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1. RESUMO:

O envelhecimento ¢ um importante fator relacionado a predisposicao do tenddo aos
processos degenerativos, patologicos e ao retardo da reparacdo tecidual. Varias
modalidades terap€uticas sao utilizadas para promover a aceleragdo ¢ melhora do reparo
tendineo, dentre elas a terapia laser de baixa intensidade (TLBI). Porém os reais efeitos
desta terapia associada ao fator potencialmente decisivo na resposta celular como o
desenvolvimento e envelhecimento ainda sdo desconhecidos. Este estudo avaliou os
efeitos da TLBI, aplicado na reparacao do tendao calcanear apos tenotomia radical do
tenddo calcanear de ratos em duas idades diferentes. Um grupo de ratos jovens (4
semanas de idade, n=56, massa=111.318.3g), subdivididos aleatoriamente em 4
subgrupos contendo cada um 14 animais: J3J (dose 3J/cm?, energia 8.5mJ/sessdo e
5.0seg/sessdo), J10J (10J/cm®, energia 28.3ml/sessdo e 15seg/sessdo), placebo - JPL
(dose 0J/cm?), controle - JCL (nenhum tratamento); e um grupo adulto (27 semanas de
idade, n=56, massa=385.4+34.3g), subdivididos aleatoriamente em 4 subgrupos: A3J
(dose 3J/cm®, energia 8.5ml/sessio e 5.0seg/sessio), A10J (10J/cm?, energia
28.3mJ/sessdo e 15seg/sessdo), placebo - APL (dose 0J/cm?), controle - ACL (sem
tratamento). O laser utilizado (685nm, 5.4W/cm?) foi aplicado em 12 sessdes, uma vez
ao dia, em um unico ponto sobre a regido da lesdo. No 13° dia pds-operatorio os animais
foram eutanasiados e seus tenddes removidos. A organizacdo do colageno do tendao foi
analisada por meio da microscopia de polarizagdo. A atividade das metaloproteases
(MMP-2 e MMP-1) foi analisada pela técnica de Zimografia, a producdo de oxido
nitrico (NO) pelo método Griess e a concentragdo de Interleucina-l1beta (IL-1P) e
Interleucina-10 (IL-10) pelo método ELISA. A analise dos dados mostrou significativa
(p< 0.05) resposta do tecido a irradiacdo laser, tanto de forma idade-dependente como
dose-dependente, sendo que, os resultados demonstram maiores alteragdes para o grupo
adulto na dose de 3J/cm” quando comparado ao outros subgrupos na avaliagio da IL-1p,
IL-10 e birrefringéncia, as quais podemos verificar janelas terapéuticas potencialmente

inibitorias e estimulatorias.

Palavras-chave: laserterapia, envelhecimento, tendao.



ABSTRACT:

Aging is an important factor related to the predisposition to tendon degeneration,
pathological and delayed tissue repair. Several physical therapy modalities are used to
promote acceleration and improvement of tendon healing, among them the low-level
laser therapy (LLLT), but the real effects of this therapy associated with the
development and aging effects are not yet known. The present study evaluated the
effects of LLLT, applied on the calcanear tendon repair after total tenotomy on
calcaneal tendon of rats in two different ages. Young rats (4 weeks old, n = 56, body
mass = 111.3 + 8.3g), randomly divided into 4 subgroups containing 14 animals: J3J
(3J/cm2, 8.5mlJ/session, 5.0seg/session), J10J (lOJ/cmz, 28.3ml/session, 15seg/session),
placebo - JPL (0J/cm?), control - JCL (no treatment) and an adult group (27 weeks old,
n = 56, body mass = 385.4 + 34.3g), randomly divided into 4 subgroups: A3J (3J/cm?,
8.5mJ/session, 5.0seg/session), A10J (lOJ/cmz, 28.3mJ/session, 15seg/session), placebo
- APL (0J/cm?) control - ACL (no treatment). LLLT (685nm, 5.4W/cm?) was applied in
12 sessions, once a day, at a single point on the injury site. On the 13th postoperative
day, the animals were euthanized and their tendons were removed. The tendon collagen
organization was analyzed by polarization microscopy. The metalloproteinases activity
(MMP-2 and MMP-1) was analyzed by zymography, nitric oxide (NO) production was
analyzed by Griess method and the concentration of interleukin-1beta (IL-1 ) and
interleukin-10 (IL- 10) by ELISA method. The data analysis showed significant (p
<0.05) tissue response to LLLT, both age-dependent and dose-dependent, and the
results showed major changes to the adult group at 3J/cm® when compared to other
subgroups in the evaluation of IL-1p, IL-10 and birefringence, which we can see a

potentially inhibitory and stimulatory window.

Key-words: Laser therapy, aging, tendon.



2 CONTEXTUALIZACAO

O aumento da expectativa de vida pode ser relacionado ao avanco da ciéncia e
da melhoria das condigdes gerais de vida, os quais contribuem para prevenir, controlar e
tratar muitas doengas e condig¢des responsaveis por alteragdes degenerativas comuns ao
envelhecimento.

A busca por intervengdes que minimizem os possiveis efeitos negativos do avango
da idade fisiologica do organismo tem sido uma tendéncia global por diversos
pesquisadores e da populacdo, na busca de novas teorias e praticas, cuja meta foca em
deter ou retardar o processo do envelhecimento ou manter a capacidade funcional e sua
autonomia nas ultimas décadas da vida.

O envelhecimento caracteriza-se por um conjunto de eventos dinamicos e
progressivos como modificagdes morfologicas, fisiologicas e funcionais desde a
infancia, puberdade, adolescéncia e um marcante declinio no periodo seguinte de meia
idade até a idade avancgada. Correlaciona-se a esse declinio a senescéncia, que pode ser
entendida como a perda progressiva da capacidade de homeostase (Troen, 2003;
Jazwinkski, 2000) que pode interferir na capacidade de adaptagdo do individuo ao meio
ambiente e ser um fator predisponente a incidéncia e persisténcia de processos
patologicos (Raha, 2000).

Erros na transcrigdo e traducdo do DNA, modificagdo nas concentragdes de
proteinas, minerais € hormodnios, reducdo do metabolismo de determinadas células,
diminui¢do do aporte vascular, capacidade imunologica e modificacdo de propriedades
fisicas como a resisténcia mecanica sdo caracteristicas comuns no envelhecimento, as
quais podemos correlacionar com as lesdes que ocorrem com uma maior incidéncia na

fase adulta, bem como sua lentiddo no processo de recuperacdo, culminando em
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diversos problemas que vao desde o desconforto e a dor causados pela lesdao até o
elevado custo para a previdéncia social (Leeuwenburgh, 2003; Merry, 2004; Pousson e
Valour, 2003; Nestorson et al., 2000, Feng Yao, 2001).

Dentre os efeitos mais preocupantes do envelhecimento, o retardo da regeneragao
tecidual e os agravos decorrentes deste processo lentificado sdo aqueles que geram
maiores prejuizos para a saude do individuo idoso. Em virtude deste fato ¢ fundamental
desenvolvimento de terapias que promovam estimulo adequado para acelerar a
reparagao de lesdes teciduais baseando-se na compreensdao dos mecanismos e condigdes
predisponentes envolvidos no quadro clinico, e assim traduzir esses mecanismos em
agentes Uteis para o retorno mais rapido e eficaz do individuo acometido pela lesdo as
suas fun¢des normais (Bailey, A.J, 2001; Raha e Robinson, 2000).

O processo de regeneragdo tecidual induzido por diversos recursos terapéuticos
tem como base biomodulatoria alguns componentes moleculares, celulares e teciduais
que podem ser modificados pelo avango da idade (Vladimirov et al., 2004; Harman,
2000).

O que justifica a teoria de que, as abordagens terapé€uticas cuja acdo ¢ baseada em
processos bioldgicos alterados pelo envelhecimento devem ser aplicadas de forma a
terem seus parametros ajustados ndo somente para o tipo de patologia e periodo da
lesdo, mas também para cada idade fisioldgica/ cronologica do organismo.

Porém sdao poucos os estudos sobre as particularidades das modalidades
terapéuticas utilizadas na fisioterapia sobre os processos de regeneragdo tecidual em
diferentes idades, como o ultra-som terapéutico, ondas curtas, microondas, correntes
elétricas terapéuticas e a terapia laserterapia de baixa intensidade (TLBI).

Apesar de escassos os estudos que relacionam especificamente TLBI ao

envelhecimento, resultados positivos desta modalidade de tratamento sdo encontrados

12



em processos envolvidos na senescéncia, como apoptose celular, concentracdo de
radicais livres, producao da superdxido-dismutase (enzima que atenua o dano causado
por radicais livres) (Karu, 2010; Klebanov et al., 2005), atividade de fibroblastos,
neoangiogénese, inflamagao e fluxo sanguineo (Salate et al, 2005; Enwemeka e Reedy,
2000; Reddy, 2004; Fulop et al., 2009).

Devido ao sustentavel corpo de evidéncias cientificas dos efeitos da TLBI sobre a
regeneracao do tenddo (Salate et al., 2005, Oliveira et al., 2009) e as diferentes
incidéncias das tendinopatias nos jovens, adultos e idosos (Wang, 2006; Nestorson et
al., 2000) e considerando a possibilidade da influéncia da idade nas vias da
fotobiomodula¢ao, o modelo experimental deste estudo ¢ baseado no tratamento da
tenotomia transversal radical do tendao calcaneo de ratos em duas fases maturacionais.

Tendinopatias sdo complicagdes freqiientes cujos componentes causais podem ser
relacionadas ao processo de desenvolvimento e senescéncia. A redugao da capacidade
de reparagao e resisténcia tecidual ¢ verificada no fato da maioria das rupturas totais do
tendao de Aquiles ocorrer em individuos acima de 35 anos de idade (Jarvinen et al.,
2001; Nestorson et al, 2000). Essa lesao pode ¢ relacionada a elementos que podem ser
influenciados pela TLBI como suprimento sanguineo, desequilibrio redox, modulagdo
da elementos pro-inflamatdrios e anti-inflamatorios, atividade fibroblastica e produgao
de colageno (Teissl et al., 2000).

Enfatizamos que a defini¢do de parametros ideais € a compreensdao dos reais
efeitos da TLBI sobre tecidos bioldgicos sdo essenciais para aumentar a eficacia na
regeneragdo principalmente quando se trata do envelhecimento, cujas conseqiiéncias de
uma lesdo tendem a se tornar progressivamente mais graves em relacdo ao aumento da

idade.

