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RESUMO

As complicacbes causadas pelas alterac6es metabdlicas no Diabetes Mellitus (DM),
principalmente pelos elevados niveis de glicose circulante, contribuem para o
surgimento de alteracdes no tecido tendineo, que podem cursar com degeneracao e
ruptura. Duas possiveis formas de reestabelecer a estrutura tendinea seria identificar
génese da disfuncdo e a utilizacdo de laserterapia de forma continua para o
tratamento. Assim, realizamos o0 estadiamento dos acometimentos micro e
macroscopicos do tendao do calcaneo de modelos experimentais de diabetes e avaliar
o efeito do tratamento de laserterapia sobre as propriedades biomecanicas e
estruturais destes tenddes. Foram utilizados 80 ratos da linhagem Wistar, mantidos
em condicdo padrdo de biotério e submetidos a ciclos claro/escuro invertido de 12
horas, racdo e agua ad libitum. O protocolo experimental foi dividido em duas etapas.
Na primeira foram utilizados 40 animais (100 dias de vida) distribuidos aleatoriamente
em Grupo Controle (20 animais saudaveis) e Grupo Diabético (20 animais induzidos
ao diabetes). A partir do 100° dia de vida, a cada semana, cinco animais selecionados
aleatoriamente foram eutanasiados para a coleta dos tenddes do calcaneo e
realizacdo do ensaio biomecéanico de tracdo para identificar o periodo de inicio da
tendinopatia diabética. A segunda etapa teve inicio apds o término do estadiamento
da tendinopatia diabética, sendo utilizados 40 animais distribuidos em quatro grupos:
Grupo controle Sham (GCS=10 animais saudaveis); Grupo diabético Sham (GDS =10
animais induzidos ao diabetes aos 100 dias; Grupo diabético LASER (GDL= 10
animais induzidos ao diabetes e submetidos a laser terapia a partir do surgimento da
tendinopatia identificada na primeira etapa; e Grupo controle LASER (GCL= 10
animais submetidos apenas a laser terapia no mesmo periodo). Os animais do GDS
e GDL foram induzidos ao DM experimental por dose Unica de estreptozotocina
(55mg/kg, SIGMA®) via peritoneal. Durante o periodo de tratamento, o GCL e GDL
receberam uma densidade de energia de 3J/ em 12 sessdes seguidas, pelo método
de contato, usando uma caneta com diodo de AsGa fungdo continua com
comprimento de onda de 808nm e poténcia de pico de 100W, no terco médio do
tend&o do calcaneo. Ao final do tratamento, os animais foram eutanasiados e o tend&o
do calcaneo coletado para as analises. No tendao esquerdo foi realizado o ensaio
mecanico de tracdo e o tendéo direito foi encaminhado a microscopia para analise das

propriedades histomorfométricas. A analise dos dados foi realizada através do



software SPSS versdo 17 adotando o indice de 95% de confiabilidade. A partir do
estadiamento identificamos modificacbes nas propriedades tendineas logo na
segunda semana poés inducdo, as quais se tornaram mais evidentes na quarta semana
com a reducédo da area de secc¢dao transversa e aumento da Tensao maxima e Modulo
Elastico. O tratamento com Laserterapia ndo mostrou restabelecer as propriedades
biomecénicas nem promoveu modificacdes na histologia dos modelos diabéticos
experimentais. Portanto, a Laserterapia ndo promoveu alteracfes nas propriedades
estruturais e histomorfométricas no tenddo de modelos experimentais de diabetes.
Contudo, o protocolo de laserterapia utilizado em associacdo com o diabetes
promoveu um aumento significativo no médulo de elasticidade tendinea.

PALAVRAS-CHAVE: Terapia a Laser. Tendbdes. Diabetes Mellitus. Fendbmenos

Biomecanicos.



Assessement of Laser Therapy on the biomechanical, structural and
histological properties of the calcaneal tendon of diabetic mice

ABSTRACT

Diabetes Mellitus is a metabolic syndrome with alarming prevalence rates in the
general population. The complications generated by metabolic changes, mainly by
high levels of glucose, favor changes in the muscle-tendon system structures, which
can progress to degeneration and rupture. However, one possible procedure to restore
the architecture and the biomechanical properties of the tendon is to use laser therapy
in order to realign the collagen fibers, increase the type 1 collagen expression and
delaying the degenerative process caused in the collagenous tissues. In this proposed
study, we aimed to evaluate the staging of micro and macroscopic onsets calcaneal
tendon of rats induced to experimental diabetes and the effect of photobiomodulation
treatment on the improvement of biomechanical and structural properties of the
calcaneal tendon. 80 rats, Wistar lineage, were kept under standard vivarium
conditions and subjected to inverted light/dark 12 hours cycles, appropriate feed and
water ad libitum. This study was divided in two stages. The first presented 40 animals
randomly divided into Control Group (n=20) containing healthy animals, and Diabetic
Group (n=20) with animals induced to diabetes at 100 days of life. After 100 days of
life, every week, five animals randomly selected were euthanized and the calcaneal
tendon collected and analyzed by biomechanical testing to identify the beginning of the
period of diabetic tendinopathy. The second stage began after the result of the staging
of diabetic tendinopathy, which presented 40 animals divided into four groups, Control
Group F2, consisting of 10 healthy animals; Diabetic Group F2, containing 10 animals
induced to diabetes in 100 days; Diabetic Laser Group, containing 10 animals induced
to diabetes and underwent laser therapy from the outset of tendinopathy identified in
the first stage; and Control Laser Group, containing 10 healthy animals submitted to
laser therapy in the same period. After treatment, the animals were euthanized and the
calcaneal tendon collected and analyzed. The mechanical testing was perforemed in
a conventional testing machine EMIC (model 500 DL, Brazil) by self-locking claws and
fixed to the metal connectors (2.5 x 3.5 cm). The left calcaneal tendon was pulled to
the point of failure, and the graphic stress vs strain, was extracted biomechanical data.

The right calcaneal tendon was submitted to microscopy analysis of anisotropic



properties. Data analysis was performed using software SPSS version 17 and adopting
95% of confidence index. The results of this study will elucidate the onset period for
the micro- and macro-structural changes diabetic tendon, and promote the use of new
technology in the treatment of diabetic tendinopathy.

KEYWORDS: Laser Therapy. Tendon. Diabetes Mellitus. Biomechanical Phenomena.
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1 INTRODUCAO

O sedentarismo associado aos habitos da sociedade pds-moderna tem se
tornado fator desencadeante para inumeras doencas cronicas degenerativas
(MORAES et al., 2010). Dentre estas, o Diabetes Mellitus (DM) tem apresentado um
aumento de sua prevaléncia alcancando 336 milhdes de diabéticos pelo mundo e
projecdo para 2030 de alarmantes 552 milhdes de individuos acometidos (WHITING
et al., 2011).

O quadro crénico de hiperglicemia gerado pelo diabetes desencadeia uma série
de complicacdes fisiolégicas que afetam o adequado funcionamento do aparelho
locomotor associadas direta ou indiretamente as complicacdes vasculares e/ou
neurolégicas comumente observadas nessa enfermidade (CHAMMAS et al., 1995;
KOESTER, GEORGE, KUHN, 2005; Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes,
2008; ROLIM et al., 2009).

O diabetes promove alteracdes nos processos de angiogénese (LEEPER,
COOKER, 2011), e de proliferacdo celular, além de distdrbios na matriz celular,
principalmente na sintese do colageno (REDDY, 2004) que ocasionam a longo prazo
disturbios mecéanicos do tendao.

Estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa (OLIVEIRA et al.,
2011; DE OLIVEIRA et al., 2012; BEZERRA et al.,, 2016), constatou sinais de
fragilidade tendinea em animais com diabetes crénica experimental ndo-controlada, a
partir da andlise das caracteristicas biomecénicas do tenddo, que demonstraram
normalizacdo de alguns parametros apds a implementacdo de treinamento fisico
aerdbio em esteira, assim como a estabilizacdo da evolugéo da patologia tendinea em
animais que realizaram treinamento aquatico antes e apés o surgimento da diabetes.

Mediante constatacdo da efetividade do treino fisico na melhora ou
estabilizacdo das complicacbes biomecanicas do tenddo diabético, surgiu, em
seguida, o questionamento do exato momento em que tais comorbidades tendineas
se tornariam evidentes ou biomecanicamente prejudiciais do ponto de vista funcional,
e se intervencgdes que ndo modificassem o sistema metabdlico/energético do diabético

(como acontece com o exercicio fisico) poderiam proteger o tenddo em situacdes de
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maior gravidade diabética (tendinopatia confirmada com descompensacgéao glicémica
sem aplicacédo de regulador glicémico - como a insulina).

Sendo assim, inicialmente foi realizado um estadiamento biomecéanico do
tendao do calcaneo para identificar o momento no qual o processo de degeneracao
tendinea ja estivesse instalado em decorréncia do diabetes. Dos resultados obtidos
desse estadiamento originou-se 0 primeiro artigo original intitulado “Diabetic
tendinopathy: when does tendon fragility occur? ”.

A partir desse estadiamento, foi elaborado um protocolo experimental com o
intuito de avaliar o efeito da terapia de fotobiomodulacéo, através do LASER de baixa
intensidade, em tendfes de animais diabéticos sem controle insulinico pois tinhamos
como hipotese inicial que o LASER poderia proteger ou melhorar a condicédo
patolégica em que o tenddo se encontrava sem a necessidade de impor nenhum
protocolo de treinamento fisico e, desta forma, néo ter o viés metabdlico promovido
pelo exercicio fisico em nossos achados.

A fotobiomodulacéo, através da aplicacdo da laserterapia, tem demonstrado
um efeito no crescimento de células fibroblasticas, na expressao do colageno tipo 1 e
de proteoglicanos (decorin) (CHEN et al.,, 2009), podendo promover uma
reorganizacdo do tecido com subsequente otimizacdo das propriedades tendineas
pelo realinhamento das fibras de colageno, que se encontram desestruturadas em
decorréncia do diabetes. Um estudo que utilizou a laserterapia em tenddes que
sofreram reparo cirdrgico apés ruptura, demonstrou realinhamento das fibras
colagenas e, consequentemente, uma maior resisténcia ao teste biomecanico
(EWAKIL, 2007), o que poderia favorecer a recuperacdo das propriedades
biomecanicas alteradas pelo diabetes.

Baseado nesses achados foi formulada a hipotese de que a fotobiomodulacgéo,
atraves da aplicacao do Laser, podera promover alteracdes micro e macroestruturais
tendineas que favorecera a estabilizacdo/reducdo dos processos bioquimicos
desencadeados pelo diabetes proporcionando a reorganizacao das fibras colagenas
e, consequentemente, melhorar a biomecanica tendinea retardando o processo
degenerativo do tend&do observado no diabetes.

Esta Tese faz parte de uma linha de pesquisa desenvolvida no Laboratério de
Plasticidade Neuro-Muscular - Departamento de Anatomia da UFPE, que se dedica
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ao estudo das comorbidades resultantes do diabetes sobre as estruturas do aparelho
locomotor, mediante experimentacbes com modelos animais e se encontra
organizada segundo as normas vigentes do Programa de Pds-Graduacdo da Rede
Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO) para a elaboracdo da TESE e estruturada

como se segue:

Capitulo 1: Introducao

Capitulo 2: Revisao da Literatura

Capitulo 3: Justificatica

Capitulo 4: Hipbteses

Capitulo 5: Objetivos

Capitulo 6: Materiais e Métodos

Capitulo 7: Resultados — apresentados no formato de dois artigos originais:
Artigo Original 1, intitulado — “Diabetic tendinopathy: when does tendon fragility
occur?”, teve como objetivo avaliar as propriedades biomecéanicas do tendéo
de ratos diabéticos e saudaveis de forma prospectiva no intuito de verificar o
inicio do comprometimento do tecido tendineo. Foi submetido ao periddico
Muscle Ligament and Tendon Journal - MLTJ Conceito A2 na area de
Biotecnologia.
Artigo Original 2, intitulado — “Lasertherapy (810nm) was not enough to reduce
the complications of diabetic tendinopathy”, teve como objetivo avaliar o efeito
do tratamento com laserterapia sobre propriedades biomecéanicas e
histomorfométricas no tendao de animais induzidos ao diabetes experimental.
Foi submetido ao periodico Diabetes and its Complications, Conceito A2 na

area de Biotecnologia.

Capitulo 8: Consideracdes Finais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos gerais do Diabetes Mellitus (DM)

Nos primordios do século 21, foram atribuidos 2,7% de todos os Obitos do
mundo ao diabetes, o que torna essa doenca metabdlica a oitava principal causa de
morte (WHO 2014). Estratificando em faixas etarias, os ébitos atribuidos ao grupo de
pessoas com 35-64 anos foram de 6-27% (ROGLIC et al., 2005). No Brasil, estimou-
se gue aproximadamente nove milhdes de pessoas tenham diabetes, destes 3,5
milhdes possuem mais de 65 anos (ISER et al., 2015).

