 6 animais/grupo.
**p<0,01 vs salina. # p<0,05 ##p<0,01 vs ndo-tratado.
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5.6 Estresse oxidativo — Residuos de Nitrotirosina (NT) e tratamento Laser
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Figura 12. Gréfico da formagéo dos residuos de nitrotirosina 12 horas apés inducédo da tendinite.
Aumento do estresse oxidativo nos tenddes de ratos e tratamento com Laser 810nm —
100mW. Grupos: Salina (Controle), tendinite induzida por colagenase e sem tratamento
(C) e tendinite tratado com irradiacdo laser nas energias de 1Joule, 3Joules e 6Joules e
poténcia de 100mW. (A) Membrana representativa (B) Densitometria. (Técnica de
Western Blotting — Residuos de Nitrotirosina). Os valores estdo representados pela
Média + DPM. N = 4 animais/grupo.
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A figura 12(A) mostra os residuos de nitrotirosina por Western Blotting,
apos a inducéo da tendinite em ratos.

Podemos observar um discreto aumento da intensidade das bandas no
grupo tendinite sem tratamento (Colagenase) em comparagao ao grupo salina.

O grupo com tendinite e tratado com irradiacdo laser na energia de 1Joule
também apresentou aumento na intensidade das bandas de nitrotirosina quando
comparado ao grupo salina. Os grupos com tendinite e irradiados com 3Joules e
6Joules apresentaram discreta reducéo na intensidade das bandas em comparacao

ao grupo tendinite sem tratamento (Colagenase).

5.7 Expressao protéica de COX-2 e tratamento Laser

A figura 13, mostra a expressdo protéica da enzima COX-2, 12 horas apos a
inducao da tendinite.

Podemos observar que o grupo tendinite sem tratamento apresentou um
discreto aumento na expressao protéica de COX-2 em comparacdo ao grupo
saudavel (salina).

O grupo com tendinite e tratado com laser na energia de 3 Joules, apresentou

discreta reducéo na expressao protéica de COX-2.
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Figura 13. Expressao protéica da enzima COX-2, 12 horas apés a indugdo da tendinite. Grupos:
salina (controle), tendinite sem tratamento (ST) e grupos com tendinite e tratados com
Laser 810nm — 100mW na energia de 1J, 3J e 6J. N = 4 animais/grupo. (A) Membrana
representativa (B) Densitometria. (Técnica de Western Blotting). Os valores estédo
representados pela Média + DPM. N = 4 animais/grupo.
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5.8 Expressao Génica de COX-2 e tratamento Laser

A figura 14 mostra a expressdo génica da enzima COX-2 apés 2 horas da
inducdo da tendinite em tenddes saudaveis e doentes. E possivel obsevar o
aumento desta expressdo no grupo tendinite sem tratamento quando comparado ao
grupo salina. Os grupos tendinite tratado com diclofenaco de sodio e o grupo
irradiado com laser na energia de 1 Joule também apresentaram aumento da
expressdo de COX-2. Somente os grupos irradiados com 3J e 6J apresentaram
reducao desta expressdo quando comparados ao grupo sem tratamento. O grupo
irradiado com 3 Joules apresentou significativa reducdo da expressao protéica de

COX-2, chegando a valores proximo do grupo salina.
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Figura 14. Gréfico da expresséo génica de COX-2 em animais com tendinite. Material analisado 2
horas apés a inducdo por colagenase. Grupos: salina (controle), tendinite sem
tratamento (ST) e grupos com tendinite e tratados com Diclofenaco de sédio e com Laser
810nm — 100mW na energia de 1J, 3J e 6J. Os valores estdo representados pela Média
+ DPM. N = 5 animais/grupo. (*p<0,05 e **p<0,01 vs controle salina e “p<0,05 e *p<0,01
vs ST).
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5.9 Expressao Génica de COX-1 e tratamento Laser

A figura 15 mostra a expressdo génica da enzima COX-1, 2 horas apés a
inducao da tendinite. Observa-se um discreto aumento na expressao de COX-1 nos
animais com tendinite sem tratamento quando comparados ao grupo salina.

Os grupos irradiados com 1J E 6J apresentaram pequena reducdo desta
expressao, quando comparados ao grupo sem tratamento.

Os outros grupos (Diclofenaco e irradiado com 3J) ndo apresentaram

diferencas em relacdo ao grupo salina ou em relagdo ao grupo sem tratamento.
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Figura 15. Gréfico da expressdo génica de COX-1 em animais com tendinite. Material analisado 2
horas apdés a indugdo por colagenase. Grupos: salina (controle), tendinite sem
tratamento (ST) e grupos com tendinite e tratados com Diclofenaco de sédio e com Laser
810nm — 100mW na energia de 1J, 3J e 6J. Os valores estao representados pela Média

+ DPM. N = 5 animais/grupo.
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5.10 Expresséao Génica de TNF-a na tendinite e tratamento Laser

O grafico seguinte mostra a expressao génica de TNF-alfa, 2 horas apés a
inducdo do processo inflamatorio pela injecdo de colagenase, sendo composto por
um grupo controle (salina) onde ndo houve a inducéo da tendinite. Os outros grupos
apresentam tendinite e estdo divididos em grupo néo tratado (ST) e grupos tratados
com diclofenaco (D) ou com laser em duas energias diferentes (1J e 3J).

Podemos observar que todos 0s grupos, exceto o grupo salina apresentaram
um valor acentuado na expresséo génica de TNF-alfa. O 2° grupo (sem tratamento)
e 0 3° grupo (tratado com diclofenaco de sédio) apresentaram um aumento maior
gue os grupos irradiados.

