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RESUMO

LARAIA EMS. Analise dos efeitos do laser de baixa poténcia (660nm) sobre os
niveis de expresséo protéica de mediadores inflamatorios apds lesdo cortante
do tendé&o calcaneo comum de ratos Wistar. Campo Grande; 2011. [Dissertacao —
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul]

Objetivo: Analisar os efeitos do LBP InGaALP (660nm) sobre os niveis de
expressdo protéica de mediadores inflamatorios apos lesdo cortante de tendéo
calcaneo comum de ratos Wistar. Métodos: 30 Rattus norvergicus, de linhagem
Wistar albino, machos foram submetidos a leséo cortante parcial do tendao calcaneo
comum esquerdo, divididos em trés grupos de 10 animais de acordo com o tempo
de eutandsia apo6s a lesdo: 6, 24 e 72 horas. Cada grupo foi sudivido em grupo
controle e submetido a laserterapia (LBP) com poténcia de 100mW (densidade de
poténcia de 3,57 W/cm?), area do feixe de 0,028 cm2. A aplicacdo foi sob forma de
um Unico ponto pelo método transcutaneo na regido posterior sobre o tendao
calcaneo comum, com densidade de energia de 214 joules/cm?, energia de 6 joules
e tempo de 60 segundos. Os animais dos grupos LBP foram tratados todos os dias
até o periodo de eutanasia estipulado para cada grupo. A avaliagdo dos mediadores
inflamatérios IL-1B, IL-6 e IL-10 das amostras dos tenddes foram realizadas pelo
teste imunoenzimatico ELISA. Resultados: Os trés grupos tratados com LBP (6h:
36.6%4.8; 24h: 36.7+18.7; 72h: 9.7+1.8) apresentaram reducao significante da IL-13
quando comparados aos grupos controles (6h: 53.1+14.3, p=0.0401; 24h:
110.7£29.7, p=0.0015; 72h: 24.1+11.2, p=0.0463). A analise da IL-6 demonstrou
reducdo significante apenas no grupo LBP 72h (4.8+0.7) com relacdo ao controle
(7.1+2.3; p= 0.0179) enquanto a IL-10 apresentou aumento significante nos grupos
tratados (6h: 32.8£11.9; 24h: 36.6+9.2; 72h: 25.0+3.3) na comparagdo com O0S
grupos controles relacionados (6h: 10.2+0.9, p=0.0007; 24h: 27.7+5.7, p=0.0256;
72h: 10.3t£7.3, p<0.0001). Conclusao: Conclui-se que a LBP InGaALP (660nm),
poténcia de 100mW e energia de 6J € um importante modulador de mediadores
inflamatoérios durante o processo de reparo tecidual apés lesdo cortante de tendao
calcaneo comum de ratos Wistar.

Palavras-chave: interleucina-6, interleucina-10, citocinas, lasers, tend&o do calcadneo



ABSTRACT

LARAIA EMS. Analysis of the effects of low power laser (660nm) on the levels
of protein expression of inflammatory mediators after injury of the Achilles
tendon cutting common rats. Campo Grande, 2011. [Dissertation — Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul. UFMS ]

Objective: To analyze the effects of low power laser - LBP InGaAIP (660nm) on the
levels of protein expression of inflammatory mediators after cutting the Achilles
tendon injury common rats. Methods: 30 Rattus norvegicus, Wistar strain of albino
male underwent partial incisions of the left common calcaneal tendon, divided into
three groups of 10 animals according to the time of euthanasia after injury: 6, 24 and
72 hours. Each group was divided into control group and underwent laser therapy
(LBP) with a power of 100 mW (power density of 3.57 W/cm2), the beam area of
0.028 cm 2. The application was in the form of a single point by transcutaneous
method in the posterior region of the Achilles tendon common with energy density of
214 Joules/cm2, 6 joules of energy and time to 60 seconds. The LBP group animals
were treated every day until the time of euthanasia established for each group. The
evaluation of the inflammatory mediators IL-13, IL-6 and IL-10 tendon samples were
performed by ELISA assay. Results: The three groups treated with LBP (6h: 36.6 +
4.8, 24h: 36.7 + 18.7; 72h: 9.7 + 1.8) showed significant reduction of IL-18 compared
to control groups (6h: 53.1 + 14.3, p = 0.0401; 24: 110.7 £ 29.7, p = 0.0015; 72h:
24.1 +11.2, p = 0.0463). The analysis of IL-6 showed significant reduction only in the
LBP group 72 h (4.8 = 0.7) compared to the control (7.1 £ 2.3, p = 0.0179) while IL-
10 showed a significant increase in the treated groups (6h: 32.8 £ 11.9; 24h: 36.6
9.2, 72h: 25.0 £ 3.3) compared with groups related controls (6h: 10.2 £ 0.9, p =
0.0007; 24h: 27.7 £ 5.7, p = 0.0256; 72h: 10.3 £ 7.3, p <0.0001) . Conclusion: We
conclude that the LBP InGaAIP (660nm) 100mW power and energy of 6J is an
important modulator of inflammatory mediators during the process of tissue repair
after injury to the Achilles tendon cutting common Wistar rats.

Keywords: IL-6, IL-10 cytokine, low-power laser, Achilles tendon
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1 INTRODUCAO

O tendao é constituido por tecido conjuntivo denso e sua funcao € transmitir a
forca produzida pelo musculo para o osso a fim de promover movimento articular
(ARRUDA et al., 2007). Sua matriz extracelular € composta em sua maior parte por
fibras colagenas longas e cristalinas e altamente alinhadas, o que ocasiona em alta
resisténcia mecanica para forcas de tracdo, além de fibras de elastina,
proteoglicanas, glicoproteinas, mucopolissacarideos e fibroblastos, estes ultimos
externos a matriz extracelular (ENWEMEKA, REDDY, 2000).

A ruptura subita do tenddo, sem precedentes clinicos, tem ocorréncia
relativamente comum no esporte e na medicina ocupacional, constituindo importante
problema profissional, apesar de afetar também atletas recreacionais (FILLIPIN et
al., 2005). Tal assertiva é também verdadeira quando se trata do tendao calcaneo,
gue é considerado o mais forte e espesso tenddo do corpo humano e resulta da
fusdo dos tenddes dos musculos gastrocnémio e séleo.

A maior incidéncia de rupturas agudas desse tend&o ocorre em homens na
terceira ou quarta década de vida, cujos principais mecanismos de leséo incluem
subita flexdo plantar forcada, inesperada dorsiflexdo e dorsiflexdo brusca partindo da
flexdo plantar. A etiologia baseia-se em diversas teorias, incluindo uso topico de
corticoesterdides, uso constante de antibiéticos, hipertermia induzida por exercicios
fisicos e alteracdes biomecéanicas do tornozelo, sendo geralmente aceito que um
tendao anteriormente degenerado apresenta maior predisposicéo a lesdes (KHAN et
al., 2005).

Segundo Khan et al. (2005), o tratamento das rupturas tendinosas pode ser
cirargico, geralmente utilizado em atletas, individuos jovens e magros ou
conservador, para individuos impossibilitados de sofrerem um procedimento
cirdrgico ou individuos idosos.

A cicatrizagdo de tecidos moles consiste em um processo integrador, que
envolve atividade celular associada a respostas vasculares. Diferentes reacdes
estdo envolvidas quando se trata da regeneracdo de tenddes, incluindo uma fase
inflamatoria, uma fase proliferativa ou reparadora e a fase final de remodelagéo da
matriz (FILLIPIN et al.,, 2005). Yeung; Guo; Ng (2006) citaram que O
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amadurecimento da cicatriz € precedido da quimiotaxia de neutrofilos e macrofagos,
angiogénese e deposicao de colageno.