Para o confronto desta Pandemia, os americanos tém gasto anualmente 245
bilhbes de ddlares, sendo estes custos distribuidos nos cuidados em internamentos,
medicamentos e reducdo da produtividade dos funcionarios afastados (ADA, 2013).
Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, as cifras gastas por pessoa chegam
a 2108 dolares por ano, sendo 1335 ddlares relacionados a custos diretos com o
paciente (medicacao, testes, procedimentos, consultas médicas, etc.) e 773 ddlares
com custos indiretos (gastos com alimentacao, transportes e cuidadores) (BAHIA et
al., 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude e a American Diabetes Association
(ADA, 2015) o DM é considerado uma sindrome metabdlica caracterizada pelo
aumento da glicemia circulante (hiperglicemia) resultante da deficiéncia da secrecao
de insulina, da acdo da mesma ou de ambos. Segundo critérios clinicos, o DM possui
quatro formas diferenciadas de apresentacdo: DM tipo 1, DM tipo 2, DM gestacional e
outros tipos especificos de DM.

a) O DM tipo 1 consiste na destruicdo das células beta pancreaticas
responsaveis pela producéo de insulina no corpo. A insulina, por sua vez,
possui a importante funcéo de carrear a glicose no organismo para dentro
das células onde pode ser metabolizada;

b) O DM tipo 2 € o mais predominante, sendo caracterizado por problemas na
acao e/ou secrecdo de insulina. Normalmente, pacientes com este estado
clinico apresenta-se com sobrepeso sem apresentar distin¢cao de idade para

0 seu desenvolvimento;



20

c) O DM gestacional, refere-se a intolerancia a insulina desenvolvida durante
0 periodo gestacional e que na maioria dos casos retornam a normalidade
apos o parto;

d) Outras formas de DM podem ser desenvolvidas por alteracdo genética na
funcdo das células beta pancreédticas ou na propria insulina, disfuncdes
endocrinas, alteragbes do pancreas exoécrino, acdes adversas de

medicamentos, infec¢des, entre outras.

Alguns sinais e sintomas caracteristicos podem ser identificados nesta
sindrome metabdlica, tais como polilria, 0 aumento na producédo de urina; polidipsia,
definido como um aumento excessivo da sensacdo de sede; e a perda da massa
corporal (em diabéticos do tipo 1), e que, isoladamente ndo determinam o estado
diabético.

Para a comprovacgdo da sindrome diabética, alguns exames laboratoriais que
adotam como parametros os niveis glicémicos sdo utilizados, tais como a analise
glicémica plasmatica de jejum e a avaliacdo de hemoglobina glicada (HbAlc) (SACKS
etal., 2011; WHO 2014).

A Sociedade Brasileira de Diabetes, em suas diretrizes 2014-2015, apoiam a
American Diabetes Association, 0os quais enfatizam a constatagcéo de pelo menos um
dos seguintes métodos de avaliacdo de diabetes (SBD 2015): 1) os sintomas clinicos
de polidria, polidipsia e perda ponderal acrescida de avaliacdo glicEmica plasmatica
casual maior que 200 mg/dL; Il) Glicemia plasmética de jejum maior ou igual a 126
mg/dL (7mmol/L), devendo ser repetido em outro dia caso pequenas oscilacdes sejam
encontradas; e lll) Glicemia de duas horas pds-sobrecarga de 75¢g de glicose maior
que 200mg/dL.

A hiperglicemia, quando n&do controlada, pode desencadear um processo
metabdlico chamado glicosilagdo ndo-enzimatica. Este processo promove alteracdes
das propriedades bioquimicas, gera radicais livres, formam ligacdes cruzadas com
proteinas ou conduz interagcdes com células, que resultam em estresse oxidativo,
alteracbes morfofuncionais e expressdo inflamatéria aumentada (BARBOSA,
OLIVEIRA, SEARA 2008).
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Este rol de alteracdes e modificacdes bioquimicas podem ser o cerne dos
diversos processos clinicos patolégicos que se manifestam de maneira crénica como
retinopatias (YAMAGISHI, MATSUI 2011), nefropatias (BEISSWENGER et al., 2013),
doencas vasculares (YAMAGISHI 2011) e les6es musculoesqueléticas (REDDY 2003;
DE OLIVEIRA et al., 2011; BEZERRA et al., 2016).

2.2 Diabetes Experimental

Para o estudo das repercussdes do estado diabético, muitos modelos foram
desenvolvidos com animais de diversos portes, além de inimeras formas de inducéo
ao diabetes no intuito de mimetizar, o maximo possivel, o estado patoldgico ao qual o
humano é submetido (REES, ALCOLADO, 2005).

Procedimentos cirdrgicos como a pancreatectomia (rececc¢éao parcial ou total do
pancreas), modificacdo genética, inducéo através de virus (imunologia) e utilizacdo
de substancias citotoxicas, todos sdo exemplos de métodos utilizados para a
reproducéo desta sindrome (KING, 2012).

Destes, a utilizacdo de substancias citotoxicas como a estreptozotocina
(STREPTO) e aloxanas sado as mais utilizadas na experimentacdo animal,
principalmente pela facilidade de inducdo em animais de pequeno porte como 0s
roedores (cobaias, camundongos e ratos) (RADENKOVIC, STOJANOVIC,
PROSTRAN, 2016).

A STREPTO é um agente antimicrobiano que posteriormente demonstrou efeito
adverso nas ilhotas pancreaticas, com alta toxicidade, promovendo a destruicdo das
células beta do pancreas. O GLUT2 (Glucose Transporter 2), transportador localizado
na membrana plasmatica responsavel por carrear a glicose, localizado no pancreas,
exerce funcdo importante no processo diabetogénico, visto que a STREPTO precisa
ser transportada para dentro das células para completa atuacdo. Células que néo
possuem GLUT2 séo resistentes a esta substancia. Dentro das células beta, o
processo de alquilagéo, promovido pela STREPTO, resulta na fragmentagcéo do DNA
e consequentemente na necrose (LENZEN, 2008).

Para a inducéo, a droga deve ser inoculada no modelo animal e desta forma
promover seu efeito diabetogénico. Algumas vias de inoculagdo como a endovenosa

(veia sublingual e caudal) e a via intraperiotoneal foram testadas, mostrando
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efetividade na inducdo, transformando o animal saudavel em diabético por longa
duracéo (DELFINO et al., 2002).

A quantidade especifica de STREPTO necessaria para a inducdo apresenta
uma dose que pode variar de acordo com o tipo de modelo, porte e peso do animal.
Em roedores, especificamente em ratos, a dose minima para a inducao ao diabetes
do tipo 1 é de 45mg de STREPTO para cada quilograma/peso do animal. Esta dose é
capaz de produzir alteracdo do peso corporal e elevar o indice glicémico entre 300 e
400mg/dL. Contudo, doses acima de 70 mg/Kg podem ser letais ao animal (GOYAL
et al., 2016).

2.3 Organizacao e comportamento biomecéanico do tendao

Apresentando uma aparéncia esbranquicada e brilhante, o tendao realiza a
ligacdo entre o tecido muscular e a estrutura 6ssea promovendo transmissdo de
energia e movimento corporal iniciado no musculo sendo, desta forma, conhecido por
apresentar grande resisténcia a tracdo (WANG, 2006).

O tenddo é um tecido conjuntivo denso modelado que apresenta uma
organizacao estrutural hierarquizada e delimitada por camadas de tecidos conectivos
denominados endotendéo, epitendao e paratendao (Figura 1). O endotendao, camada
mais interna do tend&o, envolve as fibras de colageno e as agrupam em fasciculos, e
posteriormente em feixes, conduzindo pequenos vasos sanguineos, linfaticos e
nervos. O terceiro feixe de fibras € envolto pelo epitenddo que apresenta uma
estrutura mais densa além de um continuo entre sua camada mais interna e o
endotenddo. A Uultima camada, paratenddo, € composta por tecido frouxo que envolve
todo o tenddo e permite 0 movimento entre a estrutura tendinea e outras adjacentes,

evitando atrito e possiveis lesdes (KANNUS, 2000).



23

o B TENDAO
Feixe Primario Secundario Terciario
(sub-fasciculos) (Fasciculo)

Fibra de Colageno

Fibrila

ENDOTENDAO EPITENDAO PARATENDAO

Figura 1. Estrutura hierarquica tendinea (Adaptado de Kannus 2000).

Estes pacotes fasciais delimitam espacos constituidos por 30% de fibras
coldgenas e de matriz extracelular composta por 68% de agua e células tendineas
que se alinham para definir o comportamento bioldgico e estrutural tendineo. Além
disto, as fibras de colageno correspondem entre 65-80% do peso seco tendineo, além
de representar a principal fonte da forca mecanica deste tecido conectivo (MAFFULLLI,
RENSTROM, LEADBETTER, 2004).

A familia de proteinas de coldgeno est4 presente em diversos tecidos,
principalmente o conectivo. Varios tipos de colageno (tipo I, II, I, 1V, etc) ja foram
identificados e sua formacdo, através procolagenos até a estrutura de fibra
colagenosa, é bem descrita na literatura. No tecido tendineo ha a predominancia do
colageno do tipo I. Este por sua vez é formado por trés cadeias polipeptidicas a, com
aproximadamente 300nm, que se arranjam no formato de tripla hélice, ao qual se
atribui a resisténcia caracteristica de suas fibras (CANTY, KADLER, 2002).

As fibras de colageno estdo imersas em uma matriz, na forma de um gel,
composta por proteoglicanos (PGs), glicosaminoglicanos (GAGS), glicoproteinas e
outras pequenas moléculas (THORPE et al., 2013).

Os proteglicanos, proteinas ligadas a GAGs, apresentam papel importante na
estrutura tendinea e consequentemente em sua biomecéanica (ROBSON et al., 2005;
CORPS et al., 2006; GORDON et al., 2015). Especificamente nos locais onde existem
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forcas de tracdo longitudinal, ocorre a expressao de Small-Leucine-Rich Proeogycans
(SLRPs), principalmente Decorinas, que participam da ligacdo entre colagenos
fibrilares e na estrutura de matriz extracelular (REES, DENT, CATERSON 2009).

Os Fibroblastos (tenoblastos), células predominantes no tendao, apresentam-
se organizadas em uma espécie de fileira longitudinal e sdo estimuladas pelas cargas
de forcas as quais sdo submetidas. Os Tenoblastos sdo células jovens que se
comunicam com outras células através de juncdes do tipo gap, regulando e
produzindo componentes da matriz extracelular e colageno (KJAER, 2004). Quando
a atividade metabdlica do tenoblasto € diminuida, tornando-se quiescente, este recebe
a denominacao de tendcito.

Como estrutura biomecéanica, o tenddo ndo apresenta apenas a funcédo de
resistir e/ou transmitir forcas de tracdo. Este apresenta também a capacidade de
absorver e retransmitir energia armazenada durante 0 movimento
musculoesquelético. Desta forma, para verificar esta capacidade e funcionalidade
biomecanica, estudos em animais séo realizados até o ponto de falha (ou ruptura)
tendinea e através da analise dos dados encontrados, poder definir os parametros

biomecanicos basicos para a estrutura tendinea (MULLER et al., 2004).

AN I

Tensdo (N/m?)

Deformacio Especifica (ALMO)
Figura 2. Curva Tensao x Deformacao, comportamento biomecéanico tendineo. (N — Newton;
M — metros; AL — Variagdo do comprimento; L, — Comprimento inicial; | — toe region; Il — fase

elastica; Il — Inicio da fase plastica; IV — Ponto de maior tenséo)

A figura 2 ilustra uma curva de comportamento biomecanico, formada pela
tenséo e deformacéo do tendéo tracionado até o ponto de falha. Este comportamento

apresenta uma estrutura nao linear, representada por sua viscoelasticidade, na qual
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estruturas sao distendidas e/ou rompidas, simultaneamente, a depender da exigéncia
de forgas impostas ao material tendineo. Na Fase | ou toe region, as fibras de
colageno séo distendidas a medida que a forca aplicada no tecido é aumentada assim
como seu deslocamento sem nenhum aumento abrupto da tensdo. Ao final da fase I,
tem-se inicio a fase elastica com a distenséo das fibras sem provocar rupturas (Fase
II). A partir do ponto Ill, acontecem pequenas rupturas de fibras as quais impedem o
tendao de retornar ao estado inicial (antes do tracionamento), caracterizando uma
fase plastica tendinea. Por fim, no ponto IV encontramos o ponto de maior tenséo e
carga tendinea, analisada como ponto de ruptura, na qual o tenddo ndo consegue
mais se contrapor a carga imposta pela tracdo (WANG, 2006).

Da curva forca versus deslocamento e tensdo versus deformacéo, extraimos
0S seguintes parametros utilizados para caracterizar o perfil biomecanico e estrutural
do tenddo: A) Forca méxima: resisténcia méaxima alcancada pelo tenddo ao ser
tracionado até o ponto de falha; B) deformagéo especifica (AL/Lo): corresponde a
proporcao de deformacédo alcancada pelo tendéo até que o mesmo alcance a forca
maxima de resisténcia; C) Energia/area: quantidade de energia acumulada por
unidade de medida da espessura tendinea; D) Tensdo maxima (Fmax/A): que reproduz
a quantidade de tensdo que esta sendo produzida no tenddo; e E) Mddulo de
elasticidade: calculado e representado pela maxima inclinacdo encontrada na curva
tensdo x deformacdo, a qual representa parte da viscoelasticidade tendinea ou
“rigidez” representativa do material biolégico tendineo (JUNG, FISHER, WOO, 2009).