13



3 OBJETIVOS
O objetivo principal deste estudo foi investigar os efeitos da idade sobre a
Fotobiomodulagdo Laser de Baixa Intensidade, em doses previamente estabelecidas
sobre o processo de regeneracdo apds a tenotomia total do tendao calcaneo, visando
correlacionar o envelhecimento a fotobiomodulagdo do processo regenerativo.
Para tal foram analisados:
. Retardo 6tico por microscopia de polarizagao;
. Expressao de MMPs no tecido tendineo;
. Produgdo de NO tecidual;

. Dosagem das citocinas IL-1f3 e IL-10.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizados 112 animais (Rattus norvegicus albinus), da raga Wistar,
machos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sao Carlos, com
idade e massa corporea variando conforme a faixa etaria de cada grupo.

Os animais permaneceram no Biotério Central da Universidade Federal de Sao
Carlos até a idade apropriada para o experimento, sendo entdo transferidos para o
Biotério do Departamento de Fisioterapia da Universidade Federal de Sao Carlos, onde
foram mantidos em gaiolas de polipropileno padrio, contendo cada uma quatro animais.
Estes receberam 4gua e ragio balanceada granulada (PRO-BIOTERIO / MP-77) - ad
libitum e foram mantidos em ambiente higienizado, com iluminagdo em ciclo claro/

escuro de 12 horas.
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4.2 Modelo Experimental
O modelo utilizado neste estudo foi baseado nos experimentos de CARRINHO et
al. (2006) ao promoverem tenotomia radical na por¢ao média do tendao calcanear de

roedores através de uma incisdo transversal do tenddo dissecado.

4.3 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 2 grupos, conforme a faixa etaria correspondente a
um grupo jovem (4 semanas, massa = 111,3£8,3g) e um grupo adulto (27 semanas,
massa = 385,4+34,3¢) constituido cada um de 56 animais, subdivididos em 4 subgrupos

de 14 elementos cada, que receberam tratamento especifico conforme a tabela a seguir:

Subgrupos Idade (semanas) Dose Poténcia

J3J — 3 joules 4 3J/cm” 15 mW
Grupo  J10J - 10 joules 4 10J/cm® 15 mW
Jovem  JPL —placebo 4 0J/cm® 0 mW

JCL — controle lesado 4

A3J -3 joules 27 3J/cm’ 15 mW
Grupo  A10J— 10 joules 27 10J/cm®* 15 mW
Adulto  APL — placebo 27 0J/cm’ 15 mW

ACL — controle lesado 27 e

4.4 Procedimento Experimental

4.4.1  Procedimento Cirurgico

Os animais foram inicialmente pesados e submetidos a uma anestesia geral por via
intraperitoneal utilizando-se uma combinacdo de anestésicos (KETAMINA - 95mg/kg e
XILAZINA 2% -12mg/kg), previamente estabelecida, em doses correspondentes a
massa corporal de cada animal.

A pele sobre a regido posterior da tibia do membro posterior direito na regido
correspondente ao tendao calcanear foi tricotomizada com um barbeador elétrico. Apds

assepsia local (com 4alcool iodado), foi realizada uma incisdo longitudinal de
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aproximadamente 7,0mm de comprimento sobre a pele no local correspondente ao ter¢o
médio do tenddo calcanear, entre a inser¢ao calcanear e a juncdo miotendinea onde foi
efetuada a tenotomia total por cisalhamento no sentido transversal ao maior eixo do
tendao sem posterior tenorrafia.

A seguir a pele foi suturada com fio absorvivel e submetida a limpeza local (alcool

iodado), ndo havendo posteriormente nenhum tipo de imobilizagdo do segmento.

Fig.1 — “A” Exposicdo do tendao calcaneo para o procedimento de tenotomia

radical e em “B” sutura do acesso cirurgico.

4.4.2 Tratamento:

Para o tratamento dos animais foi utilizado um laser (DMC® - Sdo Carlos, Brasil)
classe 3B, diodo AsGaAl, com comprimento de onda 685nm, poténcia de saida de
15mW, 4rea da fibra de 0.0028cm?, didmetro do feixe de 0,6mm, divergéncia de 1.5°,
emissdo continua e densidade de poténcia de 5.4W/cm® em doses de 3J/em® (5
segundos de exposicdo e 8,3mJ/sessdo) e 10J/cm?® (15 segundos de exposicdo e 28,5

mJ/sessao).
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Fig. 2 — Equipamento emissor de radiagdo laser utilizado no estudo

Inicialmente o equipamento laser foi aferido no Grupo de Optica da Universidade
de Sdo Paulo (USP) - Campus de Sdo Carlos e foi verificada a poténcia de emissdo do
laser no inicio ¢ fim de cada sessdo através de um Lasercheck (Hand held laser power

meter — COHERENT ©).

Para a realizagdo das aplicagdes laser, os animais foram imobilizados através de
preensdo manual e irradiando-se por fotoestimulacao transcutinea a regido da lesdo com
a técnica de contato a um angulo de 90° em relagdo a superficie da area lesada, sendo a
primeira irradiacdo 24h apos a lesdo. O tratamento constituiu-se de 12 sessdes
consecutivas, intervaladas por 24h. No 13° dia apds a tenotomia (24h pos a Ultima
sessdo) os animais foram submetidos a eutanasia (overdose de ketamina e xilasina) e
imediatamente seus tenddes direitos foram retirados cirurgicamente por dissecacdo
desde a inser¢do calcanear até a jungdo miotendinea, seguindo-se entdo o procedimento

de preparagdo das laminas histologicas.
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Fig. 3 — Procedimento de radiagdo laser de baixa intensidade transcutanea sobre o local

da tenotomia do calcaneo direito.

4.4.3 Preparacao das Amostras para analise de birrefringéncia
Para uma avaliagdo de birrefringéncia das fibras de colageno, 10 tenddes de cada
subgrupo foram dissecados e lavados em soro fisiologico e fixados em formol a 10%

por 24 horas, a fim de iniciar o preparo das 1dminas histologicas.

Posteriormente os tenddes foram lavados em agua corrente por 24hs, em seguida
desidratados em solucdes crescentes de alcool etilico, a 70%, 90%, 95% por uma hora
em cada solucdo ¢ finalizando com 3 banhos de 1h de dura¢do cada em solugdo de
alcool 100%. Entdo os tenddes foram diafanizados inicialmente em solug¢do de
alcool/xilol 1:1 por uma hora e a seguir em 3 banhos de xilol de 1 hora de duragdo cada
a 100%, seguidos de 3 banhos de parafina liquida com duracdo de 1 hora para a inclusdo
em blocos de parafina.

Os tenddes, inclusos nos blocos de parafina, foram cortados no sentido
longitudinal de forma semi-seriada por meio de um micrétomo rotativo numérico
(Ancap®, modelo 297) do Laboratorio de Eletrotermofototerapia da UFSCar com

espessura padronizada de 5,0pm.
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Cada lamina foi1 montada com uma série de 4 cortes consecutivos de cada tendao e
cada grupo de animais foi representado por 10 laminas histologicas. Apos serem

montadas, todas as laminas foram desparafinizadas e novamente hidratadas.

4.4.4. Preparacdo das Amostras para analise de Zimografia, IL-1B, IL-10 e
NO.

Foram coletados 4 tenddes de cada subgrupo no 14° dia ap6s a lesdo, em seguida,
devidamente congelados em nitrogénio liquido ¢ armazenados em freezer a - 86° C para
posterior analise. A amostra do tendao (inteiro) foi lavada 3 a 4 vezes em solugdo salina
e foi realizada a limpeza e remocao de qualquer tipo de tecido periférico, como tecido
muscular e demais membranas visiveis. Os tenddes foram utilizados para andlise das
Metaloproteinases 1 e 2 (MMP-1, MMP-2), citocinas (IL-1p e IL-10) e quantificagdo de

nitrato/nitrito (NOx-) para determinacdo dos niveis de 6xido nitrico (NO).

4.5 Microscopia de Polarizacéo

A caracterizacdo estrutural das fibras de colageno foi realizada utilizando, para
1sso, uma de suas propriedades anisotropicas Opticas: a birrefringéncia total, medida por
meio da microscopia de polarizagdo. Segundo Vidal (2011), o aumento da
birrefringéncia total estd diretamente relacionado ao aumento das ligacdes cruzadas
entre as fibras de colageno, aumentando a cristalinidade e a agregacdo ordenada do
colageno tipo I e sua orientagao.

As laminas de cada grupo foram imersas em agua destilada (indice de refragdo =
1,333) por cerca de 30 minutos, para analise através da birrefringéncia.

Apbs o periodo de imersdo, as laminas foram cobertas por laminulas contendo

agua destilada nas interfaces. Foi utilizado um microscépio de luz polarizada (LEICA,
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objetiva pol.10X/0,22, condensador 0.9, compensador de Sénarmont A/4, luz
monocromatica A= 546nm, obtida por meio de um filtro de interferéncia).

As medidas de retardo optico foram obtidas com o eixo do tenddo a 45° de
inclinacdo em relagdo ao polarizador e o analisador, permitindo o maior brilho de
birrefringéncia e portanto, uma analise de alinhamento das fibras colagenas ao longo do

eixo do tendao.

4.6 Zimografia

Determinacao da atividade de MMPs por Zimografia.

Foi utilizada a metodologia de Marquetti et al. (2008). Amostras de tendao
extraidas foram devidamente congeladas com nitrogénio liquido e pesadas. A amostra
do tendao foi lavada de 3 a 4 vezes em solugdo salina e foi feita a remogao de qualquer
tipo de tecido periférico. As amostras foram manualmente homogeneizadas e incubadas
em 0,3 ml de tampao de extracao (10mM de acido cacodilico, Ph5,0, 150mM de NaCl,
1uM de ZnCl,; 20mM de CaCly; 1,5mM de NaNj3 e 0,01% de Triton X-100) a 4°C, com
agitacdo continua durante 24 horas. Apds este tempo, o tampao de extragao foi coletado
por centrifugagdo (10min, 13.000 x g a 4°C). As amostras provenientes de 4 tenddes por
grupo foram concentradas de maneira que cada pog¢o do gel de zimografia continha
20ug de proteina e 10ul de tampao, totalizando 30ul de solugdo por pogo.