Ao comparar os grupos tratados (diclofenaco e laser) com o grupo nao
tratado, observamos que enquanto o grupo diclofenaco néo apresentou significativa
alteracdo, os grupos irradiados apresentaram reducdo significativa na expressao

génica de TNF-alfa.
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Figura 16. Grafico da expresséo génica de TNF-a em tenddes calcaneo de ratos. Grupos: Controle

(Salina) e tendinite, ndo tratado (ST) e tratado com Diclofenaco de Soédio (D) ou com
Laser 810nm (1Joules e 3Joules). Os valores estéo representados pela Média + DPM. N
= 5 animais/grupo. **p<0,01 vs salina e #p<0,05 vs ST.
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5.11 Expresséao Génica de IL-10 na tendinite e tratamento Laser

O gréfico seguinte nos mostra a expressdo génica de IL-10 em tenddes
calcaneo, 2 horas apos a inducdo do processo inflamatério pela injecdo de
colagenase.

Neste grafico podemos observar que o grupo sem tratamento apresentou
discreto aumento da expressao de IL-10, porém ndo significativo quando comparado
ao grupo salina. Todos os grupos com tendinite e que receberam tratamento,
apresentaram aumento significativo na expresséao de IL-10 em comparacdo ao grupo
salina.

O grupo irradiado com energia de 3 Joules apresentou 0 maior aumento desta

expresséo em relacdo aos outros grupos tratados.
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Figura 17. Gréfico da expressdo génica de IL-10 em tenddes calcaneo de ratos. Grupos: Salina
(Controle) e tendinite sem tratamento (ST) ou tratado com Diclofenaco de Sédio (D) ou
com Laser 810nm — 100mW nas energias de 1Joules ou 3Joules. Os valores estdo
representados pela Média + DPM. N = 6 animais/grupo. *p<0,05 e **p<0,01 vs ST.
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5.12 Expressao Génica de TGF-B na tendinite e tratamento Laser

O gréfico seguinte mostra a expressao génica de TGF-B, duas horas apos a
inducdo da tendinite. O primeiro grupo (salina) é o grupo controle onde ndo houve
inducao do processo inflamatdrio. Os outros grupos, nao tratado e grupo tratado com
laser em duas energias diferentes (1J e 3J) receberam a injecédo de colagenase.

Podemos observar que a expressado génica de TGF- esta reduzida no grupo
nao tratado quando comparada ao grupo salina (controle). O grupo irradiado com
energia de 3 Joules apresentou um aumento da expressao génica de TGF-f quando
comparado ao grupo controle e ao grupo nao tratado. O grupo tratado com laser na
energia de 1 Joule ndo apresentou diferenga significativa ao grupo salina ou ao

grupo nao tratado.
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Figura 18. Gréfico da expresséo génica de TGF-f em tenddes calcaneo de ratos. Grupos: Controle
(Salina) e tendinite, ndo tratado (ST) e tratado com Laser 810nm (1J e 3J). Os valores
estao representados pela Média + DPM. N = 5 animais/grupo. *p<0,05 vs salina e #
p<0,05 vs ST.
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5.13 Expressao Génica de MMP-3 na tendinite e tratamento Laser

No grafico seguinte, a expressdo génica de MMP-3 no grupo sem tratamento
(ST) € aumentada significativamente apos a inducao da tendinite quando comparado
ao grupo salina (controle).

O grupo com tendinite e tratado com diclofenaco de sédio (D) ndo conseguiu
reduzir a expressao génica de MMP-3 e o grupo irradiado com 1 joule apresentou
discreta reducédo quando comparado ao grupo com tendinite sem tratamento.

O grupo irradiado com 3 Joules reduziu significativamente a expressao génica

de MMP-3 quando comparado ao grupo ST.
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Figura 19. Gréfico da expressédo génica de MMP-3 em tenddes calcaneo de ratos. Grupos: Salina
(Controle) e tendinite, sem tratamento (ST) e tratado com Diclofenaco de Sdédio (D) ou
com Laser 810nm (1lJoules e 3Joules na poténcia de 100mW). Os valores estdo
representados pela Média + DPM. N=6 animais/grupo. *p<0,05; **p<0,01 vs salina e *
p<0,05 vs ST.
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5.14 Expressao Génica de MMP-9 na tendinite e tratamento Laser

No grafico seguinte, podemos observar que a expressao génica de MMP-9
no grupo nao tratado (ST) apresentou um aumento significativo quando comparado
ao grupo salina (controle).

O grupo tendinite tratado com diclofenaco de sédio apresentou aumento da
expressdo de MMP-9 quando comparado ao grupo sem tratamento. O grupo com
tendinite e irradiado com 1 Joule apresentou discreta reducdo, mas néo significativa
em relacdo ao grupo ST.

O grupo irradiado com 3 Joules apresentou reducéo da expressao de MMP-9

quando comparado ao grupo ST.
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Figura 20. Gréfico da expressé@o génica de MMP-9 em tenddes calcaneo de ratos. Grupos: Salina
(Controle) e tendinite, sem tratamento (ST) e tratado com Diclofenaco de Sdédio (D) ou
com Laser 810nm (1lJoules e 3Joules na poténcia de 100mW). Os valores estao
representados pela Média + DPM. N=6 animais/grupo. *p<0,05; **p<0,01 vs salina e *
p<0,05 vs ST.
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5.15 Expressao Génica de MMP-13 na tendinite e tratamento Laser

O gréfico abaixo nos mostra a expressao génica da metaloproteinase 13
(MMP-13) em tendao de ratos, 2 horas apos a inducao da tendinite e o tratamento
farmacoldgico e com laser de baixa poténcia.

O grupo com tendinite e sem tratamento (ST) apresentou um aumento
significativo da expressdo de MMP-13 em comparagdo ao grupo salina. O grupo
tratado com diclofenaco de sodio (D) ndo mostrou reducéo na expressao de MMP-13
guando comparado ao grupo néo tratado.