2.4 Disfuncéao tendinea

A disfuncdo tendinea é uma condicgdo comum na populacdo geral,
principalmente em atletas, sem distingdo quanto a faixa etéaria, apresentando aumento
em sua incidéncia com o avancgar da idade (TEUNIS et al., 2014).

Por muitos anos as disfungbes do tenddo foram identificadas,
indiscriminadamente, como tendinites, relacionando a presenca do processo
inflamatorio que envolveria a cicatrizagdo tecidual; tendinoses, advindo da
degeneracdo tendinea sem sinais clinicos ou histolégicos de inflamacao; e
paratendinites, que se caracteriza por edema e hiperemia do paratendao. Contudo,

alguns pesquisadores avocaram a utilizagdo do termo “Tendinopatia” como um



26

descritor que representasse as lesbes tendineas as quais fossem identificados
edema, dor e desempenho prejudicado, sem o exame de biopsia analisado por
patologista (MAFFULLI, KHAN, PUDDU, 1998).

A tendinopatia pode apresentar uma causa/génese Unica primaria, como
acontecem em traumas agudos, gerando lesdo, por exemplo, ou um nexo causal
multifatorial, envolvendo a capacidade e a demanda de carga suportada pelo tendéo,
associados a fatores intrinsecos, extrinsecos e patolégicos (HAYEM, 2001)

Atualmente, acredita-se que a sobrecarga no tendao possa propiciar falhas
estruturais continuas, principalmente na matriz extracelular, sem a capacidade
plastica necessaria para o retorno ao estado normal, saudavel. Desta forma, um ciclo
de falhas, tanto na matriz extracelular como na recuperacéao do tendao, tende a evoluir
negativamente com fases reativas de inflamacéo e culminar com a degeneracao do
tenddo, caso a sobrecarga ndo seja retirada em tempo habil & adaptagdo (COOK,
PURDAM, 2009).

Vérios fatores podem estar relacionados ao surgimento da tendinopatia.
Predisposicao genética com a presenca de genes que causem um desequilibrio na
homeostase da matriz extracelular (RALEIGH et al.,, 2009), alteracdo postural
resultando em maior estresse tendineo (WALDECKER, HOFMANN, DREWITZ,
2012), alteracdo de flexibilidade (MALLIARAS, COOK, KENT, 2006;
BACKMAN, DANIELSON, 2011), maus habitos como o fumo e obesidade
(RECHARDT et al.; 2010), utilizacdo de medicamentos que possam apresentar efeitos
colaterais, resultando em disfuncéo tendinea e doencas que promovem alteracdes
hormonais e/ou metabdlicas que resultem no surgimento de tendinopatias, como a
diabetes (OLIVIA et al., 2016).

Fortes evidéncias tém demonstrado a relacdo do diabetes mellitus com a
tendinopatia (DE OLIVEIRA et al., 2011; RANGE et al., 2016). Contudo, a patogénese
desta disfuncdo ainda nédo esta elucidada.

Utilizando animais experimentais foi possivel detectar um aumento no nimero
de células no tend&o associados com o aumento da densidade de fibrécitos, uma
guantidade quatro vezes maior de mastocitos em animais diabéticos e maior
densidade de coldgeno do tipo 1 associado a uma maior desorganiza¢do da matriz
(OLIVEIRA et al., 2013), o que pode caracterizar uma degeneracao tendinea.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malliaras%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16672192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cook%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16672192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kent%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16672192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Backman%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21917610
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Danielson%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21917610
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O estado hiperglicémico apresentado no quadro diabético pode promover uma
reducdo nos niveis proteoglicanos concomitantemente a reducdo na absorcédo de
agua para dentro do tenddo. Esta diminuicdo hidrica pode alterar as propriedades
visco-elasticas do tendao aumentando a “rigidez” tendinea (BURNER et al., 2012).

Alguns pesquisadores seguem o raciocinio que o acumulo de agucares no
organismo, comum em diabéticos, sem a devida metaboliza¢do, pode promover uma
série de associacOes e ligacfes secundarias que encontram uma maior estabilidade
entre as fibras de colageno. Estas associa¢des resultam em processos bioquimicos,
culminando em uma glicacdo ndo-enzimatica (Advanced glycation end-products) de
tecidos conectivos e promovendo uma alteragéo da estrutura do colageno prejudicam
a biomecanica tendinea (TURK et al., 1999; REDDY, 2004).

A repercussdo destas alteracdes pode afetar a funcdo basal tendinea de
transmissdo de for¢ca, comprometendo a biomecanica natural e modificando
propriedades como o0 médulo de elasticidade (FOX et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011;
CONNIZZO et al., 2014) e a area de seccao transversa tendinea (OLIVEIRA et al.,
2011; CONNIZZO et al., 2014).

2.5 LASER

LASER é um acrénimo para a expressao em inglés “Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation” que significa “Amplificacdo de Luz por Emissao
Estimulada de Radiagéo”. O primeiro aparelho de LASER produzido, com cristais de
Rubi, foi elaborado pelo Dr. Theodore H. Maiman (1960) e apresentava luz vermelha
dentro do espectro luminoso (MAIMAN, 1960). Contudo, apenas em 1967 surgiram as
publicacdes com a investigacdo do efeito terapéutico do LASER no crescimento de
pelos em ratos (MESTER, SZENDE, GARTNER, 1968)

No decorrer dos anos, o LASER recebeu diversas denominacoes, “Laser frio”,
‘LASER suave”, “LASER de baixa energia’, “LASER de baixa forca”,
“fotobiomodulacao” e “bioestimulacdo”. Nao obstante, para a comunidade cientifica
em geral, a utilizagdo do termo low-level LASER therapy - LLLT (Terapia por LASER
de baixo nivel, traducao literal) € amplamente utilizada por refletir a caracteristica

principal dos principios fisicos inerente a terapéutica, ou seja, a transmissao optica de
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baixa energia para os tecidos irradiados (OHSHIRO, CALDERHEAD 1988; HAMBLIN
2006).

Os equipamentos basicos do LASER (Figura 3) apresentam em sua
constituicdo trés componentes essenciais (FELICE 2010):

1) Uma fonte de energia que normalmente é elétrica;

2) Um meio de ganho que possibilita determinar o comprimento de onda no
espectro de luz polarizada. Este meio pode ser solido, liquido, gas ou
semicondutor (diodos); e

3) Ressonador 6ptico, constituido por dois aparatos reflexiveis (nos mais
simples, espelhos) que amplificam os feixes de fétons.

Bombeamento de Energia
Espelho

Espelho
refletor refletor
total parcial
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Meio Amplificador Feixe LASER

«——— Cavidade do LASER —p»

Figura 3: Componentes essenciais do LASER (Adaptado de FELICE 2010)

Este instrumento terapéutico apresenta caracteristicas intrinsecas a emissao
desta energia que influenciam diretamente em suas funcbes terapéuticas:
monocromaticidade, ou seja, apresenta cor Unica referente ao seu comprimento de
onda; colimacéo, fotons praticamente em paralelo e quase sem divergéncia de
radiacdo emitida com a distancia; e coeréncia temporal e espacial, apresentando as
depressoes e picos de ondas que se combinam perfeitamente (KITCHEN, 2003).

O LASER pode ser classificado como de alta, média e baixa intensidade, 0s
quais determinam faixas de densidades de energias que correspondem a sua
utilizacdo na ablacéo, incisdo, coagulacdo ou método terapéutico, sendo a faixa de

baixa intensidade a utilizada pela fisioterapia na prética clinica.
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Para a prética clinica fisioterapéutica, o LASER de baixa densidade de energia
(LLLT) refere-se a terapia de luz monocromatica que possui saida de luz 6ptica maior
que 1mW, pertencentes as classes Il e llla (WALT 2006), que pode ser adaptada
segundo as seguintes opcdes a depender do tecido ou estrutura alvo de tratamento:
poténcia de saida entre 0,001-0,1watts; comprimento de onda no intervalo de 300-
10600 nm; taxa de variacao de pulso até 5000 hertz (continuo), intensidade entre 0,01-
10 w/cm? e dose de energia que pode variar entre 0,01 a 100J/cm? (FARIVAR,
MALEKSHAHABI, SHIARI 2014).

Os tecidos humanos e animais (experimentais) apresentam uma “janela 6pitca”
referente ao comprimento de onda especifico no qual o estimulo luminoso captado
por receptores fotossensiveis corporais possa coordenar de forma eficiente as
alteracdes celulares e metabdlicas desejaveis (KARU, KOLYAROV 2005).

Para o LLLT vermelho e infravermelho proximo, o citocromo ¢ oxidase (CCO)
foi apresentado como cromoforo primario responsavel pelo disparo das vias
metabdlicas celulares. O CCO esta presente nas cristas mitocondriais como quarto
complexo proteico no transporte de elétrons da cadeia respiratério celular. A absorcao
de fotons pelo CCO promove um aumento na producdo de ATP para a célula (CHEN
et. al., 2009).

O aumento metabdlico celular, pela maior eficiéncia na producdo de energia
pela célula, promove, concomitantemente, um aumento na producdo de espécies
reativas do oxigénio, visto que a respiracdo mitocondrial € oxigénio dependente. Esta
concentracdo aumentada do subproduto respiratério altera 0 ambiente redox da célula
gue podem ser especificos para promoverem proliferacao e acelerar os mecanismos
antioxidantes, como acontecem em situac¢des pro-inflamatérias (inflamacao crénica)
(TAFUR, MILLS 2008).

Além disto, o ambiente redox produzido pelo aumento do subproduto da
respiracdo celular pode disparar a atividade do fator nuclear kappa beta (NF-k(B)
estimulando a expressdo de genes anti-apoptose e prd-sobrevivéncia que poderiam
explicar alguns efeitos clinicos do LLLT (CHEN et al., 2011).

O LLLT tem sido bastante pesquisado para o tratamento de tendinopatias. Em

uma recente revisdo sistematica de estudos clinicos foi identificado uma forte
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evidéncia da relacdo entre a utilizagdo de dosagens recomendadas do LASER e
desfechos positivos no tratamento de tendinopatias (TUMILTY et al., 2010).

Na lesdo tendinea, o LLLT apresenta duas supostas linhas de atuacdo que
repercurtem na melhoria dos desfechos clinicos. A primeira seria a estimulacédo dos
tenoblastos e depdsito de coldgeno contribuindo na melhoria da matriz extracelular, e
a segunda seria a atenuacao do processo inflamatério através da inibicdo da atividade
da ciclooxigenase 2 e, por conseguinte, reducéo da concentracao de prostaglandinas
E2> (LOPES-MARTINS, 2014).

Durante o processo inflamatério, varias modificagdes bioquimicas e estruturais
acontecem para que o tecido, ora lesionado, possa se remodelar e retornar aos
parametros normais. Mediadores quimicos sdo acionados, células sao direcionadas
para o local lesionado e sinais clinicos como dor, edema e vermelhiddo séo
identificados no local lesionado (VIEIRA et al. 2012).

O LLLT demonstrou acelerar o processo cicatricial promovendo reducédo no
aporte de citocinas pré-inflamatérias como o TNF-a, além da diminuicdo da ativagao
de i-NOS (GUERRA et al. 2016); regulacéo da expressao de MMP-3, MMP-9 e VEGF
(MARQUES et al. 2016); além do aumento do estimulo de segundos mensageiros
capazes que atuam direto e indiretamente na proliferacdo celular e producdo de
colageno (CHEN et al. 2015). Estas modificacbes podem atuar diminuindo a alodinia
gue possa ser gerada na transmisséao de forcas pelo tendéao.

Nas tendinopatias, o LLLT vem sendo incorporado nos tratamentos para
reducgéo da sensacéo dolorosa (DOYLE, LAUBER, SABINE 2016), como por exemplo,
nas tendinopatias do ombro, onde a utilizacdo do LLLT unicamente ou em associa¢ao
com outros métodos terapéuticos (como exercicios) pode reduzir a dor referida e
acelerar a recuperacéo funcional (HASLERUD et al., 2015).

A partir de estudos experimentais, que utilizaram LLLT como recurso
terapéutico, pesquisadores conseguiram identificar melhora na resisténcia maxima de
tenddes submetidos ao processo de tendinopatia quando comparados ao controle
sem tratamento (MARCOS et al., 2012). Na pesquisa, a utilizagcdo do LLLT com 1
Joule de energia apresentou melhor resultado do que o tratamento com 3 Joules de

energia. Ha evidéncia que o aumento na producdo de colageno do tipo 1 em tenddes
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submetidos a leséo e tratados, em suas fases iniciais, com LLLT pode ser o
responsavel pelo aumento da resisténcia biomecéanica (WOOD et al., 2010).