Os géis de zimografia consistiram de géis de poliacrilamida (10%) com gelatina
(100mg/ml) na presenca de SDS sob condi¢des ndo reduzidas. A eletroforese (100V) foi
realizada até o corante atingir a base do gel. Apos a eletroforese, o gel foi lavado 2
vezes durante 30 minutos em soluc¢do 2,5% de Triton X-100 para remog¢ao do SDS. Em
seguida, o gel foi incubado em tampao de substrato (50mM de Tris-HCI, ph 8,0; 5SmM

de CaCl, e 0,02% NaNj3) a 37°C, durante 24 horas. Apds este tempo, o gel foi corado
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com Coomassie Blue por 90 minutos e descorado com acido acético: metanol: agua
(1:4:5) para visualizagdo das bandas de atividade. As bandas de atividade foram
visualizadas como bandas claras contra o fundo azul, indicando a protedlise do
substrato. A massa molecular das bandas de atividade gelatinolitica foi determinada por
comparacdo com marcador de massa molecular PageRulerTM Prestained Protein
Ladder (Fermentas Life Sciences, Burlington, ON).

Bandas de atividade foram identificadas seguindo descri¢do prévia de seus pesos
moleculares 72 kDa: pro-MMP-2; 66 kDa: intermediary-MMP-2; 64 kDa: active-MMP-
2; 52 kDa: latent-MMP-1; 42 kDA: active-MMP-1 sendo empregada para a andlise
quantitativa da densidade das bandas de proteina na Zimografia o programa GeneTools

v3.06. (Syngene, Cambridge, UK).

4.7 Método ELISA: Quantificagdo da IL-1p e IL-10

As citocinas IL-1p e IL-10 foram dosadas a partir do homogenato tecidual.
Aproximadamente 50 mg de tecido tendineo foram pulverizados em nitrogénio liquido e
homogeneizados em Iml de solugdo de RIPA (100mM de Tris-HCl pH 7.5, 1% de
desoxicolato de sodio, 1% de NP40, 150mM de NaCl, 0.1% de SDS). O material
permaneceu em agitacdo, a 4°C por 1 hora. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 RPM por 20 minutos a 4°C. As medidas foram normalizadas
pela concentracdo de proteinas na solucdo (Método de Bradford—Biorad). As dosagens
foram feitas por ELISA, com kit da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).

Placas de 96 pogos foram adsorvidas com anticorpo de captura monoclonal anti-
citocina de rato, diluido em PBS por 12 horas. Em seguida, as placas foram lavadas com

solugao de PBS contendo 0,05% de Tween20.
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Os sitios inespecificos foram bloqueados com PBS contendo 1% de BSA (soro
albumina bovina — Sigma) por 1 hora. A placa foi lavada para remocao da solucao de
bloqueio. Em seguida, as amostras e os padroes foram colocados nos respectivos pogos
e incubados por 2 horas. Ao final do periodo, as placas foram lavadas. O anticorpo de
deteccao foi adicionado, conjugado a peroxidase, e incubado por 2 horas. As placas
foram lavadas novamente. Ao final das lavagens, foi adicionado o substrato da
peroxidase, tetrametilbenzidina, deixando reagir por 15 a 20 minutos. Ao final da
incubagdo, foi adicionada solucdo de parada (H,SOs — 2N). As citocinas foram
quantificadas pela leitura da absorbancia (450 nm) e os resultados foram expressos em

pico-grama de antigeno por miligrama de proteina.

4.8 Produtos de Oxido Nitrico: Nitrito/Nitrato

A quantificacdo dos niveis de Nitrito/Nitrato (NOx-) foi utilizada para avaliar a
producio de Oxido Nitrico. Amostras de tenddo (50mg de tecido) foram processadas em
nitrogénio liquido e homogeneizadas em solucdo de RIPA (100mM de Tris-HCI pH 7.5,
1% de desoxicolato de sodio, 1% de NP40, 150mM de NaCl, 0.1% de SDS), acrescido
de inibidores de proteases. As amostras foram centrifugadas a 1400 RPM por 30
minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a concentracdo de proteinas quantificada
pelo método de Bradford.

O método de deteccao foi baseado na reagdao do nitrito com reagente de Griess
produzindo uma reagdo colorimétrica que foi detectada por absorbancia com leitura em
comprimento de onda de 595nm. O nitrato presente na amostra foi reduzido a nitrito
utilizando-se as enzimas nitrato redutase e NADPH. A concentragdo de nitrito foi

dividida pela quantidade de proteina presente nas amostras.
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Para a reacdo de nitrato, reagiu-se 50ml da amostra ou padrao (ou de diluente,
para o branco), com 25ml da solu¢dao de nitrato redutase (10 unidades dissolvidas em
16,4 mL de Tris 40 mM , pH 7,4) e 25ml da solucdo de NADPH (6,7 mg em 50 mL de
Tris). As amostras foram incubadas por 2h a temperatura ambiente.

Para a reacdo de Griess adicionou-se 100 ml da solucao de trabalho (solugao A:
1% de sulfanilamida em acido fosforico a 5%; solucao B: 0,1% de naftil-etilenodiamina
em agua destilada; misturadas em partes iguais das solucdes A e B). Apos a incubagao
de 10 minutos em temperatura ambiente foi feita a leitura em comprimento de onda 595
nm no leitor de placa Genius (Salzburg, Austria). O mesmo protocolo, sem adi¢io de

nitrato redutase, foi utilizado para a dosagem de nitrito, fazendo-se a leitura a 595 nm.

4.9 Analise Estatistica

O pacote SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versdao 17.0 foi utilizado
para as analises estatisticas pela aplicagao do teste de analise de variancia multivariada
MANOVA para determinacdo das diferengas nas varidveis do presente trabalho. Para
determinar as diferencas entre os grupos e os subgrupos foi aplicado o teste de Tuckey
adotando um nivel de significancia estatistica de 5% (P < 0.05), intervalo de confianca

de 95%.
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PARTE II

Manuscrito 1:

INFLUENCIA DA IDADE NA ORGANIZACAO DA MATRIZ
EXTRACELULAR DURANTE O PROCESSO DE REGENERACAO DO
TECIDO TENDINEO SOB ESTIMULACAO LASER DE BAIXA

INTENSIDADE.

Manuscrito 2:

INFLUENCIA DA IDADE SOBRE A FOTOESTIMULACAO LASER DE
BAIXA INTENSIDADE NA REGENERACAO TENDINEA NA

CONCENTRACAO DE IL-1B, IL-10 E OXIDO NITRICO.
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6.1 INFLUENCIA DA IDADE NA ORGANIZACAO DA MATRIZ
EXTRACELULAR DURANTE O PROCESSO DE REGENERACAO DO
TECIDO TENDINEO SOB ESTIMULACAO LASER DE BAIXA
INTENSIDADE.

Charles Taciro; Livia Ribeiro Assis, Davilene Gigo Benato, Thiago Luiz de Russo,
Nivaldo Antonio Parizotto.

RESUMO:

O processo de maturagdo e senescéncia celular € um importante fator relacionado
aos processos degenerativos e patologicos do tecido tendineo. Diversas modalidades
terapéuticas sdo utilizadas para promover a aceleracdo e melhora do reparo tendineo,
dentre elas a terapia laser de baixa intensidade (TLBI). Porém sdo pouco conhecidos os
reais efeitos desta terapia quando se associa um fator potencialmente decisivo na
resposta celular como o envelhecimento. Este estudo avaliou os efeitos da TLBI,
aplicado na reparagao tendinea do tenddo calcanear pos tenotomia radical transversal
em ratos em duas idades distintas. Um grupo de ratos jovens (4 semanas de idade,
n=40), subdivididos aleatoriamente em 4 subgrupos contendo cada um 14 animais: J3J
(dose 3J/cm?), J10J (10J/cm?), placebo - JPL (dose 0J/cm?), controle - JCL (nenhum
tratamento); € um grupo adulto (27 semanas de idade, n=40), subdivididos
aleatoriamente em 4 subgrupos: A3J (dose 3J/ecm?), A10J (dose 10J/cm?), placebo -
APL (dose 0J/cm?), controle - ACL (sem tratamento). O laser utilizado (685 nm,
5.4W/cm?) foi aplicado em 12 sessdes consecutivas, uma vez ao dia, em um Gnico ponto
sobre a regido da lesdo. No 14° dia pos-operatdrio os animais foram eutanasiados e seus
tenddes dissecados, processados e analisados quantitativamente através de microscopia
de polarizagdo para medida da birrefringéncia e investigagdo da atividade da
metaloproteinases (MMPs) pela técnica de Zimografia. A andlise dos dados mostra
significativa resposta idade-dependente e dose-dependente (P< 0.05) do tecido a
irradiagdo laser nas medidas de birrefringéncia, porém nao foi verificada diferencas
significantes em relagdo a atividade de MMP-2. Os dados sugerem atencdo a
determinagdo dos parametros de irradiagcdo, havendo a possibilidade de efeito inibitério
da TLBI sob determinadas condigdes.

Palavras-chave: Laserterapia, envelhecimento, tendao.
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INTRODUCAO

O colageno ¢ uma molécula presente em grande quantidade nos seres vivos
superiores ¢ representa um componente fundamental nas propriedades fisicas de
determinadas estruturas do organismo humano. Os conjuntos de fibrilas de colageno
formam feixes que se agrupam em uma grande variedade de estruturas encontradas nos
tecidos conectivos. Essas fibrilas sdo eventualmente estabilizadas por ligagdes
intermoleculares covalentes, cujo papel ¢ chave na maturagcdo e determinante nas suas
propriedades mecanicas (Kadler et al., 2008).

Os tenddes sdo compostos principalmente de fibrilas de coldgeno
predominantemente do tipo I orientadas paralelamente as linhas de tensdo, formando 2
cadeias a; e uma cadeia oy, cuja fungdo principal no organismo se traduz em resistir e
transmitir cargas de tensdo mecanica no sentido axial do eixo maior do tenddo. Além
disso, sdo encontrados nos tenddes elastina (2% do peso seco), colageno tipo III (0-
10%), IV (cerca de 2%), e pequenas porc¢des de colageno tipo V e VI (Kannus, 2000;
Ottani et al., 2001).

Outro componente fundamental do tenddo ¢ a 4agua (55 a 70%) em sua maioria
associada a proteoglicanos da matriz extracelular.