Ambos os grupo irradiados com laser na energia de 1 Joule ou em 3 Joules

reduziram a expressdo de MMP-13.
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Figura 21. Gréfico da expresséo génica de MMP-13 em tenddes calcaneo de ratos. Grupos: Salina
(Controle) e tendinite, sem tratamento (ST) e tratado com Diclofenaco de Sdédio (D) ou
com Laser 810nm (1 Joules e 3 Joules na poténcia de 100mW). Os valores estédo
representados pela Média + DPM. N=6 animais/grupo. **p<0,01 vs salina e * p<0,05 vs
ST.
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5.16 Efeito do laser de baixa poténcia sobre a Geracdo de PGE2 (in vitro)

Producédo de PGE, via COX-1
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Figura 22. Gréfico da geracao de PGE2 derivada de COX-1 (A) e derivada de COX-2 (B), 12 h ap6s
a inducéo da tendinite. Grupos: salina (controle), tendinite sem tratamento (ST) e grupos
com tendinite e tratados com Diclofenaco de sddio e com Laser 810nm — 100mW na
energia de 1J, 3] e 6J. Os valores estdo representados pela Média + DPM. N = 5
animais/grupo. Em (B), **p<0,01 vs salina; “p<0,05 e * p<0,01 vs ST.
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No gréfico da figura 22, podemos observar a geracdo de prostaglandina E2
em tenddes de ratos 2 horas apds a inducéo da tendinite. Em (A), na presenca de
inibidor de COX-2 (etoxicoxib) foi observado a geracdo de PGE2 via COX-1.

Neste grafico podemos observar um aumento dos niveis de PGE2 em todos
0s grupos com tendiniite quando comparados ao grupo controle salina.

O gréafico (B) mostra a geracdo de PGE-2 derivado da COX-2. Neste gréfico
podemos observar que o grupo com tendinite sem tratamento apresentou aumento
significativo na geracdo de PGE-2 em comparacao ao grupo salina.

Os grupos com tendinite porém tratados com diclofenaco de sdodio ou
irradiado com laser na energia de 1J e 3J apresentaram reducdo destes niveis,
quando comparados ao grupo sem tratamento.

O grupo irradiado com 6J ndo acompanhou o0s grupos tratados,

apresentando um aumento da geracao de PGE-2.

5.17 Efeito do laser sobre a expressao protéica de NK-1

O gréfico da figura 23 mostra a expressao protéica do receptor NK1 em
tenddes calcaneo de ratos 12 horas ap0s a injecao de colagenase. O grupo tendinite
sem tratamento (ST) apresentou um aumento significativo na expressdo de NK1
guando comparado ao grupo salina.

Os grupos tendinite com tratamento (farmacologico ou laser) apresentaram
uma reducao na expressao protéica de NK1, quando comparado ao grupo tendinite
sem tratamento.

N&o houve alteragbes significativas entre o grupo salina e os grupos tratados

com Diclofenaco de sédio ou com laser na energia de 3 joules.
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Figura 23. Expressdo protéica de NK1 em tendBes de ratos 12 horas apés a inducdo da tendinite.
(A) Membrana representativa e (B) Grafico da densitometria (relacdo NK1 / Tubulina).
Grupo Controle (Salina) e grupos tratados com Diclofenaco de sédio (D) e Laser (energia
de 3 Joules). Os valores estéo representados pela Média + DPM. N = 4 animais/grupo.
*1<0,01 vs salina e * p<0,01 vs ST.
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5.18 Efeito do Laserterapia (810nm) em diferentes marcadores inflamatoérios

A tabela abaixo apresenta um resumo dos marcadores inflamatérios

avaliados e suas alteracGes apoés a inducao da tendinite, nos grupos sem tratamento

ou tratados com diclofenaco de sédio ou laser. A coluna ST apresenta resultados do

grupo néo tratado comparados aos resultados do grupo salina. As demais colunas

(D, 1J, 3J e 6J) apresenta resultados em comparagcao ao grupo sem tratamento (ST).
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Figura 24. Resultados obtidos pelo tratamento com Laserterapia e Diclofenaco de sédio na tendinite
induzida em ratos. Grupos: Salina (S), tendinite sem tratamento (ST) e tratados com
diclofenaco de sédio (D) ou com laser nas energias de 1J, 3J e 6J. Resultados de ST
comparado a Salina. Resultados de D, 1J, 3J, 6J comparados a ST. 1 aumento; |
reducdo; = sem alteracdo; @ néo realizado
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6 DISCUSSAO

Processos inflamatorios como a tendinite sdo desordens comuns na
sociedade moderna (FELSON et al., 2000). Estas desordens geralmente produzem
dor crénica e podem levar a degeneracgéao do tecido.

Segundo meta-analises recentes, dos poucos estudos em longo prazo,
realizados a respeito de tendinopatias, ndo h& nenhuma intervencdo totalmente
eficaz na regeneracédo tecidual e reducdo da dor (BJORDAL et al.,, 2004). Os
estudos atuais visam a descoberta de novas alternativas terapéuticas que promovam
a inibicdo de citocinas como IL-18 e TNF-a e inibidores de metaloproteinases
(KRASNOKUTSKY et.al , 2007). Neste sentido, a tendinite aparece como alvo de
preocupacdao tanto da medicina do esporte quanto da medicina do trabalho.

A Terapia com Laser de Baixa Poténcia vem sendo explorada desde a
década de 60 (MESTER et al., 1969) e aparece como uma alternativa terapéutica
com boa perspectiva de uso. Em nosso estudo, investigamos os efeitos da
laserterapia de baixa poténcia, uma alternativa terapéutica ndo farmacolégica, sobre
importantes mediadores inflamatoérios envolvidos na inflamacédo aguda do tend&o,
utilizando para isto, 0 modelo de tendinite induzida, em tenddes calcaneo de ratos. O
antiinflamatério nédo-esteroidal diclofenaco de soédio foi escolhido como grupo
farmacolégico e os grupos irradiados com laser em 3 diferentes energias (1, 3 ou 6
Joules) a fim de determinar os melhores parametros para o tratamento.