Para Longo, Ronga, Maffulli (2009), o reparo tendineo € um processo
complexo e altamente regulado, que € iniciado, sustentado e, eventualmente
finalizado por um grande e variavel niumero de moléculas. Corps et al. (2002)
afirmaram que para a migragéo e proliferagéo celular durante este processo, a fase
inflamatoria € caracterizada pela presenca de citocinas que também promovem a
interacdo da fibronectina e regulacdo da formacdo e degradacdo da matriz
extracelular.

Em termos gerais, a funcado das citocinas € regular as respostas imunes e
inflamatorias, contrabalancando as aces entre mediadores anti e pro-inflamatérios.
(RIGLEY, 2008). De acordo com Pires et al. (2011), os sintomas inflamatérios dos
tenddes podem ser direcionados por interleucinas pré-inflamatorias como o Fator
alfa de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 1B (IL-1B) e interleucina (IL-6) ou
antiinflamatérias como a interleucinalO (IL-10).

As citocinas pro-inflamatérias promovem a ativacdo do processo inflamatorio,
auxiliando na eliminacdo de patdgenos e na resolucéo de tal processo. Elevacdo dos
niveis de citocinas proé-inflamatérias leva a ativacdo dos macréfagos, células natural
killer (NK), células T e células B, proliferacao de células T e células B; e proliferacéo
e secrecao de imunoglobulinas. Além disso, as citocinas sédo capazes de recrutar
células inflamatérias para os sitios da inflamacdo (MARQUES; CIZZA,
STERNBERG, 2007).

A IL-1B, segundo Archambault et al. (2002), pode induzir a expresséo e a
producdo de metaloproteinases da matriz (MMPs), enzimas essas que podem
causar alteracfes degenerativas nos tenddes, degradando o colageno quando as
proenzimas armazenadas na matriz sédo convertidas em enzimas ativas.

De acordo com Azevedo et al. (2007), a IL-6 € uma citocina pré-inflamatéria
envolvida nas fases precoces da resposta inflamatoria por trauma e no
desenvolvimento das fases precoce e tardia da disfuncdo organica multipla. Esta
interleucina auxilia na ativacdo de ceélulas T, células B, macréfagos, neutrofilos e
eosindfilos.

A IL-10, por ser uma citocina antiinflamatoria é capaz de reduzir a resposta
inflamatodria por meio da diminuigdo das citocinas pro-inflamatorias e da supressao
da ativacdo de monacitos. (MARQUES; CIZZA, STERNBERG, 2007).



15

Um microambiente pés-traumatico inflamado decorrente da leséo tendinea
pode adiar a reorganizacdo do colageno e o realinhamento celular, sendo que este
processo ainda pode ser influenciado pela baixa capacidade proliferativa dos
tendcitos, e pela disposicdo estritamente linear das fibrilas de colageno tipicas do
tendao (JOHN et al., 2010).

Pesquisas cientificas tém sido publicadas sobre lesdes tendinosas a fim de
otimizar o processo de reparo tecidual (CASALECHI et al., 2008). Para que uma
modalidade terapéutica seja considerada eficaz, esta deve reduzir a fase
inflamatoéria aguda e acelerar a regeneracado, evitando que esta seja apenas uma
cicatriz avancada. Estudos recentes revelam que alguns métodos fisicos como o
ultrassom terapéutico e o laser de baixa poténcia (LBP) melhoram a qualidade da
cicatriz e apresentam efeitos benéficos na cicatrizacdo de tenddo (FILLIPIN et al.,
2005).

De acordo com Casalechi et al. (2008), pesquisadores ainda estdo a procura
do melhor recurso para restaurar as funcdes e promover reparo em tenddes,
incluindo a laserterapia, capaz de acelerar tal processo fisioldgico.

Estudos clinicos demonstraram efeitos do LBP na aceleracdo da cicatrizacao
tecidual, porém com necessidade de pesquisas que explicitem a forma como essa
aceleracéo ocorre (REDDY; STEHNO-BITTEL; ENWEMEKA, 1998).

Acredita-se que o LBP possua caracteristicas fotoquimicas ao invés de efeitos
térmicos. Tais caracteristicas promovem a absor¢do da luz e sua interacdo com as
células organicas (cromoforos) que por sua vez modulam atividades celulares
(RYAN; SMITH, 2007).

O reparo do tenddo € um processo complexo com alteracdo nas
caracteristicas iniciais do tecido integro. Apesar de a cicatriz oferecer continuidade
fisica ao tecido, o deslizamento do tenddo pode ser impedido pela proliferacdo de
tecidos adjacentes (RICHETTI et al., 2008). Para Marcos (2010), estas alteracdes
podem ser reduzidas com o controle do processo cicatricial por meio da modulagao
da inflamacéo e dos niveis de citocinas anti e pro-inflamatorias envolvidas no reparo.

O desenvolvimento de um estudo sobre os efeitos do LBP de Fosfeto Indio-
Galio-Aluminio (InGaAIP) com comprimento de onda 660nm, aplicado no tendao
calcaneo em ratos Wistar submetidos a lesdo cortante foi motivado pela
possibilidade de restaurar e normalizar a funcéo de tal tenddo observando os fatores

gue interferem na regeneracéao tecidual relacionados a fase inflamatoria aguda.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tendao

Tenddes sao a interface entre estruturas contrateis e ndo contrateis do corpo
através das quais sao controladas as for¢as geradas durante o movimento (SALATE
et al., 2005).

Os principais elementos celulares que formam o tecido tendineo sdo os
tendcitos e tenoblastos. Outras células como condrdcitos, células vasculares,
sinoviais e musculares lisas completam essa formacdo. Sua matriz extracelular é
composta por substancias de sustentacdo como as proteoglicanas, glicoproteinas,
mucopolissacarideos e por fibras colagenas e elasticas (FILLIPIN et al., 2005;
BASTOS; LIZARELI; PARIZOTTO, 2009).

As fibras colagenas sdo formadas por uma glicoproteina estrutural
denominada colageno, que possui uma composicdo prépria de aminoacidos. Em
cerca de 86 a 95% do peso Umido dos tendBes esta presente o colageno tipo I, que
constitui 90% do colageno encontrado no corpo dos mamiferos e esta presente em
tecidos especiais que devem ser fortes ou que possuem propriedades incomuns.
Suas fibrilas s&o longas, cristalinas e altamente alinhadas, por isso sao
consideradas responsaveis por sua forca ténsil (BIRK et al., 1997; CULLAW;
CLARK; MERRILEES, 1999; PARKINSON et al., 1997). Formam um espiral por
encontrarem-se orientadas longitudinalmente, transversalmente e horizontalmente
com fibrilas de colageno longitudinais, promovendo ao tenddao uma capacidade de
equilibrar forcas unidirecionais durante os movimentos (CULLAW; CLARK;
MERRILEES, 1999).

No entanto, as fibras elasticas, formadas pela elastina encontram-se
dispostas paralelas a um eixo longitudinal, o que torna o tenddo capaz de resistir
principalmente a forcas unidirecionais (FU et al., 2008).

De acordo com Junqueira; Carneiro (2004), o tenddo pode ser circundado
pelo paratenddo, que permite sua movimentagcdo com relacdo as estruturas
adjacentes e é coberto internamente pelo epitenddo, uma camada pouco espessa
de tecido conjuntivo ligada a membrana sinovial que contém suprimentos linfaticos,

vasculares e nervosos.
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Figura 1 — Estrutura interna do tendao

Fonte: www.aafp.org/afp/20050901/811-f2.jpg

2.2.1 Tendao Calcaneo

O tendado calcaneo, formado pela fusdo dos tenddes dos musculos
gastrocnémio e soéleo € o tenddo mais forte e espesso do corpo humano, capaz de
resistir a grandes forcas requeridas durante a marcha e descarga de peso (KOEKE
et al., 2005; KHAN et al., 2005). Suas fibras colagenas apresentam-se orientadas no
eixo longitudinal, com poucos fibroblastos dispostos entre os feixes (ENWEMEKA,
1989).