Nesse sentido, a composicao e a forma como se organizam os feixes de colageno
no processo de regeneracao ¢ muito importante, pois sdo elas as grandes responsaveis
pelas propriedades mecénicas deste tecido e determinando o nivel de resisténcia
maxima, carga de ruptura do tenddo, elasticidade do tecido e deformacdo (Ansorge et
al., 2011).

Durante o envelhecimento ocorrem modificagdes estruturais e composicionais dos
tecidos conjuntivos, os quais podem alterar sua capacidade de adaptacdo ao ambiente.

Aumentos na rigidez e fragilidade das fibras de coldgeno sdo relacionados a reducgao da
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eficacia do sistema locomotor, elasticidade do sistema vascular e propriedades de
infiltracdo de membranas basais (Ansorge et al., 2011; Bailey, 2001).

As taxas de metabolismo do colageno e turnover também variam
substancialmente com o desenvolvimento e senescéncia, influenciando diretamente as
interacdes célula-matriz. A sintese de colageno diminui constantemente durante o
envelhecimento podendo cair em até 10 vezes na maioria dos tecidos, além disso, ocorre
aceleracdo da degradacdo do colageno durante a maturagdao (Mays et al., 1991; Couppé
et al., 2009).

A habilidade do tecido tendineo para sustentar a carga aplicada ¢ determinada em
sua maioria pela orientagdo e dimensdes das fibras de colageno, os quais podem variar
conforme o tipo de estimulos. Quanto maior a propor¢ao de fibras de grande diametro,
maior a resisténcia a tragdo. Uma das formas para se quantificar a orientagdo e o estado
agregacional das fibras de colageno ¢ a microscopia de polarizagdo para medidas de
birrefringéncia (Mello et al., 1979).

A birrefringéncia do tenddo ¢ resultado do dicroismo linear, que representa a
média de todas as transi¢cdes eletronicas nas moléculas que compdem a fibra de
colageno (que define a birrefringéncia intrinseca), outra andlise possivel ¢ a
birrefringéncia de forma, que ser relaciona a geometria da molécula de colageno e
representa a contribuicdo de todos os volumes parciais das particulas e do meio
homogéneo dispersante do tecido tendineo. A curva de birrefringéncia ¢ determinada
pela plotagem dos valores de retardo optico das fibras de colageno em funcdo do indice
de refracdo do meio fluido em imersdo. O aumento do valor da birrefringéncia ¢
relacionado ao aumento do nimero de pontes cruzadas entre as fibrilas de colageno, o
que significa aumento da cristalinidade e agregacao ordenada do coldgeno tipo I, o que

significa melhor qualidade do tendao (Mello et al., 1979).
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Outro fator importante para definicdo das caracteristicas fisicas da matriz ¢ a
expressdo de enzimas proteoliticas como as metaloproteases (MMPs), essenciais no
processo de remodelagao do tenddo. Em condigdes normais, a quantidade de MMPs ¢
baixa, porém situacdes de estresse tecidual como lesdes e atividade fisica intensa (Kjaer,
2004), eletroestimulacao (Russo et al., 2008), laserterapia (Gavish et al., 2006) levam a
modulagdo da expressao destes elementos, porém pouco se sabe sobre a relagdo dessas
intervencoes associadas ao envelhecimento na remodelagao do tendao.

Em geral, o conteudo total e a densidade do colageno aumentam com a idade,
principalmente devido a diminuicdo do turnover do coldgeno. Em tenddes de animais
adultos de velhos, quanto comparados aos fetais, observa-se maior compactacao e
orientagdo (Tohno et al., 2010).

A manutencdo do equilibrio entre a sintese e degradacdo ¢ fundamental para a
integridade de componentes da matriz extracelular que inclui colageno, glicoproteinas,
GAGs e proteoglicanos. A expressdo de enzimas proteoliticas como as MMPs ¢
essencial para a manutencdo do remodelamento tecidual. Diversos autores relatam
desequilibrio entre esses elementos durante o processo de envelhecimento, o que pode
ser relacionado aos elevados indices de lesdo em ligamentos e tenddes na fase adulta e
avancada (Bailey, 2001).

Considerando os mecanismos envolvidos na lesdo tendinea e propriedades fisicas
do colageno, a modalidade terapéutica do laser de baixa intensidade tem sido
empregada no tratamento de lesdes do tendao (Fillipin et al., 2005), pois ¢ citada como
uma terapia modulatoria de diversos mecanismos do processo de regeneragao tecidual,
como vias proliferativas e energéticas (Vladimirov et al., 2004), transducao de sinas
elétricos, bioquimicos (Karu et al., 2005) e acdo sobre o sistema imunologico (Tuby et

al., 2006). Esses efeitos da radiagcdo laser dependem de varios parametros, entre eles,
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comprimento de onda eletromagnética, intensidade, dose, especificidade tecidual, tempo
e tipo de lesao.

Pouco se sabe sobre os efeitos da idade na regeneragdo tendinea induzida pela
TLBI, pois componentes das diversas vias da biomodulagao se encontram modificados
no processo de maturagdo celular e senescéncia, dessa forma torna-se importante
conhecer como a variavel idade pode influenciar na organizacao tecidual durante a
regeneracdo permitindo a pratica clinica mais eficiente, e conseqiientemente, o retorno
mais rapido do individuo lesado as suas fun¢des normais.

No presente estudo, o objetivo foi verificar se a idade pode influenciar alteragdes
estruturais do tenddo durante o processo de regeneracdo estimulada pela TLBI e

também a possibilidade de alteragdes na atividade de MMPs do tendao calcanear.

MATERIAL E METODOS:

Delineamento experimental

Foram utilizados 112 ratos (Rattus norvegicus albinus), da raca Wistar, machos,
com idade e peso corporal variando conforme a faixa etdria de cada grupo. Estes
receberam 4gua e ragdo balanceada peletizada (ad libitum) e foram mantidos em
ambiente higienizado, com iluminac¢do em ciclo claro/ escuro de 12 horas.

Os animais foram aleatoriamente divididos em 2 grupos:

Grupo Jovem contendo 56 animais (idade de 4 semanas), subdivididos
aleatoriamente em 4 subgrupos contendo cada 14 animais: J3J (energia de 8,5mJ/sessao,
5 segundos de exposicdo/sessdo, dose 3J/cm®), J10J (energia 28,3m J/sessdo, 15
segundos de exposicdo/sessio, dose 10J/cm?), placebo - JPL (dose 0J/cm?) e JCL

(lesado sem tratamento).
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Grupo Adulto contendo 56 animais (idade 27 semanas), subdivididos
aleatoriamente em 4 subgrupos: A3J (energia de 8,5mlJ/sessdo, 5 segundos de
exposicdo/sessdo, dose 3J/cm?), A10J (energia 283ml/sessio, 15 segundos de
exposicdo/sessdo, dose 10J/cm?), placebo - APL (dose 0J/cm?) e ACL (lesado sem
tratamento).

Todos os animais sofreram o procedimento de tenotomia transversal através da
seccao total do tenddo calcanear direito. Os subgrupos placebo (JPL e APL) receberam
tratamento com o equipamento desligado (simulagdo por 15 segundos) e enquanto os
subgrupos lesados sem tratamento (ACL e ACL) permaneceram durante o periodo

experimental em suas gaiolas no biotério.

Protocolo de Tratamento

O equipamento utilizado foi um laser (DMC® - S3o Carlos, Brasil), classe 3B,
diodo As-Ga-Al, comprimento de onda 685 nm, poténcia de saida de 15 mW, area da
fibra de 0.0028 cm?, didmetro do feixe de 0.6 mm, divergéncia de 1.5°, emissdo
continua e densidade de poténcia de 5,4W/cm2, em doses de 3J/cm? e 10J/cm* , sendo
os parametros de emissdo conferidos ao final de cada sessdo através de um medidor de
poténcia (Lasercheck - Coherent®).

A terapia laser iniciou-se 24hs apos a tenotomia e consistiu de 12 sessdes
consecutivas intervaladas por 24hs, realizadas num mesmo periodo circadiano, através
de radiagdo transcutinea pela técnica de contato a um angulo de 90° em relacdo a
superficie da area lesada. No 14° dia apds a tenotomia (24 horas pds a Gltima sessdo) os
animais sofreram eutanasia e seus tenddes direitos foram retirados para a preparacao das

laminas histologicas.
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Preparacao das amostras e analise dos dados.

Para avaliagdo quantitativa do retardo 6tico, os tenddes foram dissecados, lavados
e submetidos a fixacdo em solugdo de formalina 10% durante 24 horas e desidratados
em banhos sucessivos de alcool (70, 90, 95 e 100%) e imersdo de xilol por 1 hora,
seguidos de 3 banhos de parafina liquida com duragdo de 1 hora banho para a inclusdo
em blocos de parafina, para o procedimento do corte das pegas.

Os tendodes, inclusos nos blocos de parafina, foram cortados no sentido
longitudinal dos tenddes a uma espessura padronizada de 5,0um. Cada ldmina foi
montada com uma série de 4 cortes consecutivos de cada tenddo e cada grupo de
animais, sendo captadas 40 medidas de Retardo Optico (OR) de cada subgrupo,
totalizando 160 medidas por grupo. Apds serem montadas, todas as laminas foram
desparafinizadas. Estes cortes ndo receberam nenhum tipo de coloracdo e ficaram

descobertas para reidratagdo no momento da analise.

Anélise de birrefringéncia

A andlise das fibras de colageno foi realizada utilizando a birrefringéncia total,
medida por meio da microscopia de polarizagao.

As laminas de cada grupo foram imersas em agua destilada (indice de refracao =
1,333) por cerca de 30 minutos, para analise da birrefringéncia.

Apo6s o periodo de imersdo, as laminas foram cobertas por laminulas contendo
agua destilada nas interfaces. Foi utilizado um microscépio de luz polarizada (LEICA,
objetiva pol.10x/0,22, condensador 0.9, compensador de Sénarmont A4, luz
monocromatica A= 546nm, obtida por meio de um filtro de interferéncia).

As medidas de retardo Optico foram obtidas com o eixo do tenddo a 45° de

inclinagdo em relagdo eixo do polarizador e do analisador, permitindo o maior brilho de
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birrefringéncia e, portanto, uma analise do arranjo das fibras colagenas ao longo do

maior eixo do tenddo.