Dentre os varios modelos experimentais, foi escolhido o modelo de
inflamagé&o aguda do tendéo induzida por colagenase, muito utilizado no estudo de
tendinopatias, por tratar-se de um dos modelos que se assemelha ao quadro de
inflamacéo aguda do tenddo em humanos. Este modelo de inducéo da inflamacéo é
bem conhecido no estudo da tendinite em que o edema e a destruicdo aguda da
matriz extracelular sdo similares aos encontrados nos ferimentos naturais do tendéo,
sendo considerado um excelente modelo que permite investigar alteracdes
moleculares e histologicas “in vivo” (WARDEN, 2007). O tecido tendineo apés a
inducdo da tendinite apresenta caracteristicas tipicas de inflamacédo aguda, com
extravazamento e infiltracdo macica de eritrocitos. A integridade do tendao é
reduzida, sendo visivel a formacédo de edema e pontos de necrose (CHEN et al.,
2004).
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As respostas bioldgicas, no processo inflamatério agudo do tendé&o originado
por um agente lesivo, promovem o combate do agente agressor e elimina produtos
resultantes da destruicéo celular, buscando promover condicdes ideais para o reparo
do tecido lesado. Neste trabalho tentamos entender o processo inflamatério agudo
do tendao e as alteracdes biologicas apos a lesdo. Foi utilizado inicialmente anélises
bioguimicos para avaliar as possiveis alteragbes durante a inflamacdo e no
tratamento com o laser de baixa poténcia.

A analise dos residuos de Nitrotirosina € um dado utilizado para quantificar a
les&o celular. Os residuos séo formados a partir de fragmentos da membrana celular
apos a morte da célula. A lesdo pode provocar um aumento na formacéo de radicais
livres que podem ser relacionados ao aumento do estresse oxidativo. Desta forma, o
aumento na intensidade das bandas relacionadas aos residuos de nitrotirosina
obtido por Western Blotting pode ser interpretado como aumento da leséo induzida
pela colagenase. Neste trabalho, a intensidade das bandas de nitrotirosina foi
aumentada no intervalo de 12 horas apoés a inducéo da tendinite.

Outro fator observado foi o edema formado neste tecido. Foram utilizados 2
métodos de verificacdo da progressdo do edema. O primeiro foi o calculo da
diferenca entre a massa inicial e final (peso umido — seco) dos tenddes expostos ao
procedimento com colagenase. O segundo método foi a mensuracdo do
extravasamento plasmatico, pela técnica de extracdo do corante Azul de Evans no
tecido.

Na avaliacdo do edema pela diferenca do peso Umido e seco, foram
utilizados 2 grupos (salina e tendinite sem tratamento). Neste primeiro ensaio,
ambos 0s grupos passaram pelo procedimento de receber a injecdo, porém, um
grupo recebeu apenas salina estéril (0,9%) enquanto o0 outro grupo recebeu
colagenase diluida. O grupo salina foi utilizado como controle para verificar se
apenas a lesédo da agulha seria suficiente para causar edema e se a técnica com a
utilizacéo de colagenase poderia induzir o processo inflamatério agudo do tendéo.

A segunda técnica utilizada para mensurar o edema foi através do calculo do
extravasamento protéico pela obtencdo da concentracdo de azul de Evans no tecido.
Nesta técnica, é possivel determinar a formacdo de edema no tecido pelo
extravasamento do corante Azul de Evans que se liga a albumina plasmatica,
determinando assim, os valores de referéncia e o aumento méaximo do fluxo

transcapilar do corante no tendao.
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Durante condicdes fisiolégicas normais, ndo ocorre passagem de proteinas
plasmaticas dos capilares ao espaco intersticial. Entretanto, na inflamacdo ha essa
passagem, com uma estimativa em torno de cinco a sete vezes maior em relacao a
um vaso normal (MOITRA et al., 2007).

A formacdo do edema é uma caracteristica desta inflamacdo aguda, que
pode ser resultado do aumento no extravasamento protéico formado, junto ao
exudato rico em proteinas, somado a fatores osmoticos e hidrostéaticos, resultados
de alteracBes no fluxo vascular, no calibre dos vasos, na permeabilidade vascular e
na exsudacdo leucocitaria (YASUDA et al.,, 2007). A presenca de mediadores
quimicos na inflamacédo também podem alterar o fluxo transcapilar. A liberacdo
inicial de substancias como histamina, serotonina e bradicinina, além de causar
dilatacdo arteriolar, induzem o aumento da permeabilidade vascular, permitindo o
extravasamento de macromoléculas protéicas do plasma para o intersticio. A
atividade edematogénica desses mediadores pode ser potencializada pela agao
concomitante de prostaglandinas vasodilatadoras (RAKOS et al., 2007 ).

Nestas condicBes patologicas, a permeabilidade vascular é alterada e os
niveis de albumina nos tecidos elevam significativamente (YASUDA et al., 2007).
Desta forma, o corante azul de Evans, combinado com a albumina, sofre
deslocamento do espaco intravascular em direcdo ao espago extravascular e
deposita-se no intersticio do tecido, como foi observado neste estudo, na formacéo
do edema. Nossos resultados mostraram que a técnica de inducdo da tendinite,
conseguiu simular um processo inflamatério pelo aumento significativo do edema, 12
horas apds os tenddes receberam colagenase.

Através da determinacdo do curso temporal dos residuos de nitrotirosina e
da analise do edema, foi possivel escolher este intervalo de tempo em que o0s
valores do edema e dos residuos de nitrotirosina foram maiores quando comparados
ao grupo controle e utiliza-lo para os experimentos seguintes, a fim de avaliar a
formacdo de mediadores inflamatorios e comparar os valores encontrados nos
diferentes grupos experimentais entre animais tratados e néo tratados.

Nesta etapa, foi acrescentado grupos irradiados com LBP em diferentes
energias e um grupo tratado com diclofenaco de Sodio. Observamos que neste
altimo grupo, o farmaco n&o conseguiu reduzir o edema provocado pela colagenase.
Algumas terapias farmacolégicas podem ndo apresentar resultados eficazes na

reducdo do edema, como foi o caso do Diclofenaco de Sédio na dose de 1mg/kg
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(.LM.), um farmaco bastante indicado como terapia farmacoldgica inicial. Este
resultado pode estar relacionado as caracteristicas do tend&o, por ser um tecido
pouco vascularizado. Neste caso, a escolha de outra via de administracdo, como o
tratamento topico ou injecdes locais poderiam apresentar reducdo na inflamacéao,
porém podem haver efeitos secundarios.