O tendao calcaneo sofre estresse em diferentes partes por estar envolvido
nos movimentos articulares do tornozelo, que ocorrem no plano sagital (flexao
plantar e dorsiflexdo) e da articulacdo subtalar, que ocorrem no plano frontal
(inverséo e everséo) (JOZSA; KANNUS, 1997).
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Para BASTOS, LIZARELLI, PARIZOTTO (2009) rupturas desta estrutura
podem ser explicadas pelo fato da vascularizagédo ser escassa em algumas zonas.
De acordo com a autora, 35% do suprimento sanguineo do sistema vascular
extrinseco irriga a parte central do tenddo calcaneo, sendo que a artéria tibial
posterior irriga sua parte proximal e as artérias fibulares irrigam sua por¢cdo mais

distal.

Figura 2 — Vista posterior do tend&o calcaneo

Fonte: eorthopod.com/images/Contentimages/foot/foot_achilles_tendon_anatomy0Ola.jpg

2.2.2 Ruptura de tendao

A escassa irrigacdo sanguinea e 0s pequenos diametros dos vasos
intratendineos tornam o tenddo um tecido suscetivel a degeneracdo e rupturas
(JOZSA; KANNUS, 1997).

De acordo com Kader et al. (2002), o estiramento de aproximadamente 2% do
comprimento do tendao faz com que o formato ondulado apresentado em repouso
seja perdido. Desde que esse estiramento ndo ultrapasse 4% do comprimento
tendineo, o tendao pode recuperar-se. No entanto quando a tensao é superior a 8%,
ruptura macroscopia pode ocorrer. Aceita-se, porém que as rupturas ocorrem
principalmente em tenddes previamente degenerados (TALLON; MAFFULLI; EWEN,
2001).

Cawston et al. (1998), consideram que outros fatores como a exposi¢cao ao
excesso de cargas mecénicas, além de fatores individuais como sexo, idade e
doencas sistémicas, podem ser decisivos para que ocorra uma lesao tendinea frente

a esforgos repetitivos.
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2.2.2.1 Ruptura do Tendao Calcéaneo

A hipoxia tecidual local ocasionada por microtraumas que levam a
degeneracdo ou alteracbes inflamatérias no tenddo calcaneo é apontada por
Almekinders; Deol (1999) como um dos principais fatores para a ruptura do mesmo.

As rupturas subitas do tenddo tem uma ocorréncia relativamente comum em
atletas recreativos, mas também acometem profissionais, sendo consideradas um
importante problema ocupacional (FILLIPIN et al., 2005). Sdo classificadas em
ruptura parcial ou total, sendo que no tenddo calcaneo a primeira acomete
principalmente individuos entre a segunda e quarta década de vida e atletas
profissionais, enquanto a ruptura total € mais comum no sexo masculino,
principalmente em atletas recreacionais (BARRY, MCGUIRRE, 1996).

De acordo com Stheno-Bittel et al. (1998), a lesédo do tendao calcaneo, além
de ser uma lesdo grave, é uma das mais comuns e que provoca maior tempo de
afastamento, o que demanda atencdo especial por parte dos profissionais
envolvidos em sua reabilitacao.

Os esportes de alto impacto como a corrida e o salto apresentam maior
ocorréncia deste tipo de lesdo quando comparados ao ténis e balé, no entanto o
futebol é o esporte apontado como o de grande ocorréncia de rupturas subitas do
tend&o calcaneo (SALOMAO et al., 1993; REYNOLDS; WORREL, 1991)

Figura 3 — Ruptura de tendao calcaneo

Fonte: eorthopod.com/images/Contentimages/foot/foot_achilles_tendon_anatomyQla.jpg
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2.2 Reparo tecidual

O processo de reparo tecidual é caracterizado por uma sucessao de eventos
com o objetivo de fechar a les&o e reparar o tecido comprometido. E uma complexa
série de reagdes e interacdes intracelulares e entre células e matriz que ocorrem por
meio de mediadores soluveis. O equilibrio entre os mediadores inibitérios e
excitatérios durante o processo de reparo tecidual é essencial para a homeostasia
tecidual apos a lesdo (PARIZOTTO et al., 2003).

No tendédo, o reparo tecidual envolve diversos eventos e divide-se em trés
fases: inflamatéria, com duracdo de 1 a 7 dias; fase proliferativa, de 5 a 21 dias e,
por fim, fase de reorganizacdo da matriz extracelular, que pode perdurar de 14 a 360
dias (ENWEMEKA, 1989; KANNUS; NATRI, 1997).

A fase inflamatdria aguda inicia-se imediatamente apés a leséo e tem duracéo
de 1 a 3 dias, sendo uma resposta natural do organismo ao trauma lesivo. O
primeiro evento a ocorrer € o extravasamento de fluidos teciduais para a area
lesada, seguido de vasodilatacdo local, aumento da permeabilidade capilar,
imigracdo de granulécitos e mondcitos. A atracdo de células inflamatorias para o
local da lesdo como neutrdéfilos, leucécitos, plaguetas e eritrcitos reduz o
extravasamento de sangue no local. Nessa fase a histamina age no sentido de

alterar a permeabilidade vascular e formar edema local (GUYTON; HALL, 2011).

Uma das caracteristicas da fase inflamatoria € a presenca de citocinas pro-
inflamatorias e antiinflamatdrias, que auxiliam na estruturacéo da fibrina. Dentro de
poucas horas apos a lesédo, grande quantidade de neutrdfilos atravessa o endotélio
dos capilares sanguineos ativados por citocinas pro-inflamatérias como IL-18, TNF-a
e interferon y (IFN- y) para a area lesionada, levando a expressédo de moléculas de

adesao e rolamento de leucécitos.

ApOs 24 horas da lesdo é formada uma estrutura de fibrinas e fibronectina
gue cessa a hemorragia e promove tensao durante a fase inicial de reparo do tendao
(JOZSA; KANNUS, 1997).
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Além da ativacdo do processo inflamatdrio, uma resposta imune é gerada
pela lesédo, formada por linfocitos T e B, que atuam na destruicdo de toxinas e
microorganismos especificos (PARIZOTTO et al., 2003).

A fase proliferativa é marcada pela angiogénese, proliferacédo de fibroblastos
e degradacdo da matriz. Nesta fase ainda devem surgir coldgeno com diametro
maior que na fase prévia e fibras elasticas imaturas 3 semanas apos a leséo
(BASTOS, LIZARELLI, PARIZOTTO, 2009).

A formacédo do tecido de granulagédo e reestabelecimento vascular da area
lesada também séo caracteristicas da fase proliferativa e tém o objetivo de promover

melhora da nutricdo e oxigenacao do tecido que esta se formando.

Em torno da segunda semana apO6s a lesdo inicia-se a fase de
remodelamento da matriz, em que as fibras colagenas ja se apresentam bem
organizadas, a cicatriz apresenta forca prépria e as ligacdes moleculares
apresentam-se mais estaveis (ENWEMEKA, 1989).

De acordo com JoOzsa; Kannus (1997), nesta fase o tecido lesionado
apresenta-se mais estavel por conta do remodelamento do colageno, principalmente

do tipo I, o que vai ocorrer mais efetivamente ap6s o quinto ou sexto més de leséo.

2.3 Mediadores inflamatoérios

As citocinas sdo proteinas reguladoras que podem atuar de forma autocrina,
paracrina e também como horménios. Possuem uma acéo pleiotrépica (células-alvo
multiplas e multiplas acdes) e muitas delas possuem um espectro de acdes
sobrepostas. Elas podem também exercer acdes antagonistas ou sinérgicas.
Portanto, a exposicdo simultanea a diferentes citocinas pode resultar em respostas
qualitativamente diferentes nas células-alvo.