Zimografia

Foi utilizada a metodologia de Marqueti et al. (2008). O tecido foi congelado e
incubado com tampao de extragdo (10mM de acido cacodilico, Ph5,0, 150mM de NaCl,
1uM de ZnCl,; 20mM de CaCl,; 1,5mM de NaNj e 0,01% de Triton X-100) a 4°C, com
agitacdo continua durante 24 horas. Apos este tempo, o tampao de extragao foi coletado
por centrifugacdo (10min, 13.000 x g a 4°C). As amostras provenientes de 4 tenddes por
grupo foram concentradas de maneira que cada poco do gel de zimografia continha
20ug de proteina e 10ul de tampao, totalizando 30ul de solugdo por pogo.

Os géis de zimografia consistiram de géis de poliacrilamida (10%) com gelatina
(100mg/ml) na presenca de SDS sob condi¢des ndo reduzidas. A eletroforese (100V) foi
realizada até o corante atingir a base do gel. Apos a eletroforese, o gel foi lavado 2
vezes durante 30 minutos em solugdo 2,5% de Triton X-100 para remog¢ao do SDS. Em
seguida, o gel foi incubado em tampao de substrato (50mM de Tris-HCI, ph 8,0; SmM
de CaCl; e 0,02% NaNj3) a 37°C, durante 24 horas. Apos este tempo, o gel foi corado
com Coomassie Blue por 90 minutos e descorado com &cido acético: metanol: agua
(1:4:5) para visualizagdo das bandas de atividade. As bandas de atividade foram
visualizadas como bandas claras contra o fundo azul, indicando a protedlise do
substrato. A massa molecular das bandas de atividade gelatinolitica foi determinada por
compara¢do com marcador de massa molecular PageRulerTM Prestained Protein
Ladder (Fermentas Life Sciences, Burlington, ON), seguindo descricdo prévia de seus

pesos moleculares; 72 kDa: pro-MMP-2; 66 kDa: intermediary-MMP-2; 64 kDa: active-
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MMP-2; sendo empregada para a analise quantitativa da densidade das bandas de

proteina na zimografia o programa GeneTools v3.06. (Syngene, Cambridge, UK).

Analise estatistica

O pacote SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versdao 17.0 foi utilizado
para as analises estatisticas pela aplicagdao do teste de analise de variancia multivariada
MANOVA para determinagdo das diferencas nas variaveis do presente trabalho. Para
determinar as diferencas entre os grupos e os subgrupos foi aplicado o teste de Tuckey
considerando um nivel significancia estatistica de 5% (P < 0.05), intervalo de confianca

de 95%.

RESULTADOS

Andlise de Microscopia de Polarizagao
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Figura 1: Distribui¢do das medidas de Retardo Otico (nm) obtidas através da analise

L4
*r—
*—=e
L —
*—=
®

APL ACL A3

Al10J

Retardo otico (OR) em nm
e o T = T VTR VYR SR R Y |
o v o v o v oo v o

(=T |

por microscopia de polarizacdo subgrupos JCL (jovem controle lesado), JPL (jovem
placebo), J3J (jovem 3J/cm?), J10J (jovem 10J/cm?), ACL (adulto controle lesado), APL

(adulto placebo), A3J (adulto 3J/cm?) e A10J (adulto 10J/cm?). As barras horizontais na
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por¢ao superior do grafico indicam as comparagdes entre os subgrupos que
apresentaram diferengas estatisticamente significativas (P<0,05).

Na comparagao intergrupos, nao foram verificadas diferencas significativas entre
os pares jovem e adulto dos subgrupos placebo, controle lesado e 10 J/ecm?, com
excecao do subgrupo J3J que apresentou aumento significativo do OR em relagdo ao
A3J.

A andlise intragrupo, o grupo jovem apresentou diferencas estatisticamente
significativas nas comparagdes do subgrupo J10J em relagao aos JPL, JCL e J3J. As
outras comparagdes ndo mostraram diferengas relevantes.

Na andlise intragrupo dos animais adultos, o subgrupo A10J apresentou-se com
indice de OR significativamente maior que o APL, ACL e A3J. Observamos que o
subgrupo A3J se comportou de modo inverso ao J3J, apresentando indice de OR
significativamente menor quando comparado aos outros animais do grupo adulto.

Um comportamento semelhante foi observado quando analisados o Grupo Adulto
e Jovem separadamente, demonstrando que no caso da varidvel observada, hd uma

resposta similar, com excecao do J3J e A3J (figura 1).
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Figura 2: Distribui¢do dos valores da pro-MMP-2, intermediary-MMP-2, active-
MMP-2, latent-MMP-1, active-MMP-1 observada nos diferentes grupos experimentais.
Nao foi verificada diferenga estatisticamente significativa, considerando P < 0.05.

A andlise de zimografia ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas
para os valores quantificados de MMPs tanto em relagdo a variagdo intergrupos como

intragrupos .

DISCUSSAO
Diversos estudos relatam como um dos principais efeitos da radiagdo laser a

proliferacdo, quimiotaxia de fibroblastos, aumento da deposi¢ao de colageno e estimulo
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a sua organizacdo no tenddo, observados através do nivel de organizagdo do coldgeno
no eixo longitudinal do tendao (Gigo-Benato et al., 2010; Enwemeka et al., 2004;
Carrinho et al., 2006).

Os dados do presente trabalho indicam aumento do retardo 6tico nos animais
tratados com 10 J/cm® tanto no grupo de ratos com 4 semanas de idade, bem como
naqueles com 27 semanas. Estes resultados corroboram com outros achados da literatura
(Enwemeka et al., 2004; Carrinho et al., 2006., Arruda et al., 2007), que encontraram
resultados semelhantes na organizagao do tendao apos a TLBI, porém, observamos que
no subgrupo A3J, houve diminui¢cdo do OR quando comparado aos outros animais do
grupo adulto e o subgrupo A3J apresentou comportamento inverso quando comparado
ao J3J.

Enwemeka et al. (2004) utilizando laser He-Ne (A = 632.8 nm) encontraram
aumento da produgdo de colageno em ratos tenotomizados nas doses de 4.0mJ/cm” e
5.0mJ/cm’, enquanto que Gum et al. (1997) encontraram dose de 1.0J/cm”® sendo mais
efetiva na reparacao tendinea apods periodo equivante de tratamento ao utilizado neste
trabalho. Arruda et al. (2007) encontraram em ratos Wistar de 5 semanas de idade,
através da avaliacao por birrefringéncia aumento da organizacao tecidual nas doses de 3
J/em” utilizando laser AsGa (904nm) associado ao AsGaInP (670nm) apds 12 sessdes
de tratamento, resultados semelhantes foram encontrados por Carrinho et al.(2006),
apos 10 sessodes tratamento no mesmo modelo de lesdo, verificando aumento do valor de
retardo Otico e melhor arranjo do coldgeno nos ratos Wistar (12 semanas de idade)
tratados com laser AsGaAl 685nm e 830nm nas doses de 3 J/cm® e 10 J/cmz,
principalmente sob os pardmetros de 3 J/cm? ¢ laser 685nm.

A diminuigdo no OR observado no grupo adulto tratado com dose de 3J/cm? do

presente estudo representa uma possibilidade janela inibitoria da TLBI sobre o processo
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de reparacao tecidual dependente da idade. A diminuicdo do OR pode significar um
tecido menos organizado e, conseqilientemente mais fragil, predispondo-o a rupturas ou
formagao de aderéncias (Ansorge et al., 2011).

Nossos estudos corroboram com a teoria que a TLBI pode estimular diversos
processos celulares, mas somente sob uma combinagdo correta de seus parametros de
exposicao, como energia, poténcia, tempo de exposicao periodo de lesdo e tratamento,
tipo de tecido afetado e a idade do animal (Pereira et al., 2002).

Uma das principais teorias da laserterapia relaciona o citocromo C oxidase como
o principal fotoreceptor, estimulando a atividade eletroquimica mitocondrial, acelerando
a transferéncia de elétrons na membrana mitocondrial, produzindo maiores quantidades
de ATP (Karu et al., 2005), desencadeando cascata de sinalizac¢ao celular, promogao de
proliferagdo celular e produgdo e organizagdo de colageno (Wood et al., 2010).

Estudos relatam a queda expressiva da citocromo ¢ oxidase com o avanco da
idade (Silveira et al., 2007). Verificamos nos resultados deste estudo que somente na
dose de 10J/cm” houve melhora na orientagdo do colageno do grupo de animais adultos.
E possivel que, devido a redugdo das concentragdes de fotorreceptores, maiores doses
sejam necessarias para produzir algum efeito significativo na orienta¢do das fibras de
colageno.

Eventos bioquimicos e funcdes celulares envolvidos na fotobiomodulacao laser
podem estar modificados com o processo de maturagao e senescéncia celular e tecidual
(Oshima, 2006) conseqiientemente, modificando o modo como o tecido se comporta
quando submetido a determinadas intervengdes terapéuticas.

Na literatura hd controvérsias sobre o efeito da TLBI sobre o metabolismo do
colageno, alguns estudos sugerem que o laser pode aumentar a sintese do colageno

(Almeira-Lopes et al., 2001; Reddy et al., 1998; Marques et al., 2004; Medrado., 2003)
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por outro lado outros autores sugerem a diminui¢do da sintese associada a um aumento
da proliferacao celular (van Breugel e Bar, 1992). No presente estudo, a atividade de
MMP-2 ¢ MMP-1 nao foi afetada pela agdo da laserterapia e nem foram detectadas
diferencas entre as idades.

Diversos estudos demonstram que o laser ¢ capaz de modular a expressao e
atividade da MMP-2 (Russo et al., 2008; Gavish et al., 2006; Gigo-Benato et al., 2010;
Marques et al., 2004) e seus componentes da matriz extracelular, contudo, nao foi
verificado no presente estudo tais alteragdes da atividade da MMP-2 e MMP-1. E
provavel que este efeito seja observado nos primeiros dias subseqiientes a lesdo, ou as
doses foram insuficientes para produzir alguma alteracdo expressiva. O periodo
relativamente extenso de tratamento pode ter comprometido a observagdo de alguma
diferenca significativa.

Por fim, considerando os resultados obtidos nesse estudo, concluimos que os
efeitos bioldgicos laserterapia podem ser influenciados significativamente pela idade e
também pela dose aplicada.