J& os animais do grupo irradiados com 3J e 6J apresentaram uma reducao
significativa do edema. Os resultados obtidos pela técnica da Extracdo do Azul de
Evans corroboram com os obtidos pela diferenca entre o peso umido e seco do
tendao, mostrando o efeito anti-edematogénico do Laser, no modelo de indugéo da
tendinite.

O Efeito da Laserterapia na reducdo do edema ja € conhecido na literatura.
Yousefi-nooraie (2007) e Schindl et al. (2000), também relataram a ac&o do laser de
baixa poténcia na reabsorcao de exsudatos, na eliminacao de substancias alégenas,
reducdo na sintese de prostaglandinas e na manutencdo da permeabilidade normal
de vénulas e arteriolas, porém, o mecanismo de acdo deste efeito anti-
edematogénico ainda ndo foi totalmente explicado, mas pode estar relacionado a um
segundo efeito importante de inibicdo da migracdo leucocitaria, principalmente de
neutréfilos (LOPES-MARTINS et al., 2005, 2006; CORREA et al., 2008).

Assim, outro fator importante avaliado foi o comportamento celular no tecido
apos o agente lesivo verificando a atividade destas células de defesa nos diferentes
tratamentos. A mieloperoxidade € uma enzima localizada nos granulos das células
polimorfonucleares e sua presenca pode indicar a presenca e atividade de células
de defesa como os neutréfilos. No caso do tenddo, nem sempre este tecido
apresentara infiltrado inflamatério devido suas caracteristicas de apresentar pouca
vascularizacdo ou pelo fato deste tecido transitar entre periodos de tendinose e
tendinite, variando alguns sintomas da inflamag¢do. Porém o aumento da atividade
desta enzima pode significar uma degeneracao tecidual decorrente do processo
inflamatorio (DYKE et al., 2003; QUEIROZ-JUNIOR et al., 2009).

Neste trabalho, a atividade de MPO no grupo tendinite sem tratamento foi 10
vezes maior que no grupo salina (saudavel). Este resultado pode indicar tanto a
instalacdo do processo inflamatério quanto a degeneracao tecidual.

Um aumento maior da atividade desta enzima foi observado no grupo
tendinite tratado com diclofenaco de sédio e no grupo tendinite irradiado na energia

de 1 Joule apresentando uma atividade 50% maior que o grupo nao tratado. Estes 2
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grupos apresentaram uma discreta tendéncia (porém nao significativa) na reducéo
do edema mas nao conseguiram reduzir o atividade neutrofilica e provavelmente a
inflamacéao.

Ao contrario, o grupo irradiado com 3 Joules apresentou cerca de 50% de
reducdo na atividade da MPO em comparacdo ao grupo tendinite sem tratamento,
sendo o grupo onde o edema foi menor. Provavelmente a energia de 3 Joules teve
um efeito protetor pela reducdo da atividade da MPO, desta forma reduzindo os
danos causados pela inflamacdo. No entanto, apesar da grande reducdo da
atividade de MPO, este grupo ainda apresentou discreto aumento deste indice
guando comparado ao grupo controle.

Estas analises mostram a acdo do LBP na reducédo do edema e na atividade
neutrofilica. Porém existem outros fatores importantes que participam da inflamacéo.
Assim, tornou-se importante investigar o comportamento da expressédo de enzimas
como a COX-1 e COX-2 e de determinados mediadores quimicos, no processo
inflamatorio em questdo para melhor compreender os possiveis mecanismos de
acao da Laserterapia no processo inflamatorio do tendao.

A inflamacg&o que se desenvolve frente a um estimulo danoso é um evento
benéfico que visa a restauracdo do tecido e a remoc¢édo do agente agressor, visando
um retorno a homeostase. Porém, durante este processo ocorre a formacao de
varios mediadores quimicos de acdo pro-inflamatérias ou anti-inflamatorias. Estes
mediadores da inflamacdo também sdo produzidos pelas vias da ciclooxigenase
(COX-1 e COX-2) e lipoxigenase, a partir do metabolismo do acido araquidénico e
outros acidos graxos. A oxidacdo do &cido araquiddnico pode ser realizada por duas
vias enzimaticas: cicloxigenase e lipoxigenase. A enzima COX possui duas
isoformas, COX-1 e COX-2, codificadas por dois diferentes genes, com distintos
padrées de expressao. A diferenca importante entre as duas isoformas da COX é a
maneira com que elas sdo reguladas. A premissa inicial era de que havia uma
distincdo simples: COX-1 seria uma enzima constitutiva, envolvida em processos
fisioldgicos, como prote¢do da mucosa Gl e vasodilatacdo renal. Ao contrario, COX-
2 seria uma enzima induzida, com expressao aumentada em processos inflamatérios
e de transformacéo celular.

Assim, foi realizada a quantificagdo da expressao protéica de COX-2 e dos
residuos de Nitrotirosina por Western Blotting, para verificar possiveis alteracdes na

expressao desta enzima ou no estresse oxidativo proveniente da lesédo tecidual e
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comparar ao grupo tratado. As membranas obtidas a partir desta técnica mostraram
um aumento dos residuos de nitrotirosina nos tenddes inflamados pela acdo da
colagenase, quando comparados com os tenddes que receberam apenas salina. Na
expressao protéica de COX-2, observamos também uma alteracdo na intensidade
das bandas, novamente aumentadas nos grupos tendinite sem tratamento, quando
comparados ao grupo salina, sugerindo um aumento do processo inflamatério
provocado no grupo onde a tendinite foi induzida. Estes resultados, do aumento dos
residuos de nitrotirosina e da expressdo protéica para COX-2, no grupo tendinite
sem tratamento € bastante compreensivel, devido a lesdo tecidual implantada no
local da indug&o da inflamacéo.