Citocinas e quimiocinas s&do importantes mediadores envolvidos na
manutencao do processo inflamatério, podendo estimular ou inibir a resposta imune.

As citocinas sao produzidas na periferia por uma variedade de células do
sistema imunologico, como 0s mondcitos, macrofagos, células T ativadas, células B,

células NK e fibroblastos.Também sdo produzidas por outros tipos celulares, como
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células musculares lisas, células endoteliais, fibroblastos, queratindcitos, células
musculares cardiacas e glandulas sudoriparas écrinas (JONES et al., 1995).

Multiplos e diversos estimulos regulam a producéo de citocinas. A maioria das
citocinas pro-inflamatorias é produzida em resposta a patdgenos ou a produtos
patogénicos, como lipopolissacarideos (LPS) derivados das paredes celulares de
bactérias Gram negativas. Outros indutores classicos da producdo de citocinas pro-
inflamatorias incluem infeccbes virais, trauma, transplante de 6rgaos ou tecidos,
isquemia e lesdo de reperfusdo. A producdo central de citocinas pode ser
desencadeada pelo estresse, exercicio fisico, isquemia, processos
neurovegetativos, auto-imunidade e infeccdo (MARQUES, CIZZA, STERNEBERG,
2007).

A classificacdo das citocinas baseia-se no tipo de acao ou propriedade, como
acOes pro-inflamatoérias ou anti-inflamatorias, ou por seu papel como fatores de
crescimento ou efeitos hematopoiéticos.

As citocinas pro-inflamatérias promovem a ativacdo do processo inflamatério,
auxiliando na eliminacdo de patdégenos e na resolucdo do processo inflamatério.
Elevacdo dos niveis de citocinas pré-inflamatérias levam a ativacdo dos macrofagos,
células NK, células T e células B, proliferacéo de células T e células B; e proliferacdo
e secrecdo de imunoglobulinas. No nivel sisttmico, as citocinas demonstraram
induzir febre e aumentar a sintese de proteinas da fase aguda. Localmente,
promovem o recrutamento de células inflamatérias para os sitios da inflamacao. Sao
exemplos de citocinas pré-inflamatoérias: IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a e IFN-y
(SILVERMAN et al., 2005).

A reducdo da resposta inflamatoria por meio da diminuicdo das citocinas pro-
inflamatorias e da supressao da ativacao de mondcitos ocorre por meio das citocinas
anti-inflamatérias, como IL-4, IL-10, IL-13, Fator de transformacdo de crescimento
beta (TGF-8) (MARQUES, CIZZA, STERNEBERG, 2007).

As citocinas podem também ser classificadas pela fonte de producdo do
linfoécito T helper, se produzidas pelos linfocitos T helper 1 (Th-1) ou T helper 2 (Th-
2). Os linfécitos Th-1 liberam citocinas que ativam macrofagos, ceélulas NK,
neutrofilos, linfocitos citotoxicos, ampliando assim a resposta imunologica celular
(exemplo: IFN-y, IL-1, IL-6, TNF-q, IL-2). Por outro lado, as citocinas Th-2 (exemplo:
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, TGF-B) ampliam a resposta humoral por meio da
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ativacdo das células B. As citocinas Th-1 sdo principalmente pré-inflamatorias,
enquanto as citocinas Th-2 sao principalmente anti-inflamatorias.

O equilibrio entre citocinas pro- e anti-inflamatorias € essencial para manter a
homeostase no sistema e seu desequilibrio (Thl versus Th2) esta envolvido na
patogénese de muitas doencas humanas, como alergia e doengas autoimunes,
doencas infecciosas e septicemia (CAPURON; MILLER, 2004).

A IL-18 é uma citocina presente na fase aguda da inflamagéo e no tendao
este mediador induz mediadores catabolicos como ciclo-oxigenase (COX-2),
prostaglandinas (PGE,) e MMPs que aceleram a degradacao da matriz extracelular
qgquando presentes em excesso no tecido em questdo (CORPS et al., 2002;
ARCHAMBAULT et al., 2002).

De acordo com Tsuzaki et al.,(2003) a presenca de IL-1B causa supressao do
colageno tipo I, induz producédo de elastina e provoca alteracdes no citoesqueleto.
John et al., (2010) relataram que a supressdo de IL-1B causa tanto a sintese da
matriz extracelular quanto de colageno tipo I. Esta citocina pode ainda promover boa

adaptacao das células as cargas a que serdo submetidas no tendao (QI et al., 2006)

ies
capillar w leukocyte diapedesis:
(epascte exogen cytokines
TNFa, IL-1...1
TNFat /
1T /o —
) f“l
—
TiMPs|  COX2T endogen cytokines
PGE2T
< \I typel collagen |
—3 elastin
altered cytoskobrboa
/ asaembly

Figura 4 — Interacdo de citocinas sobre tendcitos. Citocinas pré-inflamatoérias como TNF-a e
IL-1B8 induzem a expressao de mediadores pro-inflamatoérios (COX-2 e PGE,), enzimas de
degradacdo (MMPs), neoangiogénese (Fator de crescimento vascular endotelial - VEGF),

supressédo da expressao de colageno tipo | e inducao de inibidores de citocinas.

Fonte: Schulze-Tanzil et al.(2011)
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A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina multifuncional Th2 que possui fungbes
imunes e obviamente desempenha um papel essencial no reparo tecidual do tendao
(SKUTEK et al., 2001). E uma citocina pré-inflamatoria envolvida nas fases precoces
da resposta inflamatoéria por trauma e participa da remodelacao do tecido conjuntivo
(AZEVEDO et al., 2007).

De acordo com Lin et al. (2006), a presenca de IL-6 esta relacionada a
importantes alteracdes teciduais, inclusive com relacdo ao aumento de fibroblastos e
alteracbes na matriz extracelular, situacfes essas relacionadas a inflamacdo do
tenddo. Para Schulze-Tanzil et al.(2011), além da fase inflamatéria, a IL-6 pode
desempenhar um papel na fase de proliferacdo via Signal Transducer and Activator
of Transcription 3 (STAT3) por estimular a proliferagéo celular e assim dar condi¢cbes
de sobrevivéncia a célula.

Algumas interleucinas sao consideradas de extrema importancia durante o
processo de reparo tecidual por apresentarem a capacidade de modular o processo
inflamatorio presente na fase inicial da cicatrizagdo. A IL-10 é uma citocina
antiinflamatdria que acelera o processo de cicatrizacdo com reducao da inflamacéo,
principalmente por inibir a expressdo de IL-6 e IL-8 e a migracdo de macrofagos e
mondcitos no local da lesdo. Ao mesmo tempo a IL-10 é capaz de manter as
propriedades mecéanicas e histolégicas dos tecidos (ALAM et al., 1994; LIN et al.,
2006; RICHETTI et al., 2008).

A IL-10 tem um papel biolégico importante que consiste na inibicdo da
maturacdo e diferenciacdo de células dendriticas em mondcitos e na inibicdo da
producdo de citocinas proé-inflamatérias como IL-1, IL-6 e IL-12, além de aumentar

0S receptores antagonistas de IL-1 pelos macréfagos (MOSSER; ZHANG, 2008).

2.4 Laser de Baixa Poténcia

A palavra Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation —
Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada de Radiacdo) refere-se a uma fonte de
luz coerente de um feixe estreito monocromatico nas faixas visivel, infravermelho ou

ultravioleta do espectro. Consiste em uma onda eletromagnética constituida por um
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feixe de fotons de mesma frequéncia em coluna, com comprimento de onda em
fase.

Classifica-se de acordo com o nivel de poténcia empregado pelo emissor. O
laser de alta poténcia é utilizado principalmente devido aos seus efeitos fototérmicos
e fotoablativos no tecido, possuindo assim um potencial destrutivo e pode ser
utiizado em procedimentos cirdrgicos, para cortar, destruir, soldar, remover
tatuagens, entre outros efeitos. Como exemplos podem ser citados o laser CO; e
Argonio.