Devido as divergéncias encontradas na literatura e escassez de pesquisa, ainda ha
necessidade de estudos mais detalhados para elucidar os mecanismos de agdo da TLBI
relacionados ndo somente a padronizacdo de pardmetros seguros para o seu uso em
pratica clinica, mas devem ser considerados os efeitos do desenvolvimento e

envelhecimento.
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6.2  INFLUENCIA DA IDADE SOBRE A FOTOESTIMULACAO LASER DE
BAIXA INTENSIDADE NA REGENERACAO TENDINEA NOS NIVEIS DE IL-
1B, IL-10 E NITRITOS E NITRATOS.

Charles Taciro, Livia R de Assis, Vivian Cury, Thiago L. de Russo, Nivaldo A. Parizotto

RESUMO

O processo de maturagdo e senescéncia celular ¢ um importante fator relacionado
aos processos degenerativos e patologicos do tecido tendineo. Diversas modalidades
terapéuticas sdo utilizadas para promover a aceleragao e melhora do reparo tendineo,
dentre elas a terapia laser de baixa intensidade (TLBI). Porém sdo pouco conhecidos os
reais efeitos desta terapia quando se associa um fator potencialmente decisivo na
resposta celular como o envelhecimento e regeneragdo. Este estudo avaliou os efeitos da
TLBI, aplicado na reparagdo tendinea do tendao calcanear pos tenotomia radical em
ratos em duas idades distintas. Um grupo de ratos jovens (4 semanas de idade, n=16),
subdivididos aleatoriamente em 4 subgrupos contendo cada um 4 animais: J3J (dose
3J/cm?®), J10J (10J/cm®), placebo - JPL (dose 0J/cm?), controle - JCL (nenhum
tratamento); e um grupo adulto (27 semanas de idade, n=16), subdivididos
aleatoriamente em 4 subgrupos: A3J (dose 3J/ecm?), A10J (dose 10J/cm?), placebo -
APL (dose 0J/cm?®), controle - ACL (sem tratamento). O laser utilizado (685 nm,
5.4W/cm?®) aplicado em 12 sessdes consecutivas, uma vez ao dia, em um Gnico ponto
sobre a regidao da lesdo. No 14° dia pds-operatorio os animais foram eutanasiados e
amostras de tenddo foram coletadas para andlise de citocinas IL-1f e IL-10 pelo método
ELISA e quantificacdo de nitrato/nitrito (NOx-) plasmadtico através de amostras no
sangue pelo método Bradford. A analise dos dados mostra significativa resposta idade-
dependente e dose-dependente (P< 0.05) do tendao a irradiacdo laser. O subgrupo A3J
apresentou aumento significativo dos niveis de IL-1p e IL-10. Também foi observada
diminui¢do dos niveis de IL-10 nos outros grupos em compara¢ao com o grupo controle
de ambas as idades, porém ndo foram verificadas diferencas significantes na
quantificagdo de NO na avaliagdo intragrupo, somente entre as idades. Os dados
sugerem atenc¢do a determinacao dos pardmetros de irradiacdao, havendo a possibilidade
de efeito diferencial da TLBI dependente da idade.

Palavras-chave: Laserterapia, envelhecimento, citocinas
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INTRODUCAO:

O processo de reparacdo tecidual ¢ multifatorial, dependente de diversos
componentes como fatores de crescimento, proliferacdo de fibroblastos, acao
angiogénica, aporte sanguineo, estimulo mecanico, atividade da matriz extracelular e
quimiotaxia. Esses componentes podem ser influenciados pelo processo de
desenvolvimento e envelhecimento, portanto, ¢ compreensivel que o impacto da
inflamacao e a velocidade de regeneragdo tecidual sejam divergentes nas diferentes
faixas etarias (Swift et al., 2001; Krabbe et al., 2004).

AlteragOes decorrentes do desenvolvimento e envelhecimento no metabolismo e
atividade celular do tecido tendineo e o nivel de estresse mecanico sdo relacionados aos
maiores indices de tendinopatias em adultos, nos quais sao identificados como fatores
causais a reducao de densidade vascular e da expressiao de fator de crescimento
fibrobléstico (FGFs), aumento da expressdo do 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS,
responsavel pela sintese de oxido nitrico) associado a reducao da atividade da dxido
nitrico sintase endotelial (eNOS) (Cernadas et al., 1998), diminui¢do da resposta celular
ao PDGFs (fator de crescimento derivado de plaquetas), declinio na produgdo de fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) e redu¢do de densidade vascular (Feng et
al., 2001).

Verifica-se no envelhecimento aumento da resposta a interleucinas pro-inflamatoérias
como a IL-1pB, IL-6 e TNF-a (Bruunsgaard et al., 2001), aumento dos niveis circulantes
de fator de crescimento transformante-beta 1 e alfa (TGF-B1), modulagdo da resposta
imunoldgica (Mahbub et al., 2011), enzimatica e componentes colagenosos e estruturais
do tendao (Blain et al., 2004).

Durante o processo de reparo tendineo, citocinas tais como IL-1B, IL-6 ¢ TNF-a,

conhecidas como moléculas pro-inflamatdrias, tem como uma de suas fungdes iniciar e
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perpetuar a fase inflamatéria da regeneracdao. Neste periodo ocorre um desequilibrio
redox devido ao aumento da geracao de radicais livres de oxigénio e nitrogénio. Estes
radicais atuam como mensageiros moleculares de sinalizagao celular, que dependendo
da concentragdo no organismo podem ser benéficos ou nao ao tecido lesado (Dinarello,
2011).

Foi evidenciado que a IL-1p acelera a degradagcdo da matriz extracelular através da
indugdo enzimas proteoliticas, interferindo na atividade de fatores de crescimento ou
reduzindo a sintese de componentes fundamentais da matriz celular. Além disso, a IL-
1B pode aumentar a sedimentagdo de eritrdcitos e outros marcadores da resposta
inflamatoria aguda (Schulze-Tanzil et al., 2011).

A Interleucina-10 (IL-10), considerada como uma citocina multifuncional exerce
diversos efeitos na maioria das células hematopoiéticas, capaz de inibir a atividade e
funcao das células T, mondcitos e macrofagos. A principal fungdo atribuida a IL-10 ¢
encerrar a resposta inflamatoria, além disso, regula o crescimento e/ou diferenciacdo de
células B, NK, T, mastdcitos, granuldcitos, células dendriticas, queratindcitos e células
endoteliais (Perenteau et al., 2008; Pestka et al., 2004).

O ¢6xido nitrico € um dos mensageiros moleculares de vias celulares de receptores de
citocinas da inflamag¢do e contribui diretamente para a inibicdo de sintese de
proteoglicanos, aumentando a produ¢do de MMP ou aumentando a susceptibilidade ao
estresse oxidativo (Dozin et al., 2002).

No processo de maturacdo e envelhecimento do tecido conjuntivo, variagdes na
expressdo e atividade de mediadores inflamatorios como a IL-1f3, IL-10 e NO podem
definir a direcao do processo regenerativo, sua resolugcdo ou perpetuacao (Moore et al.,
2001). Classicamente € descrito na literatura, aumento na expressao da IL-1p e reducao

na expressao de IL-10 (Hacham et al., 2004; Guzik et al., 2003).
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Além disso, alteracdes decorrentes do desenvolvimento e envelhecimento afetam
a expressao de outros elementos-chave do processo inflamatério e conseqiientemente da
regeneragdo tecidual. Sao verificadas modificagdes no metabolismo e atividade celular
do tecido tendineo relacionados a densidade vascular, FGFs, iNOS, PDGFS, VEGF,
TGF-B1, capacidade imunologica (Swift et al., 2001; Krabbe et al., 2004; Feng et al.,
2001), alteragdo enzimatica e componentes estruturais do tecido (Couppé et al., 2009).
Autores (Peplow et al., 2011, Safavi et al., 2008; Gao e Xing, 2009; Gavish et al.,
2008) sugerem que a TLBI pode atuar modificando os niveis de expressdo diversos
mediadores inflamatorios, porém ainda sdo desconhecidas as influéncias das alteragdes
decorrentes do processo de desenvolvimento e maturagdo sobre a modulagao laser, pois
diversos elementos envolvidos na fotobiomodulagao laser (como cromoéforos ¢ atividade
mitocondrial) podem ser modificados com no processo envelhecimento,
conseqiientemente, modificando o modo como o tecido se comporta quando submetido
a determinadas intervengdes terapéuticas.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da laserterapia sobre os
niveis de IL-1p, IL-10 e NO e verificar a existéncia de uma relacdo idade-dependente e

dose-dependente da fototerapia.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

Foram utilizados 32 ratos (Rattus norvegicus albinus), da raga Wistar, machos,
com idade e peso corporal variando conforme a faixa etdria de cada grupo. Estes
receberam agua e rag¢do balanceada peletizada (ad libitum) e foram mantidos em
ambiente higienizado, com iluminacao em ciclo claro/ escuro de 12 horas.

Os animais foram aleatoriamente divididos em 2 grupos:
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Grupo Jovem contendo 16 animais (idade de 4 semanas), subdivididos
aleatoriamente em 4 subgrupos contendo cada 4 animais: J3J (dose 3J/cm?,
8,5mJ/ponto, 5,4W/cm2), J10J (dose 10J/cm2, 28,3mJ/ponto, 5,4W/cm2), placebo - JPL
(dose 0J/cm?), e JCL (lesado sem tratamento).

Grupo Adulto contendo 16 animais (idade 27 semanas), subdivididos
aleatoriamente em 4 subgrupos: A3J (dose 3J/cm? , 8,5ml/ponto, 5,4W/cm2), A10]
(dose 10J/cm?, 28,3mJ/ponto, 5,4W/cm?), placebo - APL (dose 0J/cm?), ACL (lesado

sem tratamento).

Procedimento cirargico: tenotomia

Todos os animais sofreram o procedimento de tenotomia, a pele sobre a regiao
posterior da tibia do membro posterior direito na regido correspondente ao tenddo
calcanear foi tricotomizada com um barbeador elétrico. Apds assepsia local (com élcool
iodado), foi realizada uma incisdo longitudinal de aproximadamente 7,0mm de
comprimento sobre a pele no local correspondente ao ter¢o médio do tendao calcanear,
entre a insercdo calcanear e a jun¢do miotendinea onde foi efetuada a tenotomia no
sentido transversal do eixo do tenddo sem posterior tenorrafia (figura 1).