Porém, quando analisamos os resultados obtidos nos grupos tratados com
LBP, observamos um aumento na intensidade das bandas, tanto dos residuos de
Nitrotirosina, quanto da Expressao Protéica de COX-2, nos animais irradiados com 1
Joule de energia. O grupo irradiado com 3 Joules apresentou menor intensidade das
bandas que o grupo tendinite sem tratamento. A partir destes resultados, podemos
sugerir que, enquanto o grupo tendinite sem tratamento apresenta um aumento do
processo inflamatério, pelo aumento dos residuos de Nitrotirosina e da expressao
protéica de COX-2, o grupo irradiado com 3 Joules estaria reduzindo o processo
inflamatério, pela reducao destes mesmos indices.

Os resultados de expressao protéica e da formacdo do edema nos mostram
um panorama do processo inflamatério agudo do tendao, onde tanto as alteracdes
na permeabilidade quanto a presenca de fragmentos protéicos obtidos pela morte
celular, ja estdo presentes. Através do RT-PCR em tempo real, podemos analisar a
expressao génica destas enzimas e de outros mediadores inflamatérios antes da
formacao da proteina e comparar com os resultados obtidos anteriormente.

Inicialmente, foi realizado um experimento utilizando apenas grupos tendinite
sem tratamento e grupos salina e entdo analisada a expressao génica para COX-1 e
COX-2 em diferentes intervalos de tempo para a determinag&o do curso temporal na
expressao destas enzimas. Nosso resultado mostrou uma maior expressdo de
MRNA para COX-2, no tempo de 2 horas apdés a inducdo da tendinite. Assim,
utilizamos este intervalo de tempo para as demais analises por RT-PCR em tempo
real, a fim de investigar se os diferentes tratamentos alterariam esta expressao.

Ao analisar os resultados da expressdo génica de COX-2 e apds comparar

os resultados dos grupos tratados e nao tratados com LBP, observamos a reducao
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desta expressdo em alguns grupos irradiados, quando comparados ao grupo
tendinite sem tratamento.

Os grupos irradiados com 3 e 6 Joules, apresentaram reducéo da expressao
génica de COX-2, enquanto o grupos tendinite sem tratamento e tendinite irradiado
com 1J apresentaram um aumento do mesmo indice. O primeiro resultado mostra
uma acdo anti-inflamatoria classica, proxima a de outros farmacos de acao
antiinflamatodria, sugerindo a reducdo do processo inflamatorio pela reducdo na
expressao génica de COX-2 nos grupos irradiados com 3 e 6 Joules.

De forma semelhante, quando analisamos os resultados da expressao de
MRNA para COX-1, verificamos que apesar dos valores da expressao génica serem
inferiores aos valores de COX-2, o grupo tendinite sem tratamento também
apresentou um aumento na expressao desta enzima. Os grupos irradiados
apresentaram perfis opostos ao apresentado em COX-2. Neste caso, seria
interessante investigar se a alteracdo na expressao génica de COX-2 pode alterar a
expressao génica de COX-1.

O grupo tendinite e tratado com 3 Joules apresentou reducdo tanto na
expressdo génica quanto na expressdo protéica de COX-2. Este resultado sugere
uma possivel acdo antiinflamatéria do tratamento laser na energia de 3 Joules, pela
reducdo na formacao desta enzima.

Além da liberacéo de Prostaglandina pela via da ciclooxigenase, esta enzima
apresenta funcfes ndo de apenas propagar a resposta inflamatoria, mas também de
resolucdo da mesma. Um estudo feito em animais “knock out” para COX-2, foi
verificado que mesmo apo6s inducdo do agente lesivo, havia uma resposta,
sugerindo que ndo apenas a COX-2 propaga a inflamacdo mas também a COX-1, e
neste mesmo estudo foi demonstrado que o0s animais desenvolviam peritonite
supurativa constituindo em uma inflamag&o crénica. Isto sugere que a COX-2 possui
propriedades de resolucéo da inflamacao (RAJAKARIAR et al., 2006).

Desta forma, os resultados obtidos com o grupo diclofenaco e com o grupo
1J poderia indicar uma possivel resolucdo da inflamacdo, j& que estes grupos
também apresentaram reducdo na geracdo de PGE2, in vitro. Porém, este
mecanismo deve ser melhor investigado a fim de verificar se este aumento da
expressdo protéica de COX-2 em 1 Joule estaria relacionado com a resolucédo do

processo inflamatorio.
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O reparo do tenddo é um processo complicado com frequente formacédo de
cicatriz e alteracdo das -caracteristicas iniciais do tecido integro. A cicatriz
inicialmente fornece a continuidade fisica do tecido, porém a proliferacdo de tecidos
adjacentes € indesejavel por impedir o mecanismo de deslizamento do tendao
(RICCHETTI et al., 2008). Uma maneira de reduzir estas alteracdes seria controlar o
processo de cicatrizacao pela modulacdo do processo inflamatério e dos niveis de
citocinas anti e pro-inflamatorias envolvidas no reparo.

O TNF-a € um fator que pode modular este processo inflamatério no tendao.
Seus niveis geralmente sdo aumentados na presenca de doencas osteomusculares,
como a tendinite, sendo importante no processo de degeneragdo do tecido por
induzir o aumento de células inflamatérias (HAYER et al., 2007).

Assim, o aumento da expressdo génica de TNF-a nos grupos onde a
tendinite foi induzida significaria 0 aumento do processo inflamatério. O grupo
tendinite sem tratamento estaria mais sujeito a degeneracdo tecidual pelo indice
aumentado desta citocina. Por outro lado, a reducédo da expressao génica de TNF-a
nos grupos tratados com laser na energia de 1J e 3J poderia significar uma
diminuicao da inflamacao pela reducdo na expressao desta citocina.