O LBP nao apresenta potencial destrutivo e seus efeitos baseiam-se nas
interacdes atérmicas do tecido produzindo efeitos de biomodulacdo e fotoquimicos
(KARU et al., 1998; BASFORD, 1995).
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Figura 5 — Comprimento de onda de alguns laseres médicos e cirlrgicos

Fonte: COTTON, (2004)

O uso terapéutico do LBP, de acordo com ORTIZ et al.(2001), possui
parametros como comprimento de onda, densidade de energia, area do feixe, forma
de aplicacéo (contato ou varredura), area irradiada, polaridade, poténcia meédia e de
pico e forma de onda (continua e pulsada).

De acordo com Schawlow (1995), os principios que diferem a luz laser de
uma lampada sdo a monocromaticidade, colimagéo e coeréncia.

A monocromaticidade € o principio que o caracteriza como biomodulador e
consiste no agrupamento da maior parte da radiacdo emitida pelo aparelho em torno
de um comprimento de onda. Este principio determina os efeitos terapéuticos do

laser sobre os tecidos. Por meio desta caracteristica o LBP é capaz de alterar o
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comportamento celular sem que seja necessaria a producéo de calor. Portanto, este
parametro determina quais as biomoléculas especificas absorverdo a radiacdo. A
radiacdo visivel tem uma via mitocondrial e a invisivel (infravermelho) tem acéo
sobre os cromoforos da membrana celular (BASFORD, 1995; BAXTER, 1998;
ARRUDA et al., 2007).

A capacidade individual de o tecido absorver a energia de acordo com o
comprimento de onda, afetando a permeabilidade da membrana celular é uma
explicacdo aceita para a interacdo do laser com o tecido biolégico (ALMEIDA-
LOPES et al., 2001).

De acordo com Baxter (1998), a base fotobiolégica da laserterapia sdo as
biomoléculas com capacidade de excitacdo pelos fétons incidentes da luz laser. Os
aminoacidos tém alta absorcdo intermediaria do espectro ultravioleta e em
comprimentos de onda menores; os acidos nucléicos tém espectro de absorcdo nas
mesmas faixas dos aminoacidos, além da regido vermelha e os croméforos como a
hemoglobina e melanina absorvem luz na regido visivel do espectro.

Cada comprimento de onda e seu respectivo cromoforo determinam a
absorcao, sendo que para laseres de 488 e 515nm (Argonio) tem-se a hemoglobina
e no caso do laser de CO,, cujo comprimento de onda € de 10.600nm, a biomolécula
€ a agua. Ja para os laseres com comprimento de onda na regido do vermelho e
infravermelho préximo, como o HeNe (632,8nm), GaAlAs (630 a 830nm) e AsGa
(904nm), cujo espectro é intermediario, ha maior capacidade de penetracdo por nao
haver fortes croméforos (BASFORD, 1995; COTTON, 2004).
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Figura 6: Coeficiente de absor¢céo de acordo com comprimento de onda

Fonte: COTTON, 2004
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A colimacéo ou principio da unidirecionalidade relaciona-se ao fato de haver
pouca ou nenhuma divergéncia da radiacdo emitida durante a propagacgéo ao longo
da distancia percorrida. Isto porque os feixes de laser permanecem paralelos por
conta da coeréncia espacial (SCHAWLOW, 1995).

A coeréncia € uma das propriedades da luz laser definida como o sincronismo
entre tempo e espaco dos fétons emitidos pelo laser, denominadas coeréncia
temporal e espacial respectivamente (BAXTER, 1998).

Esses dois ultimos principios, apesar de importantes ndo sao determinantes
durante a irradiacdo cutadnea uma vez que ao atingir a pele, a luz perde essas
caracteristicas pelo espalhamento nas primeiras camadas (COTTON, 2004).

Para Karu; Pyatibrat; Kalendo (2004) a ativacdo do metabolismo celular
ocasionada pela radiacdo visivel (vermelho) ocorre decorrente da absorcédo da luz
pela enzima citocromo-c-oxidase da mitocondria, acelerando o transporte de
elétrons na cadeia respiratéria, elevando o potencial elétrico da membrana e
ativando a sintese de adenosina trifosfato (ATP).

O aumento da sintese de ATP afeta os niveis de hidrogénio da célula,
ativando outros ions como o sodio (Na*) e potassio (K*) e alterando o fluxo de calcio
entre mitocéndria e citoplasma, além de estimular atividade enzimética para obter
restauracdo de processos fisioldgicos (KARU, 1988).

A cadeia respiratoria, a Na'/K* - ATPase e o N'/H" “exchangers” (grupo de
proteinas transmembrana responsaveis pelo PH intracelular, volume celular,
transporte de ions e proliferacdo celular) sdo os sinalizadores entre membrana
plasmética, mitocondria e nucleo celular. Estes estdo envolvidos na adeséo celular
gque é uma condicdo importante para a sintese de ATP (KARU, PYATIBRAT,
KALENDO, 2004).

Klebanov et al. (2001) consideraram como croméforos da irradiacdo laser
vermelho as porfirinas endogenas, atuando como fotossensibilizadoras e induzindo
as reacoes de radicais livres. Os autores observaram aumento da permeabilidade da
membrana plasmatica aos ifons calcio (Ca™) em leucdcitos apds a absorcdo de
energia, ativando processos dependentes de calcio e incrementando o potencial
funcional das células.

O aumento do potencial funcional de leucdcitos também é acompanhado pela

producdo de agentes bioativos como oxigénio (Oz), agua (H20), cloro (CIO) e varias
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citocinas, podendo afetar microcirculacdo sanguinea ou apresentar propriedades
bactericidas (KLEBANOV et al., 2001).

De acordo com Vladimirov, Osipov, Klebanov (2004) os efeitos
antiinflamatérios do LBP, a melhora da circulacdo sanguinea e seus beneficios
relacionados a regeneracao tecidual devem-se aos seguintes efeitos: ativagcdo da
sintese de proteinas e citocinas; vasodilatacdo; aceleracdo da divisdo e crescimento
celular; aumento de atividade celular (leucécitos, fagocitos) e de calcio no citoplasma
celular. Colls (1984) considerou que os efeitos antiinflamatérios devem ser atribuidos
a dois fatores: interferéncia na sintese de prostaglandinas e estimulo a
microcirculagdo, garantindo um aporte eficiente de elementos nutricionais e
defensivos para a regido lesionada, favorecendo sua resolucéo.

Os efeitos cicatrizantes do LBP sdo considerados o de maior destaque
(RODRIGUES; GUIMARAES, 1998) e sdo caracterizados por estimular
neoangiogénese, elevar microcirculacdo, elevar a sintese de proteinas por
intermédio das mitocéndrias e a producao de ATP, aumentando a atividade mitética
(COLLS, 1984; HERRERO, 1988; RODRIGUES; GUIMARAES, 1998). Além disso, 0
estimulo a producdo de colageno em cicatrizacdes teciduais, foi demonstrado por
Reddy et al.(1998) em coelhos submetidos a laserterapia apés tenotomia no tendéo
calcaneo que demonstraram aumento de 26% da matriz colagena quando
comparados ao grupo controle.

Para Demir et al.(2004), o laser é efetivo para analgesia e modulacdo do
processo inflamatério, mostrando-se importante na cura de lesdes tendineas. De
acordo com Campana et al. (1999); Bjordal; Lopes-Martins; Iversen (2006) a acdo do
LBP sobre o tecido relaciona-se a possibilidade de inibicdo do aparecimento de
fatores quimiotaticos nos estagios iniciais da inflamacéo, de interferir com o efeito

dos mediadores quimicos induzidos pela inflamacéo e a sintese de PGE..
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3 OBJETIVO

Analisar os efeitos do LBP InGaALP (660nm) sobre os niveis de expressao

protéica de mediadores inflamatdrios apds lesdo cortante de tenddo calcaneo

comum de ratos Wistar.