Efeito similar foi encontrado por Jesus et a. (2014), em estudo experimental, no
qual avaliaram o alinhamento das fibras e a deposicéo do colageno dos tipos 1 e 3 em
tenddes do calcaneo parcialmente lesionados e tratados com LLLT com 0,7J. Os
animais foram avaliados ap6s 1, 3 e 7 dias e comparados com grupos de LLLT sham.
N&o foi observada diferenca em relacdo ao alinhamento das fibras entre os grupos.
Contudo, a LLLT aumentou a proliferacédo do colageno tipo 1 e, desta forma, melhorou

0 processo de tratamento do tendao.

2.6 Tendinopatia diabética vs Laserterapia

O diabetes mellitus desencadeia no tenddo alteracdo dos processos de
angiogénese (LEEPER, COOKER, 2011), inflamatério e de proliferacao celular, além
de promover disturbios da matriz celular (reducdo da quantidade de proteoglicanos),
principalmente desorganizacdo da matriz e fibras colagenas (REDDY 2004) que a
longo prazo acarreta distarbio biomecanico funcional.

Apesar da constatacdo da eficacia da LLLT nas tendinopatias, nenhum estudo
até o presente momento avaliou a acao da laserterapia nas tendinopatias causadas
pelo diabetes exclusivamente.

Apenas duas pesquisas avaliaram a acao cicatricial e reparadora do LASER
em animais diabéticos submetidos a tenotomia para o desenvolvimento da
tendinopatia. Estes estudos mostraram melhora no processo inflamatério apds cinco
dias da laserterapia e aumento da expressédo génica de TGF-B1 (responsavel pelo
inicio da cicatrizacdo) (ALIODOUST et al., 2014), além da melhora no comportamento
biomecanico promovendo aumento na for¢a a tracao e na carga tensiva dos tenddes
tenotomizados (NOURUZIAN et al., 2013).

Dessa forma, acreditamos que o LLLT possa beneficiar a funcdo tendinea
promovendo melhora na estrutura da matriz extracelular com o realinhamento das
fibras de colageno e evitando as alteragdes celulares e biomecanicas ocasionadas

pelo diabetes no tendéo.
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3 JUSTIFICATIVA

Em estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa, foram observados
sinais de fragilidade tendinea em animais com diabetes crénica experimental néo-
controlada, a partir da avaliacgdo do comportamento biomecéanico do tenddo do
calcaneo, seguida da normalizacdo de alguns parametros apds a implementacéo de
um exercicio fisico aerobio em esteira.

Contudo, a pratica de exercicio fisico moderado gera um esfor¢co repetitivo
sobre a estrutura tendinea que, somado a fragilidade da estrutura promovida pelo
diabetes, pode ocasionar microrrupturas antes de alcancar os efeitos benéficos da
atividade.

Desta forma, a utilizacédo de intervencdes terapéuticas que viabilizem a melhora
da estrutura tendinea do quadro diabético, como a melhora da resisténcia a carga e a
normalizagdo da tensdo maxima no tenddo, sem causar riscos adicionais pode vir a
ser uma alternativa viavel no processo de tratamento da tendinopatia diabética.

Nessa perspectiva, elaboramos um estadiamento biomecanico para a
identificacdo do momento exato do surgimento das alteracdes biomecéanicas e
sabermos o momento exato para iniciar a intervencao terapéutica. Acreditamos que a
terapia de fotobiomodulacéo através do LASER de baixa intensidade, aplicado nessas
condicBes, podera proporcionar ao tenddo, fragilizado pelo diabetes, resisténcia
tendinea, adaptando-o para suportar as cargas iniciais necessarias para 0 processo

de reabilitacdo e inicio de uma rotina de vida saudavel.
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4 HIPOTESE
Ho- O LLLT né&o é capaz de promover alteragdes na microestrutura do tendao
do calcaneo de ratos induzidos quimicamente ao diabetes tipo 1;
Hi- O LLLT é capaz de alterar a microestrutura do tend&o do calcaneo de ratos
induzidos quimicamente ao diabetes tipo 1, resultando em alteragbes nas
propriedades estruturais e biomecanicas como a area de secc¢éo transversa, forca

maxima, tensao maxima e modulo de elasticidade;
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5 OBJETIVO

5.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito do tratamento de Laserterapia de Baixa Intensidade sobre o
comportamento das propriedades biomecéanica, estrutural e histologica do tendao do

calcaneo de ratos induzidos ao diabetes experimental.

5.2 Objetivos especificos

e Realizar o estadiamento do tend&o do calcaneo de ratos induzidos ao diabetes
experimental através da determinacdo do surgimento das alteracfes
biomecénicas tendineas;

e Avaliar o efeito do tratamento com Laserterapia de Baixa Intensidade sobre a
forca maxima passiva, tensdo maxima, area de seccao transversa, modulo de
elasticidade e deformacéo especifica do tenddo do calcaneo de ratos induzidos
ao diabetes;

e Analisar a influéncia da Laserterapia sobre a organizacao tecidual tendinea,
densidade celular e presenca de vasos no tenddo do calcaneo de ratos

induzidos ao diabetes;
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Local do estudo

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Plasticidade Neuromuscular
(LAPLAN) do Departamento de Anatomia — Centro de Biociéncias da Universidade
Federal de Pernambuco — UFPE, onde acontecia 0 manejo dos animais.

Dois procedimentos do experimento foram realizados em parcerias com outros
laboratorios: 1) execucdo do ensaio biomecanico dos tenddes que foi realizado em
parceria com o Laboratério de Materiais Poliméricos e Caracterizacao (LMPC) do
Departamento de Engenharia Quimica da UFPE, e 2) realizacdo dos procedimentos
histol6gicos em parceria com o Nucleo de Estudos em Microscopia e Processamento
de Imagem — NEMPI da Universidade Federal do Ceara-UFC.

6.2 Animais experimentais
A amostra foi composta por 80 ratos da espécie Rattus Novergicus Albinus, da
linhagem Wistar, mantidos no Biotério de experimentacdo do Departamento de
Anatomia da UFPE, em gaiolas de prolipropileno de tamanho 41x34x16 cm em grupos
de trés animais e submetidos a ciclos claro/escuro invertido de 12 horas e temperatura

de 22 graus + 1 graus. Os ratos receberam dieta (Labina® - Purina) e agua ad libitum.

6.3 Organograma do estudo

A pesquisa foi estruturada em duas etapas consecutivas e independentes.

Na primeira etapa, 40 animais foram agrupados aleatoriamente em: Grupo
Controle (GC=20) e Grupo Diabético (GD=20). Aos 100 dias de vida os animais do
GD foram induzidos ao diabetes enquanto o GC foi submetido a um estresse
semelhante a inducdo. A partir da indugdo, cinco animais de cada grupo foram
escolhidos aleatoriamente e eutanasiados a cada semana de forma consecutiva e 0s
tendbes coletados e submetidos a avaliacdo biomecanica no intuito de determinar o
periodo médio da origem da fragilidade tendinea apresentada na tendinopatia
diabética (ETAPA 1) (Figura 4).
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40 ratos

12 ETAPA .
Wistar

= - Grupo Grupo
Indug:ao ao diabetes Controle Diabético
100 dias N=20 S
Data da Eutanasia 107 DIAS 107 DIAS
Namero de animais (n=5) (n=5)

114 DIAS 114 DIAS

(n=5) (n=5)

121 DIAS 121 DIAS
(n=5) (n=5)

128 DIAS 128 DIAS
(n=5) (n=5)

Figura 4. Organograma descrevendo a primeira etapa do projeto.

Na segunda etapa, 40 animais, 100 dias de vida, foram separados
aleatoriamente em quatro grupos: grupo controle sham, constituido por ratos sadios
(GcS=10); grupo diabético sham (GdS=10) constituido por ratos induzidos ao diabetes
mellitus experimental; Grupo Controle LASER (GcL=10), animais saudaveis
submetidos ao tratamento com LLLT a partir do periodo de surgimento da tendinopatia
determinada na etapa 1; e Grupo Diabético LASER (GdL= 10), constituido por animais
induzidos ao diabetes e submetidos ao LLLT a partir do periodo de surgimento da
tendinopatia determinada na etapa 1 (Figura 5).

Ao final da segunda etapa, os animais foram submetidos a avaliagédo
biomecanica do tenddo do calcaneo da pata posterior esquerda e a pata posterior
direita foi encaminhada para processamento histol6gico e submetida a avaliacdo
Histomorfométrica.
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Wistar

Grupo Controle
N=20

~ o GC GCL GD GDL

L EHERE] Laserterapia Terapia Sham

Figura 5. Organograma da segunda etapa do projeto. (GC —grupo controle com terapia sham;
GCL — grupo controle com aplicacdo de LASER; GD- Grupo diabético com terapia sham; GDL
— Grupo diabético com aplicacéo de LASER)

Grupo
Diabético

Grupos Experimentais

100 dias N=20

Periodo de Tratamento

12 Sessoes

6.4 Inducao do diabetes
Para a inducdo do diabetes foi utilizada uma solugdo de STREPTO (Sigma

ChemicalCo., USA) infundida por via intraperitoneal dos ratos (Figura 6).

Figura 6: Administracdo de STREPTO por via intraperitoneal (Fonte: arquivo pessoal do
autor).

Para o procedimento a STREPTO é devidamente pesada em uma Balanca de

precisdo (BS3000A) e diluida em uma solucdo tampao de Citrato de s6dio a 10 mM e
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pH 4,5, em dose Unica de 55mg/Kg de peso animal apoés jejum de 12 horas (BEZERRA
et al., 2016).

O grupo controle foi submetido ao mesmo procedimento (estresse da inducéo),
apenas com a solucao de tampao de citrato de sédio sem a STREPTO.

Ao final, 30 minutos apds a indugéo, todos os animais foram alimentados.

Os animais que obtiveram glicemia acima de 200mg/dl quarenta e oito horas
apos a inducdo foram considerados diabéticos (CARVALHO, CARVALHO,
FERREIRA, 2003).

6.5 Avaliagdo da glicemia

Durante o experimento foi realizada a afericdo dos niveis glicémicos dos
animais com o intuito de constatar o quadro de hiperglicemia caracteristico do
diabetes mellitus.

Na primeira etapa, as afericbes foram realizadas ap6s um jejum de 12 horas a
partir do 93° dia de vida dos animais (uma semana antes da inducdo), no dia da
inducao (100° dia), 48 horas ap0s a inducao e no 107°, 114°, 121° e 128° dia de vida
do animal.

Na segunda etapa, as afericbes foram realizadas no dia da inducéo, 48 horas
apos a inducéo, no 107°, 114°, 121° e 128° dia de vida do animal. Em seguida, os
animais comegavam o tratamento Sham ou com o LASER e apenas ao final do
experimento, no dia da eutandsia, foi realizado a ultima aferi¢éo glicémica.

Em todas as verificagbes foram utilizadas fitas reagentes (Accu-ChekActiv)
para dosagem da glicose sanguinea a partir de uma gota de sangue extraida da cauda

do animal (Bezerra et al. 2016)

6.6 Tratamento com LASER
Para a Laserterapia foi utilizado um aparelho Photon Laser Ill da marca DMC®,
com dose de 3J por ponto, aplicados em 12 sessdes pelo método do contato,
utilizando uma caneta com diodo de GaAs que opera na funcdo continua com
comprimento de onda de 808nm e poténcia de pico de 100W, no terco médio do
tendao do calcaneo de ratos (MARCOS et al., 2012)
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Neste procedimento, um pesquisador imobilizou o animal manualmente
engquanto um segundo pesquisador aplicou de maneira direta a 90° de inclinacdo a
terapia no tenddo do calcaneo direito e esquerdo das patas posteriores.

Na terapia Sham, os animais passaram pelo mesmo procedimento que o0s
animais submetidos a laserterapia, porém a caneta de aplicacdo do LASER né&o
estava conectada ao aparelho. Desta forma, ndo ocorreu transmisséo de energia, mas
o animal foi submetido ao mesmo estresse de aplicacdo e sonoro do equipamento.

Aposs o periodo de tratamento os animais foram eutanasiados e os tenddes

coletados e analisados.

6.7 Coleta do material e eutanasia

Todos os animais ao final do periodo de tratamento foram anestesiados com
uma dosagem de anestésicos Xilazina (Rompum® - Bayer) (10mg/Kg) e Cloridrato de
Ketamina (Ketalar®) (25mg/kg), 0,10 ml para cada 100g de peso. Em seguida foi
realizada a retirada dos tenddes calcaneos da pata esquerda e direita do animal. Apos
a retirada dos tenddes, o animal foi eutanasiado com uma superdose de anestésicos
(Xilazina e Ketamina). A analise do tenddo calcaneo esquerdo foi realizada de
imediato, para tanto a amostra anatdbmica foi umedecida com soro fisiolégico e
encaminhada ao Laboratério de Engenharia quimica em uma caixa térmica para
analise biomecanica.

O tendao calcaneo da pata direita foi dissecado e armazenado em formoldeido
a 10% para ser realizada a histologia.