Os subgrupos placebo (JPL e APL) receberam tratamento com o equipamento
desligado e enquanto os subgrupos lesados sem tratamento (ACL e ACL)

permaneceram durante o experimental em suas gaiolas no biotério.
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Figure 1. Procedimento cirtrgico - “A” Exposi¢do do tenddo antes do procedimento de

tenotomia; “B” Sutura da pele apos a cirurgia.

Protocolo de Tratamento:

O equipamento utilizado foi um laser (DMC® - Sdo Carlos, Brasil), classe 3B,
diodo As-Ga-Al, comprimento de onda 685nm, poténcia de saida de 15mW, area da
fibra de 0.0028cm2, diametro do feixe de 0.6mm, divergéncia de 1.5°, emissdo continua
e densidade de poténcia de 5,4W/cm?, em doses de 3J/cm? (8,5mJ por ponto) e 10J/cm*
(28,3mJ por ponto), sendo os pardmetros de emissdo conferidos ao final de cada sessao
através de um medidor de poténcia (Lasercheck - Coherent®)

A terapia laser iniciou-se 24hs apds a tenotomia e compondo-se de 12 sessdes
consecutivas intervaladas por 24hs, realizadas num mesmo periodo circadiano, através
de radiacdo transcutinea pela técnica de contato a um angulo de 90° em relagdo a
superficie da area lesada. No 14° dia apds a tenotomia (24 horas pods a tltima sessdo) os

animais sofreram eutanasia e seus tenddes esquerdos foram removidos.

Figura 2 — Procedimento de irradiacdo laser de baixa intensidade transcutdnea sobre o

local da tenotomia do calcaneo esquerdo

Preparacao das amostras
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As amostras foram coletadas no 14° dia apds a lesdo e em seguida, congeladas
em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a —86° C para posterior analise. Os
tenddes foram utilizados para analise de citocinas (IL-1p e IL-10) e quantificacao de

nitrato/nitrito (NOXx-).

Produtos de 6xido nitrico

A quantificacdo dos niveis de Nitrito/Nitrato (NOx-) foi utilizada para avaliar a
producio de Oxido Nitrico. Amostras de tenddo (50mg de tecido) foram processadas em
nitrogénio liquido e homogeneizadas em solucdo de RIPA (100mM de Tris-HCI pH 7.5,
1% de desoxicolato de sodio, 1% de NP40, 150mM de NaCl, 0.1% de SDS), acrescido
de inibidores de proteases. As amostras foram centrifugadas a 1400 RPM por 30
minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a concentra¢do de proteinas quantificada
pelo método de Bradford. O método de detecgao foi baseado na reacao do nitrito com
reagente de Griess produzindo uma reagdo colorimétrica que foi detectada por
absorbancia com leitura em comprimento de onda de 595nm. O nitrato presente na
amostra foi reduzido a nitrito utilizando-se as enzimas nitrato redutase e NADPH. A
concentragdo de nitrito foi dividida pela quantidade de proteina presente nas amostras.
Para a reagdo de nitrato, reagiu-se S0ml da amostra ou padrao (ou de diluente, para o
branco), com 25ml da solugdo de nitrato redutase (10 unidades dissolvidas em 16,4 mL
de Tris 40 mM , pH 7,4) e 25ml da solugdo de NADPH (6,7 mg em 50 mL de Tris). As
amostras foram incubadas por 2h a temperatura ambiente. Para a reacdo de Griess
adicionou-se 100 ml da solu¢do de trabalho (solugdo A: 1% de sulfanilamida em &4cido
fosforico a 5%; solug¢ao B: 0,1% de naftil-etilenodiamina em agua destilada; misturadas

em partes iguais das solugdes A e B). Apos a incubagdo de 10 minutos em temperatura
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ambiente foi feita a leitura em comprimento de onda 595 nm em leitor de placa Genius
(Salzburg, Austria). O mesmo protocolo, sem adigdo de nitrato redutase, foi utilizado

para a dosagem de nitrito, fazendo-se a leitura a 595 nm.

Quantificacdo de Citocinas - ELISA

As citocinas IL-1B e IL-10 foram dosadas a partir do homogenato tecidual.
Aproximadamente 50mg de tecido tendineo foram pulverizados em nitrogénio liquido e
homogeneizados em Iml de solugdo de RIPA (100mM de Tris-HCI pH 7.5, 1% de
desoxicolato de sédio, 1% de NP40, 150mM de NaCl, 0.1% de SDS). O material
permaneceu em agitacdo, a 4° C por 1 hora. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10000 RPM por 20 minutos a 4°C. As medidas foram normalizadas
pela concentracdo de proteinas na solugdo (Método de Bradford—Biorad). As dosagens
foram feitas por ELISA, com kit da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).

Placas de 96 pogos foram adsorvidas com anticorpo de captura monoclonal anti-
citocina de rato, diluido em PBS por 12 horas. Em seguida, as placas foram lavadas com
solugao de PBS contendo 0,05% de Tween 20.

Os sitios inespecificos foram bloqueados com PBS contendo 1% de BSA (soro
albumina bovina — Sigma) por 1 hora. A placa foi lavada para remocao da solucao de
bloqueio. Em seguida, as amostras e os padrdes foram colocados nos respectivos pogos
e incubados por 2 horas. Ao final do periodo, as placas foram lavadas. O anticorpo de
detecg¢do foi adicionado, conjugado a peroxidase, e incubado por 2 horas. As placas
foram lavadas novamente. Ao final das lavagens, foi adicionado o substrato da
peroxidase, tetrametilbenzidina, deixando reagir por 15 a 20 minutos. Ao final da
incubacdo, foi adicionada solucdo de parada (H,SOs4 —2N). As citocinas foram

quantificadas pela leitura da absorbancia (450 nm) em leitor de placa Tecan Genius
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(Salzburg, Austria) e os resultados foram expressos em pico gramas de antigeno por

miligrama de proteina.

Analise estatistica

O pacote SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versao 17.0 foi utilizado
para as analises estatisticas pela aplicagdo do teste de analise de variancia multivariada
MANOVA para determinagdo das diferencas nas variaveis do presente trabalho. Para
determinar as diferencas entre os grupos e os subgrupos do presente estudo foi utilizado
o teste de Tuckey, com uma significancia de 5% (P < 0.05), intervalo de confianca de

95%.

RESULTADOS
Tabela 1. Valores de Média + Desvio-Padrao da analise de IL-1p e IL-10 (pg/ug x 107

e NOx- (uM/pg x 107)

Subgrupo IL-18 IL-10 NOx-

JPL 64,59 (12,6) 115,48 (2,0) *15,66 (2,0)
JCL 72,36 (8.,2) 30,11 (3,8) *12,34 (1,5)
J3J 1%88,02 (10,5) 1%19,79 (4,6) *13,85 (4,6)
J10J 162,49 (14,0) 19,91 (2,9) 14,20 (3,4)
APL 63,30 (9,8) 19,60 (5,0) *39,32 (8,9)
ACL 174,43 (10,5) 29,87 (3,9) *37,63 (5,4)
A3J 1%116,72 (15,0) 1%38,43 (3,9) *39,78 (6,5)
A10J +55,95 (7.2) 20,78 (1,99) 38,89 (7,3)

*Diferenca estatisticamente significativa intergrupo (P<0.05), fDiferenca

estatisticamente significativa intragrupo (P<0.05)
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Quantificacdo de Interleucina-1Beta (IL-1pB)

Os resultados da quantificagdo de IL—13 mostraram aumento significativo na
concentracdo, de forma idade-dependente e dose-dependente.

Na dose de 3J/cm® aplicado nos animais adultos a concentracdo de IL-1p foi
significativamente maior (p<0.05) quando comparado aos outros subgrupos adulto e
jovem. Os animais jovens tratados com a dose de 3J/cm’ também apresentaram
aumento, porém somente significativo em relacdo aos animais do subgrupo J10J, os
quais apresentaram uma leve reducdo nao significativa nos niveis desta interleucina,
quando comparado ao grupo controle e placebo jovem. Claramente se observa um

comportamento dose-dependente como observado na figura 3.

o
————o
IL-1f . .
e @
0.14 >—o
—. 012 I
£
(]
§ 0.1
Q.
% 0.08 I
oo
3
S 0.06 I I
k-
a 0.04
-
=
0.02
0
JPL APL JCL ACL J3J A3 J10J  A10J

Figura 3 — Efeito da TLBI 685nm sobre os niveis de IL-1[3 na lesdo tendinea em ratos
jovens (4 semanas de idade ) e ratos adultos (27 semanas). CL (controle lesado), PL
(placebo), 3J (3J/cm2, 5,4W/cm2, 8,5mJ/sessao), 10J (10 J/cmz, 5,4W/cm2,
28,3mJ/sessdo), CL (controle lesado). As barras horizontais na por¢do superior do
grafico indicam as comparacdes entre os subgrupos que apresentaram diferengas

estatisticamente significativas (P<0,05).
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Quantificacao de Interleucina-10 (1L-10)
Observa-se que houve redugdo significativa da IL-10 em todos os grupos que sofreram
intervengdo terapéutica em relacdo ao respectivo controle lesado, exceto o subgrupo
A3J que apresentou significativo aumento da concentracdo de IL-10 em comparacio a

todos os outros subgrupos com excecao do ACL (P=0.057).
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Figura 4 — Efeito da TLBI 685nm sobre tenotomia calcanear radical nos niveis de IL-10
em ratos jovens (4 semanas de idade ) e ratos adultos (27 semanas). CL (controle
lesado), PL (placebo), 3J (3J/cm2, 5,4W/cm2, 8,5mlJ/sessao), 10J (10 J/cmz, 5,4W/cm2,
28,3mJ/sessdo), CL (controle lesado). As barras horizontais na por¢do superior do
grafico indicam as comparacdes entre os subgrupos que apresentaram diferengas

estatisticamente significativas (P<0,05).

Producéo de Oxido Nitrico
Observou-se maiores niveis plasmaticos de NO em todos os animais do grupo
adulto quando comparados aos animais jovens (p<0,05), porém a TLBI ndo alterou os

niveis plasmaticos de NO em nenhum dos grupos avaliados.
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Figura 5 — Influéncia da TLBI 685nm sobre tenotomia calcanear radical sobre os niveis
NO em ratos jovens (4 semanas de idade ) e ratos adultos (27 semanas). CL (controle
lesado), PL (placebo), 3J (3J/cm2, 5,4W/cm?, 8,5mlJ/sessao), 10J (IOJ/cmZ, 5,4W/cm?,
28,3mJ/sessdao), CL (controle lesado). As barras horizontais na porg¢do superior do
grafico indicam as comparagdes entre os subgrupos que apresentaram diferengas

estatisticamente significativas (P<0,05).