As interleucinas também sdo citocinas relacionadas a progressdo da
tendinite. A IL-10, junto com outras citocinas compartilham de muitas atividades
funcionais, como a supressdo de eventos pro-inflamatoérios. IL-10 pode inibir a
inflamacédo pela inibicdo de citocinas inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-12 e ainda
TNF-a ou pelo aumento de receptores antagonistas de IL-1 nos macréfagos. IL-10
ainda pode inibir algumas MMPs que poderiam prejudicar o reparo tecidual (LIN et
al., 2005).

Desta forma, o aumento da expresséo génica de IL-10 apresentado pelos
grupos com tendinite que receberam tratamento farmacoldgico ou irradiacéo laser
poderia significar a inibicdo de citocinas inflamatérias como a PGE2 promovendo a
reducdo da inflamacdo no tenddo. Novamente, o grupo tendinite irradiado com 3
Joules apresentou um resultado interessante pelo aumento significativo na
expressado de IL-10, onde a reducao do processo inflamatério poderia ter sido maior
e o0 reparo tecidual acelerado, ja que a IL-10 pode regular a atividade de
determinadas MMPs.

Outro fator importante no processo inflamatério é o fator de crescimento

TGF-B que esta envolvido na sintese e remodelacdo da matriz extracelular e na
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producdo de colageno tipo | e lll, sendo importante na aceleracdo do reparo do
tenddo. Sua reducdo pode significar a quebra da homeostasia, ja que esta condi¢do
€ encontrada em situagcdes patologicas como nas tendinopatias (FENWICK et al.,
2001).

Em nosso estudo, a redugcao deste fator nos grupos onde a tendinite foi
induzida e onde ndo houve tratamento, pode significar que o processo inflamatério
foi instaurado e provavelmente a sintese e remodelacdo da matriz celular e de
colageno esteja comprometida. Novamente, o grupo com tendinite e que recebeu
tratamento com irradiacédo laser na energia de 3 Joules apresentou um aumento na
expressdo de TGF-B, indicando que a terapia laser aplicada nesta energia pode
facilitar o reparo tecidual durante o processo lesivo.

Uma das caracteristicas do processo inflamatério € a presenca de dor
provocada pela liberacéo local de mediadores pro-inflamatoérios e de peptideos como
a substancia P que pode ligar-se ao receptor NK1 e ativar NF-kb aumentando ainda
mais a sintese de mediadores inflamatorios. O aumento dos niveis de substancia P
esta diretamente relacionado com a intensidade da dor e a ativacao dos receptores
NK1 na manutencdo da hiperalgesia. (CASTRO et al., 2006; BJORN-OVE et al.,
2006).

Nossos resultados mostraram um significativo aumento da expressao
protéica destes receptores nos grupos com tendinite e sem tratamento. Isso pode
significar que durante o processo inflamatoério intenso provocado pela injecdo de
colagenase nos tenddes, ocorra um aumento da hiperalgesia e formacéo de dor. Ao
contrario, os tendbes onde o agente lesivo foi aplicado mas que receberam
tratamentos farmacologico ou irradiacdo laser, a expressdo desta proteina foi
reduzida. Tanto o diclofenaco de sodio quanto a irradiagdo laser sdo terapias
conhecidas pelo seu efeito analgésico. Em nosso estudo, a irradiacao laser pode ter
reduzido o processo doloroso, pela reducdo dos receptores NK1, mostrados na
reducdo da expressao protéica.

Outra etapa importante, que possibilita uma melhor compreensdo das
alteracdes no processo inflamatorio agudo e na hiperalgesia foi o estudo dos niveis
do mediador inflamatoério Prostaglandina E2. Sob condi¢des fisiologicas normais, as
prostaglandinas tém um papel essencial na citoprotecdo da mucosa gastrica,
homeostase e fisiologia renal. Os produtos do metabolismo do acido araquidénico

compdem um conjunto de mediadores que modulam a resposta inflamatoria e a
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imunoldgica. Esses mediadores s6 ocorrem apds a estimulacdo das células, e séo
provenientes da oxidacdo do &cido araquidbénico, o qual é gerado pela acdo da
enzima fosfolipase A2 sobre fosfolipideos da membrana celular.

Mediadores inflamatorios como a PGE2 estimula a inflamacéo local, onde ha
um recrutamento de células inflamatorias, principalmente neutréfilos e causam a
desregulacdo entre a atividade anabdlica e catabdlica, inibindo as TIMPs,
promovendo a liberacdo de agrecanases e a ativacdo de MMPs. Assim, a presenca
de mediadores inflamatorios como a producdo de PGE2 poderia nos mostrar a
evolucdo do processo inflamatorio agudo induzido nos tenddes.

Neste estudo foi possivel observar um aumento expressivo da geracdo de
Prostaglandina E2, via COX-2 no grupo tendinite sem tratamento. Ao contrario, o
grupo tendinite tratado com diclofenaco de sodio e os grupos irradiados com 1 e 3
Joules conseguiram reduzir a geracao de PGE2 a partir da COX-2.

Embora o gréfico da geracdo de PGE2 derivados de COX-1 mostra uma
tendéncia no aumento destes indices para o grupo tendinite sem tratamento, estes
resultados ndo foram significativos quando comparados ao grupo controle. Ja o
grupo irradiado com 6J ndo apresentou reducdo significativa de PGE2, quando
comparado ao grupo tendinite sem tratamento, tanto para COX-1 quanto para COX-
2.

Outra forma do tecido tendineo responder a doenca € alterando a expressao
de algumas enzimas de degradacdo, como colagenases e citocinas inflamatorias
que pode levar a degeneracéo do tecido e a perda da integridade mecéanica. Neste
contexto, as MMPs podem modular alguns mediadores inflamatérios tais como
citocinas e quimiocinas, regulando o infiltrado inflamat6rio (MANICONE et al., 2008).