6.8 Processamento histolégico

Foram selecionados aleatoriamente cinco animais de cada grupo experimental
da segunda etapa, dos quais o tenddo do calcaneo direito foi lavado com soro
fisiologico e fixado numa imerséo por 48 horas em uma solucao de formoldeido a 10%.
Em seguida, as amostras foram desidratadas e embebidas em parafina em forma de
cubos, para serem seccionadas longitudinalmente na espessura de 5um. ApoOs 0s
cortes, as amostras foram montadas em laminas e coradas com Hematoxilina/Eosina
(HE).
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6.9 Analise histomorfométrica

A Analise histomorfométrica do material foi realizada em cortes histol6gicos
longitudinais do tendao corados em HE. Para as analises foram capturadas, através
de fotografia, dez campos microscopicos por lamina utilizando uma objetiva de 40x de
aumento. Foi realizada a andlise quantitativa referente a densidade celular e
organizacdo do tecido (Figura 7). Além disto, foi realizada a analise qualitativa do
tecido quando a presenca de infiltrados inflamatérios, celularidade, presenca de vasos

e organizagdo da matriz tendinea.

Figura 7. Corte histolégico do tendao do calcaneo da pata direita de ratos saudaveis.
Tenoblastos imersos na matriz tendinea bem organizada (seta preta) e tendcitos

guiescentes (seta branca). (Fonte: Autor)

6.10 Ensaio biomecéanico

O tenddo do calcaneo da pata esquerda foi dissecado e acoplado em dois
conectores de metal (2,5 x 3,5 cm) um em cada extremidade. Em seguida foi utilizada
a formula da elipse para mensurar a area da seccao transversa do tendéo (SILVEIRA
e NERY, 1999). A amostra (conector + tendao) foi conectada em uma maquina de
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ensaio mecanico convencional EMIC (modelo DL 500, Brasil) através de garras auto
travantes, sendo em seguida aferido o0 comprimento da amostra para o ensaio (Figura
8).

As amostras tendineas foram tracionadas até o ponto de falha do corpo de
prova, em velocidade de 0,1 mm/s, com célula de carga de 5000 N. As variaveis
estudadas foram médulo eléstico (MPa), tensdo forca méxima (MPa), Deformacéo
Especifica Forca Maxima (mm), Forca maxima (N) e Area de seccdo transversa
(mm2).

Figura 8. Ensaio mecénico do tendao do calcaneo da pata esquerda. Acoplamento do tendéo
as garras de pressdo (A) e maquina de ensaio mecanico da marca EMICQ®) (B) (Fonte:
arquivo pessoal do autor).

6.11 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o software SPSS verséo 17.
Na primeira etapa, utilizou-se o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov nos
grupos experimentais, seguido pelo teste ANOVA one-way com post-hoc de
Bonferroni para a avaliacdo intra-grupos do estadiamento biomecéanico. Para a
avaliacao inter-grupos de cada etapa do estadiamento, os testes Student-t e Willcoxon
foram utilizados.

Durante a segunda etapa, os dados foram avaliados pelo teste de normalidade
de Kolmogorov-Smirnov. Os dados encontrados foram em seguida avalidados pelo

teste ANOVA-one way com o post-hoc de Bonferroni.
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A apresentacdo dos dados nas duas etapas foi de maneira descritiva e

inferencial, com nivel de significancia de 0,05.

6.12 Aspectos éticos

Foram respeitados os aspectos éticos referentes & pesquisa em animais de
laboratorio preconizados pelo Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL) e pelas Diretriz Brasileira para o Cuidado e a utilizacdo de
Animais para fins Cientificos e Didaticos (DBCA 2013) além de estar de acordo com
o Guide for the Careand Use of Laboratory Animals. Este estudo foi aprovado pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) protocolo n® 23076.021333/2013-17 (ANEXO A).
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ABSTRACT

Background: Diabetes mellitus can cause disturbances in the structure of tissues rich
in collagen, thereby promoting degeneration as in diabetic tendinopathy. However, the
period for the consolidation of these changes is unknown. Thus, this study aims to
evaluate the staging of diabetic tendinopathy in the calcaneal tendon of Wistar rats
experimentally induced to diabetes. Methods: 40 male-Wistar-rats, 100 days of age,
were divided into two groups: diabetic group (DG), animals induced to experimental
diabetes by a single dose of streptozotocin; and Control Group (CG), animals
subjected to stress induced by injection of citrate buffer. After that procedure, 5 animals
from each group (DG and GC) were killed every week by overdose of anesthetic for
four weeks, and the Achilles tendons were removed for biomechanical analysis of
traction. Results: In the DG analysis, changes were observed starting at the second
week with smaller values of the cross-sectional area (CSA) (p = 0.031), increased
values of the Maximum Stress in the third week (p = 0.031) and Elastic Modulus
increased in the fourth week (p = 0.031). Comparing the groups according to induction
time, the fourth week showed significant alterations to DG including smaller CSA (p
<0.001) and higher values for Maximum Stress (p <0.001), Energy/Area absorbed (p
= 0.021) and Elastic Modulus (p = 0.018). Conclusions: Biomechanical alterations
present in rats induced to experimental type 1 diabetes mellitus, without the use of
glycemic control, were observed in the DG after the second week of induction. But
when the DG was compared to the CG, these results became significant during the
fourth week, suggesting that this is the period for the consolidation of degenerative
changes in the tendon.

Keywords: animals, biomechanics, diabetes mellitus, tendons.
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BACKGROUND

The extracellular matrix (EM) of tendons, rich in collagen and proteoglycans,
has a great ability to adapt to different situations to which it is exposed, increasing or
not the rate of protein synthesis in this tissuel. These adjustments may either enhance
the biomechanical ability of the tendon, resulting in better transmission of force?, or
promote fragility when the tendon is subjected to disorders or conditions that affect the
macro- or micro-structural composition of the extracellular matrix.

Among the causes that can affect the EM, it has been demonstrated that
hyperglycemia promotes structural changes in collagen, causing a cascade of
reactions called non-enzymatic glycation, which result in structural and biomechanical
changes?.

A continuous hyperglycemic state can be triggered by endocrine and metabolic
changes resulting from the non-production of insulin or resistance to its production
(diabetic syndrome) 4, which can trigger musculoskeletal disorders in diabetic subjects
5 making it a strong risk factor for tendinopathy ©.

To analyze the myotendinous changes resulting from diabetes, studies using
experimental animals have been carried out through the use of substances that destroy
the beta cells of the pancreas 72 or by the use of genetically modified animal models
9. Among the available substances, streptozotocin is widely used for triggering a
clinically relevant diabetic state with a reduced mortality rate 1°. Streptozotocin inhibits
insulin secretion promoted by sensitivity to glucose ! and promotes the destruction of
pancreatic beta cells, creating a study model similar to type 1 diabetes mellitus.

Specifically in tendons, type 1 diabetes, without glycemic control, can result in
changes in the elastic modulus and deformation 7, increased collagen production 2,
and an increase in the end products of glycation that can promote microstructural
modifications of the tendon’s hierarchical structure '3, resulting in diabetic
tendinopathy.

Despite evidence of significant changes in tendon structure, the time after
induction (time-response) for the emergence of these structural and/or biomechanical

changes has not yet been investigated. Currently, research considering time-response
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show results which can vary from a few days after induction to more chronic situations
with eight weeks of diabetes.

Considering the presence of this time gap, the need to analyze tendons serially
at different times from induction to diabetes, and aiming to investigate changes in the
appearance of tendinopathy, we decided to evaluate the staging of diabetic
tendinopathy in the calcaneal tendon of Wistar rats induced experimentally to diabetes.

METHODS

Animals

Forty male Wistar Rats (Rattus Novergicus Albinus) from the vivarium of the
Department of Nutrition (Universidade Federal de Pernambuco), weighing 345.3 + 31
g and aged 100 days, were kept in polypropylene cages of size 41x34x16 cm (three
animals per cage), in an air-conditioned environment (22+1°C), with an inverted
light/dark light cycle of 12 h and free access to ration (Labina® - Purina) and water.

All the procedures of handling and care of the animals are according to
international standards and as required by the principles and recommendations of the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. This study was approved by the
Committee of Ethics in Animal Experimentation at the Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE - protocol # 23076.021333/2013-17.

Experimental Group and Diabetes Induction

Upon completing 100 days of life and after a fast of 14 h, the animals of DG
(n=20) were induced to experimental diabetes (type 1) through intraperitoneal injection
of streptozotocin (Sigma Chemical Co., USA), diluted in 10 mM sodium citrate buffer
at pH 4.5, using a single dose (55 mg/kg of animal weight). The animals of the CG
(n=20) received the same dose of only sodium citrate buffer solution to reproduce the
same stress of induction. Thirty minutes after the induction, all animals had free access
to ration and water .

All the animals who reached glycemic levels above 200 mg/dl were considered

diabetic 4.
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From induction, five animals from each group were selected randomly and
consecutively euthanized each week. The tendons collected underwent biomechanical

evaluation.

Glycemic Analysis

All animals were submitted to analysis of glycemic control during the experiment
through the extraction of a drop of blood from the animals' tails. The glycemic levels of
the animals was assessed on the day of induction, 48 hours after induction and weekly
until the day of tendon collection, after performing a fast of 12 hours. For the
measurement of glucose, an Accu-Chek Active brand monitoring kit and reagent strips

compatible with the machine were used.

Anesthesia and Collection of Tendons

For collection of the calcaneal tendon, the animals were anesthetized with a
xylazine (Rompum® - Bayer) (10mg/kg) and ketamine (Ketalar®) (25mg/kg) solution,
0.10 ml per 100g animal weight. Then, the left hind limb of the animal was removed
and dissected, allowing for the removal of the calcaneal tendon. The material was
moistened with physiological saline and sent under refrigeration to the Chemical
Engineering Laboratory — Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) for
mechanical assay. After removal of the tendon, the animal was euthanized by an

overdose of anesthetic (ketamine and xylazine anesthesia).

Biomechanical Test

To carry out the mechanical test, the tendon was attached to a mechanical
testing machine EMIC® (Model DL 500, Brazil) as shown in Bezerra et al (2013) °.

Tendinous samples were tractioned to the point of failure, at a speed of 0.1
mm/s and 500 N load cell. The load-deformation curve was obtained from the tests,
which made it possible to analyze the structural properties: maximum strength (N),
maximum load supported by the piece; maximum deformation (mm), maximum
deformation reached by testing, as well as parameters such as Cross-Sectional Area
(CSA) (mm?) and initial length of the tendon (mm). After normalizing strength by the
CSA and deformation by the initial length, the stress x strain curve was obtained, from
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which the following tendinous biomechanical characteristics were assessed: elastic
modulus (MPa), represented by the tangent of the angle formed by the more linear,
positive-sloping portion of the graph; tension at maximum strength (MPa), calculated
by the ratio of the maximum load supported by the anatomical specimen by its CSA,;
and specific deformation (%), represented by the ratio between the base length and
maximum deformation multiplied by 100.

Statistical Analysis

The statistical analysis of the results was carried out with the software SPSS,
version 17. The Shapiro-Wilk normality test was applied to the groups and one-way
ANOVA (intra-group), post-hoc Bonferroni, Student-t and Wilcoxon (inter-group) tests
were used to study the variables at each stage of diabetes. A 5% significance level

was employed.

RESULTS

Of the 40 animals that started the experiment, only 33 were included in the
analysis of research (Figure 1). Clinical data of each experimental group are shown in
Table 1.

In the intragroup evaluation, we observed that in DG the elastic modulus
demonstrated a statistically significant increase in value in the fourth week after
induction of diabetes (p = 0.031), and higher values for maximum stress in the third
week after induction and persisted at fourth week (p = 0.031; p = 0.007; respectively),
while the CSA showed decreases from the second week after induction, which also
persisted to the fourth week (p = 0.031; p = 0.01, respectively) (Table 2 and Figure 2).

Comparing the biomechanical properties between DG and CG, using the
induction time as baseline (Table 2), there was an increased value in the specific
deformation of the DG (45.54%, p = 0.042) and a 93% increase (p = 0.022) in energy
absorbed in DG two weeks after induction of diabetes. In the fourth week, the animals
of DG showed lower values of CSA (p <0.001), higher maximum stress (p <0.001),
higher energy/area absorbed (p = 0.021) and a higher elastic modulus (p = 0.018).
DISCUSSION
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Staging is a useful research method, which aims to assess sequential changes
caused by a specific disease in a specific tissue to identify the emergence of the
disturbance process and/or the stages of its evolution 6. To date, our study seems to
be the only one that has investigated the onset time of biomechanical changes, widely
described in the literature 78, observed in the calcaneal tendon of rats induced to
experimental diabetes.

The evaluation of the biomechanical properties of tendons through a mechanical
assay is useful because it explains in part the behavior of the tendon in the
development of tendinopathy through acute stretching. In this study, we aimed to
prospectively assess the impact of the diabetic syndrome on tendons experimentally
induced to diabetes, which revealed that diabetes without insulin control can promote
tendon changes from the second week after the induction process. However, when
comparing the diabetic group to a healthy control, the changes become more apparent
from the fourth week with lower values of the cross-sectional area (41.26%) and
greater values of maximum stress (107, 62%), energy/area (99.29%) and Elastic
Modulus (over 400% average) in the diabetic group.