DISCUSSAO

O presente estudo mostrou a influéncia da LTBI nos niveis de IL-1f3, IL-10 e
producdo de NO em ratos jovens (4 semanas de idade) e ratos adultos (27 semanas de
idade) apos tenotomia radical no calcaneo.

Os nossos resultados mostram que a terapia laser aumentou significativamente a
expressdo de IL-1B na dose de 3J/cm® no grupo de animais adultos. A IL-1p é uma
citocina que dispara e perpetua a reagdo da cascata da reagdo inflamatoria (Schulze-
Tanzil et al., 2011), sugerindo que sob determinadas condicdes, o laser pode aumentar a

resposta inflamatoria. Esse resultado € contraditorio a outros estudos, que observaram
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diminui¢do da expressao de RNAm para diversas citocinas pro-inflamatorias como a IL-
1B, TNF- a, IL-6 no tratamento da inflamag¢ao com TLBI (Peplow et al., 2011, Safavi et
al., 2008; Gao e Xing, 2009; Gavish et al., 2008).

Ha possibilidade de outros elementos pro-inflamatorios ndo avaliados no
presente estudo tenham seus niveis alterados, como verificado por Pires et al*®., que
utilizando laser 780nm, 22mW, 7,7J/cm2, encontrou modulacdo diferenciada de
mediadores pro- e antiinflamatorios apds inducao de tendinite calcanear por inje¢do de
colagenase, encontrou diminui¢do da expressao do TNF-o, IL-6, TGF-f ¢ COX-2,
porém sem diferengas significativas na expressao da IL-1f3.

Observamos que no subgrupo A3J houve aumento da expressdo da IL-1f
concomitante ao aumento da IL-10, cujo efeito ¢ inibitorio para a produgdo de IL-1f3 e
outros fatores pré-inflamatorios (Peranteau et al., 2008; Pestka et al., 2004).

Normalmente o aumento da produgdo de IL-10 ¢ relativamente tardio, quando
comparado a outras citocinas inflamatdrias, que podem ser um importante aspecto da
habilidade da IL-10 para inibir a ativagdo de células T e macrofagos, controlando a
inflamagao.

Segundo Foey et al.(1998), ha a possibilidade de regulacdo da sintese de IL-10
através de IL-1 e TNF-a, ou seja, esses trés elementos formam um ciclo de feedback
auto-regulador, sugerindo que a producao de citocinas por mondcitos seja regulada por
uma rede autdcrina/ paracrina de citocinas pro- e antiinflamatorias como IL-1, IL-10,
TNF-a, o que implica na presenca de ambos no inicio e no final de eventos de
transducao de um sinal especifico. Entdo o aumento dos niveis de IL-10 observado no
grupo de animais adultos tratados com 3J/cm” pode ser resultado do aumento dos niveis

de IL-1P observado no presente estudo.
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Outra possibilidade pode estar relacionada a IGF-1, segundo Kooijman e
Coopens (2004), este fator de crescimento sob determinadas condigdes estimula
atividade de células T aumentando a secrecao de IL-10. Por sua vez, Hakki e Bozkurt
(2011) relatam o aumento dos niveis de IGF-1 através da LTBI, o que pode, no presente
estudo, ter elevado os niveis de IL-10 de maneira dose-dependente e idade-dependente.

Citocinas pro-inflamatorias como a IL-6, TNF-a e IL-1 sdao descritas na literatura
como relacionadas a tendinopatias cronicas e lesdes em diversos tecidos caracterizadas
pela dificil resolugdo (Fredberg e Stengaard-Pedersen, 2008). Elevados niveis destas
citocinas contribuem para um meio catabolico, que, ao longo do tempo, pode reduzir
gradualmente as func¢des do tecido tendineo, além disso, niveis de expressao da IL-1f3,
IL-6 e TNF-o s3ao aumentados durante o envelhecimento, tornando a resposta
inflamatoria maior e mais prolongada nestas populagdes (Meador et al., 2008).

Em relacdo a IL-1P a literatura cita a capacidade de induzir o aumento da
expressdo de outras citocinas como a IL-2 e IL-6, aumentar a apoptose induzida por
TNF-a, por ativacdo da cascata de caspases, além de aumentar a expressao de oxido
nitrico sintetase indutivel (iNOS) modulando a producao de NO (Meador., 2008).

Uma das hipoteses relacionadas a este aumento nos niveis das citocinas pro-
inflamatoérias no envelhecimento sdo os niveis reduzidos de IL-10, citocina pleiotropica
considerada como supressora da sintese de citocinas pro-inflamatdrias por células do
sistema imune (Moore et al., 2001). Os niveis de base de expressdao de IL-10 sdo
reduzidos em ratos velhos (Hacham et al., 2001). Zhong et al (2006) encontraram a
expressao de TNF-a a e IL-1p por inflama¢do induzida pela LPS significantemente
maior no plasma de animais knockout para IL-10, sugerindo o conceito que a IL-10 seja

um importante regulador da resposta inflamatdria e que reduzidos niveis de expressdo
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desta interleucina podem contribuir para aumentar a resposta da inflamacao no
envelhecimento.

O uso terapéutico da TLBI no tratamento para inflamagdo aguda com o objetivo
antiinflamatério pode ser relacionado a reducdo dos niveis de PGE-2, inibicdo da
ciclooxigenase-2 (COX-2), modulacdo do metabolismo de fibroblastos, deposi¢ao do
colageno e redugdo da atividade de migracao de células inflamatorias (Lopes-Martins et
al., 2005). Aimbire et al. (2006) demonstram efeito sobre a expressao génica de IL-13,
dependendo dos parametros de onda, tempo, dose e energia total selecionados.

A mensuragdo da producdo do NO tecidual neste estudo foi realizada por meio
da determinagdo da concentragdo de seus derivados, ou seja, nitrito e nitrato (NOx.),
pois a demonstracao da producdo de NO ¢ ainda dificil devido sua evanescéncia, sendo
feita na maioria das vezes de maneira indireta. Diversos estudos envolvendo
regeneragdo tendinea estimulada por TLBI citam modulacdo dos niveis de 6xido nitrico
apos a irradiacdo laser de baixa intensidade (Vladimirov et al., 2004; Tuby et al., 2006;
Fujimaki et al., 2003), porém no nosso estudo ndo foi encontrada diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos.

Na fase inflamatoria o 6xido nitrico € sintetizada a partir da L-arginina pela
enzima oxido nitrico sintase (NOS), descrito como um possivel modulador. Atualmente
sao conhecidas pelo menos trés isoformas principais da NOS, codificadas por genes
diferentes, a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e a indutiva
(INOS). Na lesao do tendao calcaneo, o nivel plasmatico de iNOS tem seu pico por
volta do 7 dia pds operatério e retorna aos niveis de normalidade no 14° dia pods
operatério (Lin et al., 2001), no presente estudo ndo observamos diferengas

significativas para a avaliacdo intragrupo dos animais jovens e adultos nos niveis
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plasmaticos de nitrito e nitrato, avaliados no 14°P.O, o que pode ter uma relagao
temporal com a expressao das isoformas da oxido nitrico sintase.

Observou-se no presente estudo que os animais adultos tem maior capacidade de
producao deste radical livre, corroborando outros resultados da literatura (Lin et al.,
2001; Chorinchath et al., 1996) que encontraram maiores niveis de iNOs e IL-13 em
ratos senescentes quando comparados aos animais mais novos, os quais podem ser
relacionados as maiores conseqiiéncias de processos inflamatérios observados nos
envelhecimento.

Concluimos que ¢ fundamental considerar o processo de envelhecimento como
uma variavel determinante para a resposta a TLBI em relagdo aos niveis de IL-18, IL-10
e Oxido Nitrico.

Sugerimos que novas pesquisas devam ser realizadas analisando em periodos
distintos de lesdo os niveis das citocinas avaliadas neste estudo, determinado curvas-

resposta temporal e dosimétrica a TLBI.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Este estudo verificou a relevancia na hipotese da relagdo idade-dependente da
fotobioestimulagdo laser, o qual justificaria mais investigagdes considerando a idade

como uma variavel clinica para a parametrizagao da laserterapia.

Pontualmente, concluimos a partir dos nossos resultados:

1. Existe uma resposta dose-dependente e idade-dependente no modelo
experimental adotado, o qual se pdde observar uma janela inibitéria e uma
janela estimulatoria;

2. Para uma mesma dose, os niveis de IL-10, IL-13 e o Retardo o6tico, foram
diferentes entre a idade de 4 semanas e a idade de 27 semanas;

3. Provavelmente o periodo de analise para 6xido nitrico ndo foi adequado para
detectar variagao nos niveis presentes no plasma;

4. As alteracdes observadas podem ter uma importante relagdo com a fungdo
tecidual, pois representam modificagdes estruturais e celulares que definem

algumas propriedades mecanicas do tendao.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos resultados obtidos neste estudo, podemos apresentar algumas
limitagdes em decorréncia do modelo adotado. Talvez o uso de animais com idade mais
avancada (1 a 2 anos) poderia trazer dados mais significativos para relacionarmos ao
envelhecimento. Aumentar o nimero de amostras nas avaliagdes de IL-f3, IL-10 e NO

poderiam trazer resultados mais conclusivos. Enfatizamos que existem outros

68



mediadores da inflamacao de interesse como a IL-6, TNF-a, que poderiam ser avaliados
no futuro.

Neste estudo, verificamos que ha a influéncia da idade sobre a resposta da
laserterapia no reparo tendineo, porém parametros precisos de radiagdo devem ser
pesquisados visando melhores resultados na regeneragao.

Assim como verificado neste estudo, ¢ possivel que outras modalidades terapéuticas
como a termoterapia, eletroestimulagdo, técnicas manuais de mobilizagdo e
manipulagdo, treinamento para fortalecimento muscular e propriocepcdo possam
também sofrer influéncia da idade. Sendo assim, sugerimos que investigagdes a respeito

devam ser realizadas com o objetivo de buscar mais respostas para essa questao.
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