3.1 Objetivos especificos

Avaliar os niveis de expresséo protéica das citocinas pro-inflamatérias IL-13 e
IL-6 nos periodos 6, 24 e 72 horas apds lesdo cortante parcial de tendao
calcaneo comum por meio do teste imunoenzimético ELISA, comparando

grupos controle e tratados com LBP.

Avaliar os niveis de expressdo protéica da citocina antiinflamatoria IL-nos
periodos 6, 24 e 72 horas apos lesdo cortante parcial de tenddo calcaneo
comum por meio do teste imunoenzimético ELISA, comparando grupos
controle e tratados com LBP.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Animais de experimentacao

O estudo foi realizado no més de maio de 2011 no Biotério da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS).

Foram utilizados 30 ratos (Rattus norvergicus), de linhagem Wistar albino,
machos com idade aproximada de 90 dias com peso corporal variando de 250 a 300
gramas, mantidos em condi¢des controladas de luminosidade e temperatura, com
agua e alimentacdo (Racao Nuvilab CR1 — Nuvital Nutrientes®) ad libitum.

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos a avaliacdo da
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Anhanguera Educacional S/A
(CEUA/AESA) sob o parecer: 2-046/10 (ANEXO A) e estdao de acordo com as
normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Anima (COBEA) e aos padrdes de

experimentac&o animal do International Council for Laboratory Animal Science.

4.2 Grupos Experimentais

O célculo amostral foi realizado com base nos estudos de Joensen et al.
(2011), considerando a aplicacdo do teste estatistico ANOVA, com poder de teste de
80 e nivel alfa de 0,05 resultando em uma amostra minima de 30 animais.

Os animais foram distribuidos de forma aleat6ria em trés grupos distintos, de
acordo com o tempo de eutanasia apds a lesdo cortante do tendao calcaneo (6
horas (h), 24 horas e 72 horas), sendo cada grupo subdividido em controle — animais
que sofreram a lesdo e ndo foram submetidos a LBP e tratamento — animais
submetidos a lesdo e tratados com LBP. Assim, foram constituidos os grupos:
Controle 6 horas, LBP 6 horas, Controle 24 horas, LBP 24 horas, Controle 72 horas

e LBP 72 horas, cada um contendo 5 animais.

4.3 Procedimento Cirurgico
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Os animais foram anestesiados com injecao intraperitonial de quetamina
(10%) mais xilazina (2%), associadas em uma Unica seringa, na proporcao de 1ml
de quetamina (100mg) para 1ml de xilazina (20mg) onde foi administrado 0,1mL da
mistura para cada 100g de peso vivo do animal.

Ap6és tricotomia do membro inferior esquerdo na parte posterior da articulacao
tibio-tarsica, sobre técnica asséptica foi realizado o acesso caudal ao tenddo
calcaneo comum (Aquiles) e apos divulsdo para separar dos tecidos adjacentes,
feita a tenotomia parcial deste. A sintese da pele foi realizada com ponto simples de
nylon monofilamento 5/0.

N&o foi administrado analgésico uma vez que o laser possui tal efeito de
acordo com Colls (1984), explicado pelos seguintes fatores além do fator
antiinflamatério: por manter o potencial da membrana através da inversdo da
polaridade, o que reduz a sensacgéo dolorosa; liberar beta endorfinas; manter limiar
de excitabilidade dos receptores dolorosos por reduzir a sintese de prostaglandinas.

4.4 Aplicacdo do Laser Fosfeto indio-Géalio-Aluminio (InGaAlP)

Foi utilizado o Laser Fosfeto Indio-Galio-Aluminio-Fésforo (InGaAlP) da
marca DMC® modelo Photon Lase lll, com poténcia de 100mW (densidade de
poténcia de 3,57 W/cmz), area do feixe de 0,028 cm?, e comprimento de onda de A
660nm. A aplicacéo foi sob forma de um Unico ponto pelo método transcutaneo na
regido posterior sobre o tend&o calcaneo comum, com densidade de energia de 214
Jlcm?, energia de 6 J e tempo de 60 segundos. Para alcancar a densidade de
energia de 6 J/cm?, foi utilizado um afastador de 1 cm?. A aplicacéo foi iniciada logo
apos o ato operatorio e se estendeu de acordo com o grupo experimental, ou seja, 6,
24 e 72 horas. \

x\
\

o

o

Figura 7 — Photon Lase Il - DMC®
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4.5 Protocolos de Tratamento

Os trés grupos tratados (LBP 6h, LBP 24h e LBP 72h) iniciaram o tratamento
imediatamente apds a inducdo da lesdo. Foram estabelecidos trés periodos de
eutanasia de acordo com o grupo experimental, sendo 6, 24 e 72 horas apds a leséo
tendinea (Tabela 1). Os animais foram tratados todos os dias até o periodo de

eutanasia estipulado para cada grupo.

Tabela 1 - Delineamento experimental dos periodos de tratamento e eutanasia dos
grupos, Campo Grande — 2011 (n=15).

Inicio Eutanasia
Grupo . . ~
Tratamento Tratamento (aplicagdo) (Apos a lesao)
LBP 6h Apos a inducéo 1 6 horas
LBP 24h ApoOs a inducéo 2 24 horas
LBP 72h ApoOs a inducéo 4 72 horas

4.6 Eutanasia

Os animais foram submetidos a eutanasia por dose letal de thiopental sodico
(150 mg/Kg). A remocdo dos 30 tendbes calcaneos esquerdos foi realizada por

dissecacdo, desde a insercdo calcanear até a juncdo miotendinea.

4.7 Avaliacdo dos niveis de mediadores inflamatoérios (IL-1B, IL-6 E IL-10)

A dosagem das citocinas IL-13, IL-6 e IL-10 das amostras dos tenddes foram
realizadas pelo teste imunoenzimatico Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), seguindo instru¢des do kit comercial (R&D System, EUA).

Para tanto, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100ul de anticorpo
monoclonal para cada citocina: anti-IL18 e IL-6 diluidos em tampé&o carbonato de
sédio (0,1M, pH 9,6), enquanto anti IL-10 foi diluido em tamp&o fosfato de sodio
(0,2M, pH 6,5) e apos a sensibilizacao foram incubadas (4°C) por 18 horas.
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Para o bloqueio, as placas foram lavadas com PBST (solugcdo PBS contendo
0,05% de Tween 20) por 4 vezes e depois preenchidas com 300 ul/pogo de solugao
de bloqueio (3% gelatina em PBST, Sigma) a 37°C por 3 horas e submetidas a novo
ciclo de lavagens.

A seguir, 100yl das amostras devidamente diluidas ou dos padrdes das
citocinas recombinantes foram adicionados & placa e deixadas por 18 horas em
temperatura de 4 °C. Apds lavagem, 100ul dos respectivos anticorpos biotinilados
especificos de deteccdo para cada citocina foram acrescentados e deixados por 1
hora em temperatura ambiente.

ApOs lavagem das placas, o volume de 100ul de estreptavidina — peroxidase
foi adicionado e deixado por 1 hora em temperatura ambiente (22 °C) seguida de
novas lavagens.

A reacao foi revelada pela adigdo de 100 pl/pogo da solugéo de 3.3'5.5
tetrametilbenzidina (TMB) e interrompida pela adicdo de 50 pl/pogo de acido
sulfarico (2 N).

A leitura foi realizada em espectrofotometro Espectra Max plus 384
(Sunnyvale, CA, EUA) em comprimento de onda de 450nm com correcao a 570nm.
As concentracdes das amostras foram calculadas a partir das curvas-padréo obtidas
com as citocinas recombinantes. O limite de deteccao para IL-18, IL-10 foi de 1,95

pg/ml, enquanto para IL-6 foi de 3.13 - 300 pg/ml .