In a characteristic stress x strain curve, the elastic modulus is represented by
the slope of the part of the curve showing the elastic phase of tendon stretching. This
numerical and mathematical representation has a basis in such biological complexity
that it has not been possible to elucidate precisely the origin of biomechanical changes.
However, it is known that diabetes can reduce the number of proteoglycans and
glycosaminoglycans in the structure of tendons!’ and increase the amount of non-
enzymatic glycation that results in an increase of side covalent linkage, changing the
viscoelasticity of the tendon 18.

Our research showed a progressive increase in the elastic modulus, becoming
significant after the fourth week of induction, corroborating previous findings of our
research group®. Some studies have demonstrated that diabetes causes changes in
the micro-structure of the collagenous tissue, increasing the number of cross-links
(fiber-to-fiber collagen interaction) resulting in increased tendon rigidity and making for
a more friable tendon 31°. However, different from our results, some studies have

shown a decrease in the elastic modulus when induced to diabetes by streptozotocin
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720 while another study showed no biomechanical change in chronic diabetes?!?.
Perhaps, these results could be explained through the different acquisition method of
biomechanical values (type of mechanical testing machine, the speed traction to
rupture, method for setting the tendon ends, etc.)?! or the kind of animal used (male
Sprague-Dawley, Wistar or Lewis rats).

Unlike the increasing elastic modulus, CSA showed a progressive reduction in
values during the development of diabetes. Among the diabetic animals, the CSA
decreased at the third week and remained low during the fourth. The weight loss of the
animals associated with nephrotoxicity caused by induction (due to the dose of
streptozotocin used)!® and the net loss from polyuria, can directly influence tendon
volume’. When compared to GC, the diabetic animals showed significant differences
at the fourth week.

Analyzing the tendon as a biological and non-linear material, the reduction of
CSA could influence the intrinsic stress to which the tendon is subjected when pulled
by external forces, since the maximum stress is directly influenced by the ratio between
the maximum strength and CSA?2. In our findings, the maximum strength showed no
changes during the study period, but the maximum stress did increase, becoming more
evident during the fourth week.

Similar to the increase in maximum stress, in the fourth week, the energy per
area showed increased values in the DG as compared to the CG. Theoretically,
increasing the energy absorption per area would make the tendon more efficient
because it would bear higher energy accumulation in a smaller CSA23. Nevertheless,
this increase in energy per area does not mean that energy will be fully transmitted to
the bone structure in a functional activity. In biomechanical assays, the energy is
measured indirectly from the area below the stress-strain curve, these data have been

influenced by the increased elastic modulus and maximum stress as mentioned above.
CONCLUSION
The staging of biomechanical behavior evaluated in the calcaneal tendon of rats

experimentally induced to type 1 diabetes mellitus, without glycemic control, revealed
early disturbance of biomechanical behavior in the second week post-induction,
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demonstrated by the increasing strain of the tendon and increased energy absorption,
furthermore these lesions became more aggravated around the fourth week, indicated
by the reduced cross-sectional area of the tendon, increased stress tendon, increased
elastic modulus and energy per area. This demonstrates that the tendon lesions

caused by diabetes mellitus arise early and develop over time.

REFERENCES
1. HEINEMEIER KM, KJAER M. In vivo investigation of tendon responses to

mechanical loading. J Musculoskelet Neuronal Interact 2011; 11:115-23.

2. BEZERRA MA, SANTOS DE LIRA KD, COUTINHO MPG et al. Biomechanical and
structural parameters of tendons in rats subjected to swimming exercise. Int J Sports
Med 2013; 34:1070-1073.

3. REDDY, G.K. Cross-linking in Collagen by Nonenzymatic Glycation Increases the
matrix stiffness in rabbit Achilles Tendon. Experimental Diabetes Research 2004;
5:143-53.

4. ADA — AMERICAN DIABETES ASSOCIATION. Classification and Diagnosis of
Diabetes. Diabetes Care 2016; 39 (supplement 1): s13-s22.

5. DE OLIVEIRA, RR; LEMOS, A; DE CASTRO SILVEIRA, PV; DA SILVA, RJ; DE
MORAES SR. Alterations of tendons in patients with diabetes mellitus: a systematic
review. Diabet Med. 2011; 28(8): 886-95.

6. RANGE, T.A.; WONG, A.M.Y.; COOK, J.L.; GAIDA, J.E. Is there an association
between tendinopathy and diabetes mellitus? A systematic review with meta-analysis.
Br J Sports Med, 2015; 50(16): 982-9.

7. OLIVEIRA, R.R.; LIRA, K.D.S.; SILVEIRA, P.V.C.; COUTINHO, M.P.G;
MEDEIROS, M.N.; TEIXEIRA, M.F.H.B.l.; MORAES, S.R.A. Mechanical Properties of


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Oliveira%20RR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21749441
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lemos%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21749441
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Castro%20Silveira%20PV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21749441
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Silva%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21749441
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Moraes%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21749441
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Moraes%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21749441
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21749441

52

Achilles Tendon in Rats Induced to Experimental Diabetes. Annals of Biomedical
Engineering 2011; 39(5):1528-34.

8. BEZERRA, MA; NERY, CS; SILVEIRA, PVC; MESQUITA, GN; FIGUEIREDO, TG;
TEIXEIRA, MFHBI; MORAES, SRA. Previous physical exercise slow down the
complications from experimental diabetes in the calcaneal tendon. Muscles, Ligaments
and Tendons Journal 2016; 6(1): 97-103.

9. CONNIZZO, BK; BHATT, PR; LIECHTY, KW; SOSLOWSKY, LJ. Diabetes Alters
Mechanical Properties and Collagen Fiber Re-Alignment in Multiple Mouse Tendons.
Annals of Biomedical Engineering 2014; 42(9): 1880-8.

10. GOYAL, SN; REDDY, NM; PATIL, KR; KARTIK, T; NAKHATE, KT; OJHA, S;
PATIL, CR; AGRAWAL, YO. Challenges and issues with streptozotocin-induced
diabetes — A clinically relevant animal model to understand the diabetes pathogenesis

and evaluate therapeutics. Chemico-Biological Interactions 2016; 244: 49-63.

11. LENZEN, S. The mechanisms of alloxan- and streptozotocin-induced diabetes.
Diabetologia 2008; 51: 216-26.

12. VOLPER, BD; HUYNH, RT; ARTHUR, KA; NOONE, J; GORDON, BD;
ZACHERLE, EW; MUNOZ, E; SORENSEN, MA; SVENSSON, RB; BRODERICK, TL;
MAGNUSSON, SP; HOWDEN, R; HALE, TM; CARROLL, CC. Influence of acute and
chronic streptozotocin-induced diabetes on the rat tendon extracellular matrix and
mechanical properties. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 2015; 309: R1135—-
R1143.

13. REDDY, G.K. Glucose-mediated in vitro glycation modulates biomechanical
integrity of soft tissues but not hard tissues. Journal of Orthopaedic Research 2003;
21: 738-43.



53

14. CARVALHO, E.N.; CARVALHO, N.A.S.; FERREIRA, L.M. Experimental model of
induction of diabetes mellitus in rats. Acta Cir Bras 2003; 18: 60-4.

15. BEZERRA, MA; SANTOS DE LIRA, KD; COUTINHO, MPG; MESQUITA, GN;
NOVAES, KA; SILVA, RTB; NASCIMENTO, AKB,; INACIO TEIXEIRA, MFHB,;
MORAES, SRA. Biomechanical and structural parameters of tendons in rats subjected
to swimming exercise. Int J Sports Med 2013; 34: 1070-1073.

16. INSEL, RA; DUNNE, JL; ATKINSON, MA; CHIANG, JL; DABELEA, D; PETER A.
GOTTLIEB, PA; GREENBAUM, CJ; HEROLD, KC; JEFFREY P. KRISCHER, JP;
LERNMARK, A; RATNER, RE; REWERS, MJ; SCHATZ, DA; SKYLER, JS;
SOSENKO, JM; ZIEGLER, AG. Staging Presymptomatic Type 1 Diabetes: A Scientific
Statement of JDRF, the Endocrine Society, and the American Diabetes Association.
Diabetes Care 2015; 38: 1964-1974.

17. BURNER, T.; GOHR, C.; MITTON-FITZGERALD, E.; ROSENTHAL, AK.
Hyperglycemia reduces proteoglycan levels in tendons. Connective Tissue Research
2012; 53(6): 535-41.

18. SNEDEKER, J.G; GAUTIERI, A. The role of collagen crosslinks in ageing and
diabetes - the good, the bad, and the ugly. Muscles, Ligaments and Tendons Journal
2014; 4(3): 303-308.

19. REDDY, G.K. Cross-linking in Collagen by Nonenzymatic Glycation Increases the
matrix stiffness in rabbit Achilles Tendon. Experimental Diabetes Research 2004; 5:
143-53.

20. FOX, A.J.S.; BEDI, A.; DENG, X.H.; YING, L.; HARRIS, P.E.; WARREN, R.F,;
RODEO, S.A. Diabetes Mellitus Alters the Mechanical Properties of the Native Tendon
in an Experimental Rat Model. J Orthop Res 2011; 29: 880-5.



54

21. BEZERRA, MA; LEMOS, A; LIRA, KDS; SILVEIRA, PVC; COUTINHO, MPG;
MORAES, SRA. Does aerobic exercise training promote changes in structural and
biomechanical properties of the tendons in experimental animals? a systematic review.
Biology of Sport 2012; 29: 249-54.

22. JUNG, H-J; FISHER, M.B.; WOO, S.L-Y. Role of biomechanics in the
understanding of normal, injured, and healing ligaments and tendons. Sports Medicine,
Arthroscopy, Rehabilitation, Therapy & Technology 2009; 1(9).

23. MULLER, S.S.; SILVARES, P.R.A.; PEREIRA, H.R.; SILVA, M.AM.;
SARDENBERG, T.; LEIVAS, T.P. Comparative analysis of the mechanical properties
of the patellar ligament and calcaneus tendon. Acta Ortop Bras 2004; 12(3): 134-40.



Male Wistar Rats {n=40)

Diab etes Groilp DG; n=20)
Control Groyp {CG; n=20)

r
DG — 107d (n=5), 114 d (n=5), 121d (n=5), 128d {n=5)
CG —107d {n=5), 114 d (n=5), 121d {n=5), 1284d {n=5)

] [ ALLOCATION | [ SAMPLE |

h 4

ﬁ Diabetes Induction Excluded for Induction
o _ * issues (n=1
v {n=39) {n=1)
-
LS
= ¥
= . .
g Biomechanical Test Excluded for
3 —»| biomechanical issues
o {n=33) {n=4)

Figure 1. Monitoring of experimental groups.
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Table 1. Clinical parameters of the experimental groups according to the time of induction of diabetes.

CONTROL GROUP 107 (n=5) 114 (n=4) 121 (n=4) 128 (n=5)
WEIGHT (grams) 350.4 + 30.89 316.5 * 33.75 373.5 + 13.98 405.2 + 56,94
GLYCEMIA (mg/dL) 90.4 * 4.61 73.5 + 9.46 81.75 + 5.18 79.2 + 4.76
DIABETIC GROUP 107 (n=5) 114 (n=4) 121 (n=4) 128 (n=3)
WEIGHT (grams) 304 + 21.11 297.5 * 26.5 262 + 14.87 245.33 + 49.97
GLYCEMIA (mg/dL) 377.6 + 34.37 471.25* 116.08 464.75 + 88.8  448.33 * 130.21

Mg/dL — milligram by deciliters



Table 2. Biomechanical and structural properties of the experimental groups according to the time of induction of diabetes.