Algumas metaloproteinases como a MMP-1, MMP-3, MMP-9 e MMP-13 sao
responsaveis por processos catabolicos no tenddo em situacfes de tendinopatias
(DEMOS et al., 2009). MMP3 degrada principalmente colageno tipo Ill que confere
caracteristicas viscoelastica ao tenddo, a MMP9 degrada o colageno tipo IV e V
presentes na lamina basal e a MMP13 degrada principalmente colageno tipo Il além
de I e Illl. Em geral, estas MMPs também podem degradar a matriz extracelular e
favorecer a formacéo de edema.

MMP-3 e MMP-9 também podem aumentar a liberacdo de TNF-a pela
célula, estimulando a acdo de IL-1b e aumentando a expressdao de MMP-13,
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influenciando no aumento da inflamacgé&o, conduzindo ao enfraquecimento das fibras
de colageno, aumentando as chances de ruptura (VANLINT et al., 2007).

Neste sentido, a inibicdo de determinadas MMPs poderia ser uma boa opc¢éo
para reduzir a degeneracdo da matriz extracelular nos casos de tendinopatias (SUN
HB et al., 2008).

Neste trabalho, os grupos com tendinite e sem tratamento apresentaram um
significativo aumento da expresséo protéica de MMP3, MMP9 e MMP13 quando
comparados ao grupo salina. O aumento destas MMPs pode significar uma piora do
quadro inflamatério e aumento na degradacdo deste tecido. O aumento destas
MMPs também estaria relacionado com o aumento do edema apresentado pelo
grupo tendinite sem tratamento e poderia justificar 0 aumento de outros mediadores
inflamatorios como a PGE2, TNF-a e alteracdes da atividade de MPO. Em resumo, 0
grupo com tendinite sem tratamento apresentou indicios de aumento do processo
inflamatério pelo aumento de mediadores pré-inflamatoérios, aumento de MMPs e
aumento da atividade neutrofilica.

O grupo tendinite tratado com diclofenaco ndo apresentou sinais de reducéo
do processo inflamatério. Neste grupo, observamos que o edema nao foi
significativamente reduzido e a atividade de MPO e a expressao TNF-a continuaram
aumentadas. Contudo, foi observada significativa reducédo na geracao de PGE2 e de
NK1, mostrando um papel importante do diclofenaco de sédio no processo doloroso
em tenddes inflamados.

O grupo onde a tendinite foi induzida e que recebeu tratamento com laser,
nas energias de 1 Joule ou 6 Joules apresentaram alguns resultados que sugerem a
reducdo do processo inflamatério. Porém nem todos os marcadores apresentaram
resultados positivos na redugdo da inflamagdo. O grupo irradiado com 1 Joule
apresentou reducdo nos niveis de PGE2 via COX-2, na expressao de TNF-a, na
expressado de MMP-13 e aumento na expressao de IL-10 porém alguns fatores que
podem caracterizar a inflamagdo como o edema, estresse oxidativo pelos residuos
de nitrotirosina, expressédo de COX-2, atividade de MPO e expressao de MMP-3 nao
foram reduzidos em comparag¢ao ao grupo sem tratamento.

Ja o grupo irradiado com 6 Joules apresentou reducdo no edema e na
expressdo de COX-2, porém um fator que pode caracterizar aumento da inflamacéao

ou da hiperalgesia como a geracdo de PGE-2 via COX-2 nao foi reduzido. Desta
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forma o tratamento laser nas energias de 1J e 3J nao foi totalmente eficiente na
reducgéo da inflamacéao.

Analisando o grupo com tendinte e tratado com laser na energia de 3 Joules,
podemos observar que os resultados deste grupo sugere uma reducéo do processo
inflamatério e reducdo da dor ou da hiperalgesia pela normalizacdo de varios
mediadores inflamatoérios. Os tenddes irradiados com 3 Joules reduziram a atividade
de MPO e o edema, reduziram a expressao da COX-2 e de mediadores inflamatérios
como TNF-a e PGE2, reduziram a expressdo dos receptores NK1, aumentaram a
expressao de TGF- e IL-10 e reduziram a expresséo das metaloproteinases MMP-
3, MMP-9 e MMP-13.

A somatorio destes fatores € um forte indicio de que a terapia com laser de
baixa poténcia 810nm na energia de 3 Joules e poténcia de 100mW pode ser eficaz
na reducdo do processo inflamatério agudo induzido por colagenase em tenddes
calcaneos de ratos. Nossos resultados também sugerem melhora no reparo tecidual
pela reducéo da expressao de MMPs e aumento de TGF-p.

Neste tratalho mostramos algumas efeitos da irradiacdo Laser no processo
inflamatério do tendao de ratos, iniciado pela aplicagdo da colagenase. Dentre eles,
podemos observar um efeito anti-edematogénico do laser, dependente da
intensidade da energia aplicada e alteracGes na atividade de células de defesa no
local da inflamacdo apresentada nos animais tratados. O laser na energia de 3J
apresentou os melhores resultados no tratamento da inflamacédo, reduzindo a
formacao de importantes mediadores pré-inflamatérios e estimular a expressao de
medidores anti-inflamatorios.

Porém, € necessario analisar as caracteristicas histologicas e o efeito da
laserterapia na migracéo celular a fim de entender a estreita diferenca e alteracdes
nos quadros de tendinite e tendinose e analisar as propriedades mecéanicas do
tecido tratado, para avaliar o reparo tecidual apos o tratamento com laser de baixa
poténcia.

Sugere-se também a comparacdo com irradiacdes de diferentes
comprimentos de onda e poténcia para que possamos aproximar de um protocolo
com parametros de irradiagcdo mais definidos para este tipo de inflamacéo.

Outras analise sao necessarias para determinar a existéncia de um quadro

inflamatério crénico.
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7 CONCLUSOES

Podemos concluir que o laser de baixa poténcia (810nm, infravermelho) na
energia de 3 Joules foi eficaz na reducdo do processo inflamatério no modelo de
tendinite induzida por colagenase em tendfes calcaneo de ratos, atuando na
reducdo do edema, da atividade neutrofilica, da expressdo de COX-2 e na

modulacdo de importantes mediadores inflamatérios.
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