Figura 8 - Kit Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA

Fonte: http://www.pharmaceutical-sales.net/products/p1/ELISA-KIT/
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4.8 Anédlise Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados em Software Microsoft Excel 2003 e
analisados no Software GraphPad Prisma 5, tomando como hipodtese de nulidade
p>0,05.

Inicialmente os dados foram avaliados quanto a sua normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk, seguido da aplicacdo do teste de andlise de variancia ANOVA e o
“post hoc test” Teste de Tukey para comparacdo entre os periodos. O Teste t de

Student foi utilizado para comparacdes entre 0os grupos controle e LBP.
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5 RESULTADOS

Os dados foram analisados em relacdo a sua distribuicdo. O teste utilizado
foi o teste de Shapiro-Wilk. Os valores observados foram de p>0.05, aceitando-se
para os dados uma distribuicdo normal.

Para todas as comparacdes foi estabelecido valor de significancia em
p=<0.05.

Para as comparagdes entre os grupos controle e LBP foi utilizado o teste t
de Student e para as comparagBes entre os periodos foi utilizada a andlise de

variancia ANOVA com pos-teste de Tukey.

Tabela 2 — IL-1B para os grupos controle e LBP nos periodos de 6, 24 e 72 horas,
Campo Grande — 2011 (n=30).

Periodo Controle LBP Teste t
6 horas 53.1+14.3 36.6+4.8 0.0401*
24 horas 110.7+29.7 36.7+18.7 0.0015*
72 horas 24.1+11.2 9.7+1.8 0.0463*
ANOVA 0.0002 0.0035
Pé6s-teste de Tukey 6 vs 24* 6 vs 24 ns

6vs72ns 6 vs 72*

24 vs 72* 24 vs 72*

(ns) néo significativo; (*) valores significativos.
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Figura 9 - IL13 para os grupos controle e LBP nos periodos de 6, 24 e 72 horas.

Tabela 3 — IL6 para os grupos controle e LBP nos periodos de 6, 24 e 72 horas,
Campo Grande — 2011 (n=30)

Periodo Controle LBP Teste t
6 horas 22.8+21.0 19.0+8.3 0.6198 ns
24 horas 27.3+26.9 15.319.4 0.2324 ns
72 horas 7.1+2.3 4.8+40.7 0.0179*
ANOVA 0.0889 0.0014
PoOs-teste de Tukey ns 6 vs 24 ns

6 vs 72*

24 vs 72*

(ns) ndo significativo; (*) valores significativos.
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Figura 10 — IL-6 para os grupos controle e LBP nos periodos de 6, 24 e 72 horas.

Tabela 4 — IL-10 para os grupos controle e LBP nos periodos de 6, 24 e 72 horas,

Campo Grande — 2011 (n=30)

Controle LBP Teste t
6 horas 10.2+0.9 32.8+11.9 0.0007*
24 horas 27.7¥5.7 36.619.2 0.0256*
72 horas 10.3+7.3 25.0+3.3 <0.0001*
ANOVA <0.0001 0.0301
PoOs-teste de Tukey 6 vs 24* 6 vs 24 ns

6vs72ns 6vs72ns

24 vs 72* 24 vs 72*

(ns) néo significativo; (*) valores significativos.
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6 DISCUSSAO

O tecido tendineo, quando comparado aos demais tecidos conectivos é
considerado o mais rigido e resistente devido a alta proporcao de colageno em suas
fibras e por conta da disposicdo compacta e paralela das fibras com relacdo a forca
gue é aplicada sobre as mesmas. No entanto, rupturas agudas do tenddo calcaneo
sdo relativamente comuns, principalmente na presenca prévia de alteracoes
degenerativas intratendineas (FILLIPIN et al., 2005; KHAN et al., 2005).

Estudos recentes tém sido realizados na busca de alternativas terapéuticas
eficazes para o tratamento conservador das rupturas de tenddo, bem como das
alteracOes degenerativas deste tecido (ARCHAMBAULT et al., 2002; DEMIR et al.,
2004; SALATE et al., 2005; ARRUDA et al., 2007). A LBP vem sendo apontada
como importante facilitadora do processo de reparo tecidual por influenciar na
modulacdo de processos fisiolégicos (BJORDAL; LOPES-MARTINS; IVERSEN,
2006). Porém esta ainda € uma &rea controversa que necessita determinar 0s
melhores pardmetros a serem utilizados na pratica clinica e identificar de que
maneira este recurso promove beneficios na regeneracdo do tendao (CASALECHI
et al., 2008). O presente estudo verificou os efeitos da LBP sobre os niveis de
expressao protéica de mediadores inflamatérios apds ruptura parcial do tendao
calcaneo comum em ratos Wistar.

O modelo experimental utilizado baseou-se no trabalho de Murrel et al.
(1994), por ter sido considerado um veiculo rdpido e econdmico para o estudo de
diversas modalidades terapéuticas sobre o reparo tendinoso (KURTZ et al., 1999).
Além disso, modelos animais sdo bem aceitos por possibilitar o controle de variaveis
de acordo com as necessidades da pesquisa, 0 que pode ser dificil em estudos
realizados em humanos. O fato de permitirem o uso de técnicas invasivas de
avaliacdo da modalidade terapéutica utilizada, bem como exame tecidual detalhado,
inclusive analise de substancias bioquimicas também estimulam o uso deste modelo
para estudos cientificos (JOENSEN et al., 2011).

O tempo de tratamento (72 horas) utilizado em nosso estudo baseou-se no
fato da fase inflamatéria do reparo tecidual ter duracdo de 1 a 7 dias, sendo que a
inflamacgéo aguda inicia-se imediatamente apos a lesdo e pode perdurar até 3 dias
(GUYTON; HALL, 2011).
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A inflamacdo que se desenvolve frente a um estimulo danoso € um evento
benéfico que visa a restauracdo do tecido e remocao do agente agressor, visando o
retorno a homeostase. Wojciak; Crossan (1993) observaram a presenca de infiltrado
inflamato6rio na bainha sinovial do tenddo e epitenddo durante a cicatrizacdo do
mesmo, com linfécitos e macréfagos. Schulze-Tanzil et al. (2011), relatam que a
ruptura de tendd@o induz a uma resposta inflamatéria local caracterizada pela indugéo
de citocinas pro-inflamatorias.

Os niveis da expressao protéica de mediadores pré e antiinflamatorios (IL-1,
IL-6 e IL-10) foram mensurados no presente estudo no sentido de observar a
influéncia da LBP na fase inflamatéria do reparo tecidual do tenddo calcaneo. Foi
detectada importante elevacdo do nivel de expressao protéica da IL-13 no grupo que
sofreu a eutanasia 24 horas apés a lesdo do tendao calcaneo e nao recebeu LBP,
demonstrando diferenca entre este e os outros dois grupos controles (controle 6h e
controle 72h), o que pode sugerir um periodo de pico desta citocina apds lesédo
cortante de tendao calcaneo em modelo experimental.

No entanto, o grupo LBP 24 horas apresentou niveis muito proximos dos
demonstrados pelo grupo LBP 6h, sugerindo que o tratamento proposto inibiu a
elevacdo do nivel desta interleucina no periodo de 24 horas conforme ocorreu com o
grupo controle. Além disso, quando comparados 0s grupos controles com 0s grupos
de animais submetidos a LBP, nos trés periodos de eutanasia houve diferencas
significativas.