CONTROL GROUP 107 (n=5) 114 (n=4) 121 (n=4) 128 (n=5)
CSA (mm?) 1.24 = 0.17 1.21 £ 0.18 0.98 * 0.08 1.26 = 0.04
Maximum Strength (N) 28.18 £ 4.94 30.82 £ 13.5 35.09 £ 10.6 32.51 £ 4.59
Maximum Stress (MPa) 22.85 * 4.79 24.54 * 7.03 36.56 + 14.43 25.7T+4.04
Strain (%) 53.65 * 19.38 53.68 t 5.81 53.16 £ 4.09 50.62 * 6.92
Energy / Area (N.mm/mm?) 33.73x7.76 44.6 * 15.63 64.10 * 35.62 43.97 * 11.17
Elastic Modulus (MPa) 53.22 * 40.37 75.26 * 20.17 109.46 t 45.34 105.2 * 41.91
DIABETIC GROUP 107 (n=5) 114 (n=4) 121 (n=4) 128 (n=3)
CSA (mm?) 1.47 * 0.46 0.96 * 0.1 0.86 * 0.11 0.76 1 0.11 &
Maximum Strength (N) 41.3 4.4 35.96 % 6.21 41.29 £ 4.33 40.82 £ 10.55
Maximum Stress (MPa) 29.4 + 8.2 37.87 £ 10.03 48.91 £ 10.38 53.0t5.98#
Strain (%) 77.04 t 14.67 78.13 +18.01 * 54.7T2 * 6.16 49.02 £ 14.88
Energy / Area (N.mm/mm?) 61.20 * 25.87 86.08 + 21.92 * 95.19 * 26,7 81.54 + 35.10”%
Elastic Modulus (MPa) 30.82 * 19.91 99.45 * 21.55 299.07 £ 166.44 515.53 + 294.26"%

58

CSA - Cross-Sectional Area; mm - millimeters; N- Newton; MPa- mega Pascal; % - percentage; * - p<0.05 (Diabetes Group — Control Group); # -

p<0.001 (Diabetes Group — Control Group)
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ABSTRACT

Aims: evaluate the effect of the lasertherapy in the alterations of the biomechanical
properties and microstructures of the diabetic calcaneal tendon. Methods: Forthy
wistar rats, 100 days, were randomly distributed in four experimental groups: Sham
Control Group (SCG), healthy animals submitted to lasertherapy sham; Sham Diabetic
Group (SDG), streptozotocin-induced diabetic rats submitted to lasertherapy sham;
Laser Control Group (GCL), healthy animals submitted to lasertherapy; and Laser
Diabetic Group (GDL), streptozotocin-induced diabetic rats submitted to lasertherapy.
After 4 weeks of induction, lasertherapy started with 3J dose in 12 consecutive
sessions. Then, the rats were anesthetized and the left hind paw tendon collected and
submitted to the traction biomechanical test and the right hind paw tendon forwarded
to the histomorphometric study. Results: the diabetic groups (SDG, p=0.001 and LDG,
p=0.021) presented lower values of tenoblast than LCG. The laser therapy associated
with Diabetes Mellitus presented a higher value in the tendinous viscoelasticity
compared to the control group without this characteristics (SCG= 60.53 + 28.66,
LDG=128.98 + 55.1, p=0.022). Conclusion: lasertherapy was not able to promote
biomechanical improvements in the calcaneal tendon of diabetic rats. However, the
association of Diabetes Mellitus and lasertherapy promoted an increase in the Elastic

Modulus of tendon.

Keywords: Low-level laser therapy, diabetes mellitus, Achilles Tendon, Rats
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INTRODUCTION

Over the years, Diabetes Mellitus patients have been showing an increase of
life expectancy, a phenomenon promoted by health treatments that directly affect the
longevity of the patients (Miller et al, 2012). However, the higher is the life expectancy
of the patients, the more complications on different body tissues appear due to the
chronic aspect of the disease, resulting on the occurrence of retinopathies (Yamagishi
& Matsui, 2011), nephropathies (Beisswenger et al, 2013), vascular diseases
(Yamagishi, 2011) and musculoskeletal injuries (Lui, 2017).

The hyperglycemia, a characteristic of the diabetic state, may be the reason of
the alteration on the tendon ultrastructure through the occurrence of non-enzymatic
glycation, causing a decrease of proteoglycans concentrations (Burner et al, 2012) and
reduction of the collagen fibers sliding (Li et al, 2013). These alterations can modify
the energy transduction inside the extracellular matrix of the tendon and, consequently,
cause an alteration on its biomechanical properties.

Recent studies demonstrated the existence of tendon fragility in animals
experimentally induced to Diabetes Mellitus (Fox et al, 2011; Oliveira et al., 2011,
Connizzo et al, 2014; Bezerra et al, 2016), when they confirmed the alterations on
elastic modulus, cross sectional area and maximum tension, that could make the
tendon become more friable, in other words, more prone to develop diabetic
tendinopathy.

Concerning tendinopathies, a treatment form widely studied and used on clinical
praxis is the LASER - “Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation”
(Haslerud et al, 2015; Doyle, Lauber & Sabine, 2016). The Laser therapy is considered
usable due to the good ratio of the wavelength emitted by the LASER (red and infrared)
and its reception by the body photosensitive receptors, making the management of
cellular and metabolic elements appropriately efficient to reach tendinous homeostasis
(Karu & Kolyarov, 2005). Recently, a systematic review of clinical studies reinforced
this theory, showing a strong evidence on the correlation of LASER utilization and
positive outcomes on tendinopathy treatments (Tumilty et al, 2010).

Studies using animals experimentally induced to diabetes and submitted to
chirurgical tendon injury, revealed improvements on the inflammatory process after 5

days of laser therapy and increase of genic expression of TGF-B1 (responsible for the
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beginning of the healing process) (Aliodoust et al, 2014). Moreover, enhancements of
the biomechanical behavior occurred with the increase of the force, traction and tensile
load of the tenotomized tendons (Nouruzian et al, 2013).

Nevertheless, the studies that demonstrated the use of laser therapy on injuries
followed by diabetes mellitus are still rare and mainly related to tendon ruptures,
existing no studies assessing the laser therapy on the treatment of tendinopathy
related exclusively to diabetes (Fox et al, 2011; Oliveira et al, 2011; Connizzo et al,
2014).

Therefore, this study aims to evaluate the regenerative potential of the laser
therapy in the alterations of the biomechanical properties and microstructures of the
calcaneal tendon of rats chemically induced to Type 1 diabetes, in order to delay the

degenerative processes or reestablish the capacities of a healthy tendon.

METHODS

Animals and Experimental Groups

During the research, 40 Rattus Novergicus Albinus of the Wistar lineage were
kept on prolipropilen cages, sizing 41x34x16 cm (four animals per cage) under
bioterium standard conditions (temperature 22°+1), maintained on a 12-hour dark and
light schedule and fed according to appetite (Labina® - Purina).

After 100 days of life, the animals were randomly distributed in four experimental
groups: Sham Control group (SCG=10), composed by animals without diabetes and
receiving laser therapy sham; Laser Control group (LCG=10), composed by animals
without diabetes and receiving laser therapy; Sham Diabetic group (SDG=10),
composed by diabetic animals and receiving laser therapy sham; Laser Diabetic group
(LDG=10), composed by diabetic animals receiving laser therapy.

All the animals included on the research received adequate management and
followed the rules of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animal, furthermore,
the research was approved by the Ethical Committee of Animal Experimentation
(CEEA) of the Federal University of Pernambuco (UFPE), protocol n°
23076.021333/2013-17.

Diabetes induction
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After a 12 hours fasting period, the animals of the diabetic groups (SDG and
LDG) were induced to experimental diabetes, analogous to diabetes type 1, through a
single intraperitoneal injection (55 mg/kg body weight) of Streptozotocin (Sigma
ChemicalCo., USA) dissolved in sodium citrate solution of 10mM and pH 4,5. The
control group animals (SCG and LCG) were submitted to the induction stress by a
single dose of sodium citrate solution without Streptozotocin. Thirty minutes after the
induction, all the animals had free access to food and water (Bezerra et al., 2016).

Rats with plasma glucose concentrations above 200 mg/dl after 48 hours of

induction were considered diabetic (Carvalho, Carvalho & Ferreira, 2003).

Lasertherapy

After the diabetes induction, the animals were kept for four weeks without any
therapeutic intervention aiming to wait the development of the diabetic tendinopathy.
This time frame was identified as the tendon weakening period, caused by the diabetes
chemical processes, recognized on a previous pilot study performed by our group.

Regarding to the laser therapy, a Photon Laser Ill equipment, brand DMC® was
used with a dose of 3J per point, during 12 consecutive sessions, via the contact
method, using a GaAs diode pen operating in the pulsed mode, with wavelength of 810
nm and peak power of 100W, over the calcaneal tendon of the rats.

In this procedure, one researcher manually immobilized the animal, while a
second researcher applied the laser with a 90° inclination, directly on the calcaneal
tendon from the right and left posterior paws.

On the Sham therapy, the animals did the same procedure described above,
but the LASER pen was not connected to the equipment. Therefore, the energy
transmission did not occur, but the animal felt the same stress of the laser application
and the noise emitted by the machine.

After the treatment period, the animals were anesthetized and had their

calcaneal tendons collected and analyzed.

Glycemic analysis
All the animals were submitted to glycemic control during the experiment
through blood extraction from the animal’s tail. The glycaemia was assessed on the
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induction day; 48 hours after the induction, in order to confirm the diabetes; weekly,
until the beginning of the laser therapy treatment and in the day of material extraction.
All glycemic analysis were performed after 12 hours fast. For the glycaemia
measurement, a monitoring kit from Accu-Chek® Active and Reagent Stripes

compatible with the device were used.

Anesthesia and material extraction

For the calcaneal tendon extraction, the animals were anaesthetized with Xilazin
(Rompum® - Bayer) (10mg/kg) and Ketamine hydrochloride (Ketalar®) (25mg/kg),
0,10 ml for each 100g of the animal’s weight. After, the left posterior paw of the rat was
detached for dissection and removal of the calcaneal tendon. The material was
humidified on saline solution and sent, under refrigeration, to the Chemical Engineering
Lab — UFPE in order to perform the mechanical test. Afterwards, the right posterior
paw of the rat was detached for dissection, removal and storage of the calcaneal
tendon, for a posterior histological analysis. After the tendon removal, the animal was

sacrificed by means of an overdose of anesthetics (Xilazin and Ketamin).

Histological processing

Five animals of each experimental group were randomly selected, and the right
calcaneal tendon was washed with saline solution and fixed by immersion for 48 hours
in a 10% solution of formaldehyde. After, the samples were dehydrated and embedded
in paraffin in the form of cubes, and then sectioned longitudinally in the thickness of
5um. After the cuts, the samples were prepared in slides, subsequently stained with
Hematoxylin/Eosin (HE) and finished with a glass slide and ethelan.

Regarding to the histomorphometric analysis, 10 microscopic fields per animal
were captured, through photography, using a binocular microscope - Leica - DM 2000
model, and a digital camera with a resolution of 1.4 Mb - Leica - Model DFC 295 with
lens of 40x magnification. Afterwards, a qualitative evaluation of the tendinous
structure (presence of inflammatory infiltrates, cellular homogeneity, presence of
vessels and organization of the tendinous matrix) was performed. Additionally, a
guantitative analysis corresponding to cellular density was performed by two blinded
researchers concerning to the therapy used and the presence of diabetes.
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The cells were classified according to their shape and staining in tenoblasts,

tenocytes and intermediate cells.

Biomechanical testing of the tendon

For the biomechanical testing, the tendon cross sectional area was measured
using the ellipse formula and then, it was connected to a testing machine EMIC®
(Model DL 500, Brasil) as showed on Bezerra et al (2013).

Once connected to the machine, the initial length of the tendon was measured
and subsequently the sample was pulled out until the point of failure of the specimen,
with velocity of 0.1 mm/s and load cell of 500 N. The tests provided the stress X strain
graphics, in which the following tendinous biomechanical characteristics were
evaluated: elastic modulus (MPa), represented by the tangent of the angle formed by
the most linear portion of the graph ascendant curve; tension on maximum force (MPa),
calculated by the quotient of the maximum load supported by the anatomical part and
the cross-sectional area; and the specific deformation (%), represented by the quotient

between the base length and the maximum deformation multiplied by 100.

Statistical analysis

The statistical analysis of the results was performed using the software SPSS®
version 17. The Kolmogorov-Smirnov normality test was applied in the groups and for
the variables assessment (biomechanical properties and Histological findings) the
ANOVA test was used, with post hoc de Bonferroni. A significance level of 5% was

considered.

RESULTS

40 animals started the research, but only 35 samples were collected in the end
for the biomechanical test (Figure 1). Two animals did not develop diabetes and one
animal died during the experiment due to the diabetes complications. During the
biomechanical tests, one sample was lost because of a tendon sliding between the
claws on the test machine and another sample was lost due to technical problems in
the machine.
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Histology

The calcaneal tendon presented similar characteristics among the experimental
groups regarding to the qualitative aspects analyzed. In general, the tendons showed
an organized shape, with homogeneous distribution of the tendinous cells. No sign of
inflammatory infiltrate was identified, but some vessels of small and medium caliber
were found surrounding the tendon.

Quantitatively, there was no difference in the total tendinous cellularity (total
number of counted cells), amount of tenocytes or intermediate cells between the
experimental groups (Table 1). However, a significant difference was found in the
values of tenoblasts. The diabetic groups (SDG, p = 0.001 and LDG, p = 0.021)

presented lower values than LCG (Figure 2).

Biomechanical test

The Table 1 shows the values of the biomechanical properties evaluated in the
experimental groups. The results showed no modification of tensile strength in the
experimental groups. Conversely, there was a decrease in the cross-sectional area of
tendons in the diabetes-induced groups (SDG, p = 0.001 and LDG, p = 0.001)
compared to SCG. Moreover, the maximum tension in SDG was higher than the SCG
(p =0.013) and LCG (p = 0.015) (Figure 3).

On the Elastic modulus evaluation, we found a smaller SCG value when
comparing to all the others. However, only LDG showed a significant statistical
difference for the increased value (SCG <LDG, p = 0.022) (Figure 3).

DISCUSSION

This study aimed to assess the laser therapy capacity on promoting alterations
of the biomechanical properties, structure and histology of the calcaneal tendon of
diabetes-induced animals, in an attempt to minimize or revert the alterations promoted
by the chronic hyperglycemia. For this purpose, an experimental Streptozotocin-
induced diabetes was performed, creating a trustable model of diabetes mellitus type

1, which demonstrated to be capable of generate the acute and chronic repercussions
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on the calcaneal tendons of small animals (Oliveira et al, 2011; Volper et al, 2015;
Bezerra et al, 2016).

Theoretically, the laser therapy can act by means of two mechanisms in the
tendon: the first is the tenoblast stimulation and collagen deposit, contributing for
improvements on the extracellular matrix; the second, is the attenuation of the
inflammatory process through the inhibition of the cyclooxygenase2 activity and,
subsequently, decreasing the concentration of E2 prostaglandins (Lopes-Martins,
2014).

In this study, no significant differences were observed in the total amount of cells
verified in the groups. However, the ratio of tenoblasts on the LCG had a higher value
when compared with the SDG. Possibly, the diabetes promoted a decrease of the
tenoblast activation rate while the laser therapy caused a greater activation of the
tenoblasts in the groups submitted to therapeutic intervention.

Conversely to our findings, that showed no difference on the amount of
tenocytes between the groups, some researchers found a difference between the
diabetic group and the healthy control group, as well as in the total amount of cells
(Oliveira et al, 2013). A fact that could explain this difference is the reduced time of
exposition to the diabetes (24 days), while in our study, the animals remained diabetic
for more days (40 days).

Nevertheless, two points deserve special attention, although they do not present
statistical difference. Firstly, the tenocytes ratio of the SDG is superior to the LCG
(p=0,059), which can be interpreted as an inversion of the proportion of tenocytes and
tenoblasts as a result of the laser therapy, once when we consider the tenoblasts, there
is a significant difference. Secondly, the increase of tenoblasts ratio on the LDG,
although it does not present a significant difference when compared to SDG, showing
that the LASER can influence the proportion of tendinous cells.

Regarding the structural properties, the diabetic groups presented smaller
values of cross-sectional area when compared to the control groups. These findings
corroborate with previous studies that found diminished tendon cross-sectional area of
diabetes-induced animals (Oliveira et al, 2011; Connizzo et al, 2014; Bezerra et al,
2016). It seems that even though there is an increase of tenoblast stimulation by the
laser therapy, and theoretically an increase of collagen deposition, the tendon does
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not modify its structure concerning the tendon diameter. This finding made us believe
that this alteration in the tendon is characteristic of the metabolic disturbance promoted
by the diabetes, of which the reestablishment probably can occur by the control of the
metabolic syndrome, instead of the exclusive treatment of the structure itself.

The resistance to the passive load of the tendon, entitled in this study as
maximum force, was not modified by the diabetes induction nor by the treatment of
laser therapy applied to the calcaneal tendon. Nevertheless, the maximum tension,
defined by the equation formed by the maximum force and the cross-sectional area
showed a higher value on the SDG, when compared to the SCG and LCG. In this case,
the decrease of the cross-sectional area directly influenced this parameter, making the
tendon more susceptible to elevated stresses with smaller passive forces, which may
cause ruptures if the load is increased.

Only one study evaluated the biomechanical properties of tendons of diabetic
rats submitted to laser therapy. However, the study (Nouruzian et al, 2013) used
tenotomy to characterize tendinopathy, which differs from our research, which waited
four weeks after induction for the onset of diabetic tendinopathy. In this study, the
author found higher values for both maximal tension and the maximum load supported
on diabetic tendons that underwent laser therapy after tenotomy.

The elastic modulus characterizes the viscoelastic properties of the tendon as
a biological material, whose the graphic representation is determined by the maximum
inclination found in the tension versus deformation curve, generated by the
biomechanical test (Jung, Fisher & Woo, 2009). In our study, all groups showed elastic
modulus values higher than the SCG. Conversely, only the LDG showed statistical
differences between the groups. Studies that assessed the elastic modulus on diabetic
animals are contradictory. Oliveira et al (2011) and Fox et al (2001) found a decreased
value of this parameter in sedentary diabetic animals, while other studies found
increased values (Reddy 2004; Bezerra et al, 2016).

The increase of elastic modulus can be explained by a series of associations
and secondary bonds that result in structural alterations on the collagen fibers when
exposed to glucose-rich environments (hyperglycemia), non-enzimatic glycation (Turk
et al, 1999; Reddy, 2004) or by the reduction of the proteoglycan levels and
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concomitant reduction of the tendon water absorption commonly found in diabetic
models, causing a “rigidity” in the tendon (Burner et al, 2012).

However, in our study, the application of laser therapy did not reduce this
viscoelasticity. The LASER increased the elastic modulus making the tendon

theoretically more rigid reflecting the significant difference found in the study.

CONCLUSION

In our study, the application of LASER (810nm) was not able to reestablish the
normal pattern found in nondiabetic animals. The biomechanical and structural
properties found in diabetic tendinopathy did not change, except for the elastic

modulus that increased with the application of laser therapy.
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Figure 1. Follow-up of the experimental process. (SCG- sham control group, LCG-

LASER Control Group, SDG- Sham Diabetic Group, LDG- LASER Diabetic Group)



Tablel. Metabolic State, Biomechanical and Histomorphometric Properties of the Calcaneal Tendon of Experimental Groups.

GROUPS
OUTCOMES Sham Control Group ~ Sham Diabetic Group LASER Control Group  LASER Diabetic Group
(Mean  SD) (Mean £ SD) (Mean £ SD) (Mean £ SD)
Metabolic State

Baseline Weight (g) 340 £ 41.06 311.2+27.35 349 +52.11 326.5+26.44
Euthanasia Weight (g) 396.6 £ 49.06 232.2 £56.22 396.6 £ 51.66 227 £51.29

Baseline Glycemia (mg/dL) 82.1+5.34 85.2+2.76 83.2+12.16 90.3 + 6.94
Euthanasia Glycemia (mg/dL) 77.319.6 432 +101.9 87.7+14.16 537.1 £ 68.16

Biomechanical Properties

Cross-Section Area (mm?) 0.939+0.138 0.642 + 0.062 0.940 +0.188 0.639+0.75

Maximum Load (N)
Maximum Stress (N/mm?)
Strain (%)

Elastic Modulus (Mpa)

Histomorphometry
Tenocytes
Tenoblasts

Intermediate cells
Cellularity

28.897 + 8.263
30.886 + 8.409
72.497 £18.331
60.535 + 28.663

135.7 +15.47
18.5+5.46
54.6 +10.72

208.8 £10.63

30.568 + 8.970
47.500 £ 13.280

63.678 + 9.406
119.167 £47.112

154.9 + 27.57
4.8+241
42.5+16.6

202.2 +14.85

29.067 +4.463

31.652 + 6.507
57.425 + 16.666
105.766 + 45.904

116.3+31.14
29.6 £9.95
63.4+6.03

209.3 £39.32

27.601 £5.423
44.272 +12.179
61.745 + 16.817
128.980 £55.1

117.6 £50.9
11.7+11.7
55+25.54

184.3 +34.95

g- gramas; mg — milligrams; dL — deciliters; mm- millimeter; N- Newton;

%- percentage; MPa- Mega Pascal
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Table2. Between-Group Diff.

OUTCOMES

Between-group diff

SCG-SDG

LCG-LDG

SCG-LCG

SDG - LDG

Biomechanical properties
CSA (mm?)

Maximum Load (N)
Maximum Stress (N/mm?)
Strain (%)

Elastic Modulus (MPa)

Histomorphometry
Tenocytes
Tenoblast
Intermediate Cells
Cellularity

0,29(p=.00; .12 to .47)*
-1,67 (p=.96; -10.8t0 7.4)
-16,6 (p=.011; -30.5 to -3.1)*
8,8 (p=.66; -12.0 to 29.7)
-58,6 (p=.053; -117.7 t0 .5)

-19,2 (p=1; -83.4 to 45.0)
13,7 (p=.11; -2.0 t0 29.4)
12,1 (p=1; -19.1 t0 43.3)

6,6 (p=1; -46.3 t0 59.5)

0,30(p=.00; .13 to .47)*
1,46 (p=.97; -7.4 10 10.4)
-55,4 (p=.63; -25.7 t0 .49)
-4,3 (p=.93; -24.7 to 16)
-23,2 (p=.69; -80.9 to 34.5)

-1,3 (p=1; -65.5 t0 62.9)
17,9 (p=.02; 2.17 to 33.6)*
8,4 (p=1; -22.8 t0 39.6)

25 (p=1; -27.9t0 77.9)

-0,001(p=1; -.16 to .16)
-0,17 (p=1; -8.8 t0 8.4)
-32,7 (p=.99; -13.4 to 11.9)
15 (p=.18; -4,6 t0 34.8)
-45,2 (p=.14; -101.1 to 10.6)

19,4 (p=1; -44.8 t0 83.6)
-11,1 (p=.29; -26.8 t0 4.6)
-8,8 (p=1; -40 t0 22.4)
-0,5 (p=1; -53.4 to 52.4)

0,003 (p=1; -.17 t0 .18)
2,96 (p=.82; -6.4 t0 12,3)
-71,6 (p=.92; -10.6 to 17.0)
1,9(p=.99; -19.5 to 23.4)
-9,8 (p=.97; -70.6 to 51)

37,3 (p=.6; -26.9 to 101.5)
-6,9 (p=1; -22.6 to 8.8)
-12,5 (p=1; -43.7 t0 18.7)
17,9 (p=1; -35 t0 70.8)

* significant diferences
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Figure 2. Proportion of tendinous cells evaluated in the experimental groups. (One-way Anova test, Post hoc Bonferroni, p <0.05; mm

— millimeter; MPa — Mega Pascal; SCG — sham control group; SDG — sham diabetic group; LCG — LASER control group; LDG —

LASER diabetic group.
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Figure 3. Structural and biomechanical properties of the experimental groups evaluated. (One-way Anova test, Post hoc Bonferroni,
p <0.05; mm — millimeter; MPa — Mega Pascal; SCG — sham control group; SDG — sham diabetic group; LCG — LASER control group;
LDG — LASER diabetic group)
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O diabetes tipo I, quimicamente induzido e ndo controlado, promoveu
alteracOes precoce no comportatamento biomecénico e estrutural do tendéo
calcaneo de modelos experimentais. A partir da segunda semana pés indugéo
ja foi possivel identificar alteracbes na tensdo maxima que posteriormente, na
guarta semana, foram agravadas pela reducédo da area de seccao transversa
tendinea e aumento do médulo de elasticidade. O aumento da tensdo no
tenddo com a imposicdo de cargas de menor intensidade associadas ao
aumento do modulo de elasticidade e reducédo da area de secédo transversa,
podem desencadear, no diabético, uma ruptura tendinea precoce.

Quanto ao tratamento com Laserterapia sobre o comportamento biomecéanico
e estrutural do tenddo de modelos experimentais diabéticos, parece que a
terapéutica utilizada (12 sessdes consecutivas de 3J de densidade de energia,
continuo, com caneta de 808 nm) néo foi capaz de restaurar ou normalizar os
parametros alterados do tend&o. Além disso, em relacdo ao médulo de
elasticidade, a associacao do diabetes com a laserterapia, em nosso estudo,
promoveu um aumento significante quando comparado ao animal controle sem
diabetes experimental e com terapia sham.

Em relacéo a influéncia da Laserterapia na microestrutura tendinea interferindo
na densidade celular e organizacdo da matriz extracelular, ndo observamos
modificacdes na organizacdo da matriz extracelular do modelo experimental
diabético em nosso estudo. Logo a Laserterapia hdo promoveria modificacdes
significativas. Contudo, no ambito da densidade celular, os animais controles
que foram submetidos a Laserterapia apresentaram diferenca significativa
guanto a proporc¢éo de tenoblastos presentes nos campos analisados quando
comparados ao grupo diabético sham. Tanto o diabetes pode ter contribuido
para a reducdo do namero de tenoblastos quando a Laserterapia auxiliado na
taxa de sintese de tenoblastos para que esse resultado tenha acontecido.
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8.1 Limita¢des do estudo

A utilizagdo de modelos experimentais de diabetes mellitus, sem o controle ou
padronizacao da glicemia, podem ficar sujeitos a dois problemas que podem limitar a
amostra da pesquisa: 1) o animal ndo se tornar diabético com a dose determinada no
protocolo utilizado ou, 2) o animal ndo suportar o desequilibrio metabdlico gerado pela
inducao experimental que mimetiza a sindrome diabética do tipo 2. Perdemos alguns
animais durante o experimento em decorréncia destes fatores que poderiam propiciar
uma estatistica mais limpa nos artigos apresentados.

Além disso, problemas técnicos com filtro de birrefringéncia do microscépio no
final do perido do doutorado impediu a analise da quantidade de colageno nos tenddes
submetidos ao tratamento com laserterapia e que poderia elucidar, de maneira mais

precisa, a organizacdo da matriz extracelular tendinea.
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