Em trabalho realizado com coelhos, o nivel da IL-1B apresentou-se elevado
na presenca de lesdo de bainha do tenddo de acordo com Berglund; Hart; Wiig
(2007). A IL-1B provoca degradacao da matriz extracelular do tendao, supressao do
colageno tipo I, o que provoca reducao de rigidez tendinea e inducdo da elastina,
causando aumento da elasticidade deste tecido (QI et al., 2006). Outros efeitos da
presenca desta interleucina no tecido tendineo sdo apontados como a inducao de
mediadores inflamatorios e catabdlicos como a COX-2, PGE; e MMPs, que aceleram
a degradacdo da matriz extracelular do tenddo e causam a perda de resisténcia
biomecanica e durabilidade deste tecido. (ARCHAMBAULT et al., 2002; CORPS et
al., 2002; YANG;WANG, 2005).

Os trabalhos supra-citados, bem como outros estudados por Bjordal; Lopes-
Martins; lversen (2006) foram realizados em animais, o0 que os estimulou a realizar

uma pesquisa sobre os efeitos anti-inflamatérios da LBP (904nm, 5,4J por ponto,
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densidade de poténcia de 20mW/cm?) em tenddes calcaneos de humanos. Os
autores puderam confirmar tais efeitos por meio da reducéo da concentracédo de
prostaglandinas (PGE;) 75, 90 e 105 minutos apés a LBP comparado as
concentracfes pré tratamento. Tais resultados sugerem houve reducédo da IL-18
pela radiacdo LBP j&a que as PGE2 sdo induzidas por esta interleucina.

Marcos et al. (2011), apés inducdo de tendinite calcanea por colagenase em
tenddes de ratos observaram reducdo da expressdo génica da COX-2 e PGE; ap0s
0 uso da LBP com comprimento de onda 810nm, poténcia de 100mW, por 30s,
densidade de energia 5W/cm? e energia de 3J. Apesar de ndo ter mensurado os
niveis de IL-1B, o fato desta citocina interferir na expressdo de COX-2 e PGE;
sugere que o LBP possa té-la reduzido.

Ao contréario do presente estudo, Pires et al. (2011) em trabalho realizado com
LBP (780nm) em tendinite induzida por colagenase nao observaram reducéo da IL-
1B. Isto pode ter ocorrido pelo fato da mensuragao dos mediadores inflamatorios ser
feita apenas 7 e 14 dias apds a lesdo, periodo este ndo mais considerado
inflamacé&o aguda.

De acordo com Skutek et al.. (2001) a IL-6 desempenha um papel essencial
no reparo tecidual do tenddo. Os niveis protéicos de IL-6 ndo foram alterados pela
LBP nos grupos 6 e 24 horas na presente pesquisa segundo a analise estatistica. Ja
na comparacao entre os grupos controle e LBP 72 horas houve uma reducéo
significativa deste mediador pré-inflamatério.

De acordo com Azevedo et al., (2007); Ghazizadeh; Tosa; Shimizu, (2007) a
IL-6 estd envolvida na remodelacdo do tecido conjuntivo e nas fases precoces da
resposta inflamatéria. Como uma citocina pro-inflamatéria é produzida
principalmente por linfécitos T e auxilia na ativacdo de células T, células B,
macréfagos, neutréfilos e eosindfilos (STERNEBERG, 2000). Em conjunto, esses
aspectos da resposta inflamatoria fornecem anticorpos e defesas celulares imediatas
nao-especificas (inatas) e, posteriormente, especificas (adaptativas) contra
infeccbes e outros ataques. Segundo Liechty et al.,(2000) a presenca de citocinas
pré-inflamatérias como a IL-6 pode ocasionar mudancas no tecido pelo aumento de
fibroblastos e alteracdes na matriz extracelular, o que de acordo com Hayer et al.
(2007) pode estar relacionado ao desenvolvimento de tendinite.

Os niveis da IL-6 podem encontrar-se elevados na regido do tenddo e
peritendinosa durante exercicios (SKUTEK et al.,2001; LANGBERG; OLESEN;
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GEMMER, 2002), no entanto este aumento pode ser considerado lesivo ao tecido
tendineo por alterar as propriedades teciduais (Lin et al.,2006).

Nakama; Gotoh; Yamada (2006) demonstraram producéo elevada de IL-6 em
ruptura do tenddo do manguito rotador,corroborando com os resultados encontrados
neste estudo. Para Schulze-Tanzil et al., (2011), além da fase inflamatéria, a IL-6
pode desempenhar um papel na fase de proliferacdo via STAT3 por estimular a
proliferacéo celular e assim dar condi¢cdes de sobrevivéncia a célula.

Nas fases aguda e crbnica de tendinite induzida por colagenase a LBP
(780nm) na dose de 7,7J/cm?foi capaz de reduzir a IL-6, 0 que esta de acordo com
0 presente trabalho e foi considerada uma alternativa terapéutica eficaz no
tratamento de tendinopatias por Pires et al., (2011).

As citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B) reduzem a resposta
inflamatdria por meio da diminui¢do das citocinas pré-inflamatérias e da supresséo
da ativacdo de mondcitos, ou seja, modulam o processo inflamatério. Segundo
Reitamo; Remitz; Tamai (1994), a IL-10 é produzida por células do sistema
imunolégico como macrofagos, linfocitos e células dendriticas e podem
desempenhar papel regulador sobre os fibroblastos e condrécitos.

Esta interleucina (IL-10) é descrita como uma citocina que acelera o processo
de cicatrizacdo com reducdo da inflamagdo e manutencdo das propriedades
mecanicas e histoldgicas do tecido além de inibir a expresséo de IL-6, IL-8 e IL-12
(RICHETTI; REDDY, 2008).

John et al. (2011), sob a hipotese de que os tendcitos responderiam
ativamente as citocinas pro-inflamatérias pela indugcdo de citocinas
imunorreguladoras e inibidoras (Reitamo; Remitz;, Tamai, 1994; Wango; Laban;
Cook, 1997; Ghazizadeh; Tosa; Shimizu, 2007), realizaram um trabalho com
cultura de tendcitos in vitro e, apesar de tanto a IL-6 quanto a IL-10 serem citadas
como mediadores inflamatorios envolvidos em remodelacdo do tecido conjuntivo,
esta hip6tese nao foi confirmada.

No entanto, aparentemente, a inibicdo de citocinas pré-inflamatérias no
processo de reparo tecidual do tendéo € o papel mais bem definido da IL-10, ja que
Schulze-Tanzil et al. (2011) sugerem que ainda € necessario esclarecer de que
maneira esta citocina contribui para o reparo tecidual dos tenddes. A hipétese da IL-

10 influenciar na remodelac&o da matriz extracelular é sustentada pelo aumento das
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fiboras de elastina e reducdo do colageno tipo | quando esta estd presente
(MOROGUCHI et al.,2004).

Marcos (2010) observou que o LBP (810nm) com dose de 3J produziu
aumento significativo na expressao protéica de IL-10 em modelo experimental de
tendinite calcAnea induzida por colagenase, acelerando o processo inflamatério, o
que pode ser confirmado pelo fato desta citocina regular a atividade de
determinadas MMPs.

Os resultados do presente estudo corroboram com os de Marcos (2010) pois
demonstraram elevacéo estatisticamente significativa da IL-10 nos 3 grupos tratados
com LBP quando comparados aos controles, sendo que o grupo LBP 72 horas foi 0
gue mais se destacou com relacdo ao controle 72 horas. Esses dados vém de
encontro ainda com os resultados encontrados por Pugliese et al. (2003) que
demonstraram os efeitos anti-inflamatérios do LBP (AsGa) com diferentes
densidades de energia sobre feridas cutaneas em dorsos de ratos.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a LBP InGaALP (660nm), poténcia de 100mW e energia de 6J
€ um importante modulador de mediadores inflamatorios durante o processo de
reparo tecidual apos lesé@o cortante de tenddo calcaneo comum de ratos Wistar por
ocasionar inibicdo nas citocinas pro-inflamatorias e elevar os niveis da citocina anti-

inflamatoéria.
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