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RESUMO

Introducdo: A fotobiomodulacdo (FBM) vem sendo amplamente descrita na literatura com
excelentes resultados que envolvem resolucdo de processos inflamatdrios, alivios algicos e
reparos teciduais. Por possuir atuagdo nos sistemas bioldgicos de maneira atérmica, indolor e
de baixo custo tem sido alvo de diversas pesquisas experimentais e clinicas, visando um maior
esclarecimento de seus efeitos e um aumento de sua aplicabilidade clinica. Entretanto, pouco
se conhece sobre possiveis efeitos adversos e respostas celulares indesejadas. Assim como 0s
medicamentos possuem descri¢cdes de seus efeitos adversos, torna-se importante também o
conhecimento desses possiveis efeitos na fototerapia. Objetivo: O presente trabalho teve
como objetivo avaliar os niveis de mMRNA de metaloproteinases-2, -9 e -13, bem como seu
regulador (TIM-2) e expressdo das proteinas MMP-13 e TIMP-2 em tecidos saudaveis
presentes na articulacdo talocrural de camundongos apds FBM. Métodos: Os animais foram
distribuidos em 3 grupos (n=6): controle, 3J/cm-2e 30J/cm-2. Os pardmetros do laser de baixa
poténcia foram: 830 nm, 10 mW, 0,05 de &rea irradiada, doses de 3J/cm-2 e 30J/cm-2, tempo
de irradiacdo de 15 e 150 segundos, respectivamente e emissao da luz em modo continuo. As
articulacdes foram irradiadas por 4 dias consecutivos, uma vez ao dia. Apés a eutanasia, as
articulagdes foram encaminhadas para dosagem dos niveis de mMRNA de metaloproteinases
(MMP-2, MMP-9, MMP-13) e seu regulador (TIMP-2), através de real time PCR e para
imunocitoquimica de MMP-13 e TIMP-2. Resultados: Um aumento nos niveis relativos de
mRNA para MMP-2 (p<0,05) foi observado no grupo 30Jcm™, enquanto que niveis relativos
de mRNA para MMP-9, MMP-13 e TIMP-2 ndo apresentaram diferencas em nenhum grupo
(p>0,05). Com relacdo a expressao proteica, a MMP-13 apresentou marcagdo positiva e
apenas nos condrocitos nas cartilagens articulares, embora sem diferenca estatistica (p>0,05).
Ja TIMP-2 ndo obteve marcagdo positiva em nenhum dos tecidos avaliados. Conclusédo: Com
IS0, nossos resultados indicam que a PBM foi capaz de regular os niveis relativos de mRNA
para MMP-2, mas néo regular a expressdo proteica de MMP-13 e TIMP-2 e essa regulacdo foi

diretamente dependente da dose testada.

Palavras chaves: Fotobiomodulacdo, Laser de baixa poténcia, Matriz extracelular,
Metaloproteinases, TIMP.



ABSTRACT

Introduction: Photobiomodulation (PBM) has been widely described in the literature with
excellent results involving resolution of inflammatory processes, pain relief and tissue repair.
PBM has been applied in several experimental and clinical researches due to low cost,
athermic effect and painless. However, it is not known about possible side-effects and
unwanted cellular responses. Since anti-inflammatory drugs have elucidations about their
side-effects, it is also important to know about these possible side-effects in phototherapy.
Objective: The aim of this study was to evaluate the metalloproteinase-2, -9 and -13 mMRNA
relative levels as well as its regulator (TIM-2) and protein expressions of MMP-13 and TIMP-
2 in healthy tissues present in mice talocrural joint after PBM. Methods: Animals were
divided into 3 groups (n = 6): control, 3Jcm™2 e 30Jcm™. Low —level laser parameters were:
830 nm, 10 mW, 0.05 irradiated area, doses of 3Jcm? and 30Jcm, 15 and 150 seconds of
irradiation, respectively, and continuous mode. The joints were irradiated for 4 consecutive
days once a day. After euthanasia, the left joints were dissected and RNA extracted to
quantify metalloproteinases mRNA levels (MMP-2, MMP-9, MMP-13) and its regulator
(TIMP-2) by real time PCR. Right joints were dissected to immunocytochemestry analysis for
MMP-13 and TIMP-2. Results: An increase in MMP-2 mRNA relative levels was observed
at 30Jcm group (p <0.05), while MMP-9, MMP-13 and TIMP-2 mRNA relative levels were
not demonstrate statistical differences for any group (p> 0.05). Regarding protein expressions,
MMP-13 demonstrated positive labeled cells, but only in chondrocytes from articular
cartilages, although the cell quantification has not demonstrated statistical differences when
compared with control group (p> 0.05). TIMP-2 did not present positive labeled cells for any
tissues evaluated. Conclusion: Our results indicate that PBM was able to regulate mRNA
levels for MMP-2, but it was not able to regulate MMP-13 and TIMP-2 proteins and this

regulation was dose-dependent.

Keywords: Photobiomodulation, low-level laser therapy, extracellular  matrix,
metalloproteinases, TIMP.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 LASER

O LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) é uma forma de
energia eletromagnética, com comprimento de onda e frequéncia que estdo dentro do espectro
eletromagnético de luz visivel e infravermelha (GROSS et al., 2013). Sua energia luminosa é
transmitida atraves dos fétons que contém uma quantidade de energia definida e que é
dependente do seu comprimento de onda (PREVENTICE, 2014; SERGIO et al., 2017).

As principais caracteristicas do laser sdo: monocromaticidade, coeréncia e
colimacao/direcionalidade. A monocromaticidade € caracterizada pela emisséo de fétons com
mesmo comprimento de onda, ou seja, fotons estimulam fotons da mesma frequéncia ou do
mesmo comprimento de onda. Isso € o que diferencia as radiagdes emitidas por lasers das
radiacGes emitidas por ldampadas incandescentes, que sdo constituidas por radiacfes de varios
comprimentos de onda. A coeréncia se manifesta simultaneamente pela monocromaticidade
(coeréncia espacial) ou pela frente de onda unifasica (temporal). A radiacdo é coerente se as
diversas porgdes sucessivas no tempo da mesma onda oscilam para cima e para baixo ao
mesmo tempo. Ja a colimacdo consiste das ondas que caminham na mesma direcdo, havendo
0 minimo de espalhamento ou pouca divergéncia (BAGNATO, 2008; GARCEZ et al., 2012).

A intensidade é outra caracteristica da radiacdo laser em que atomos ou moléculas
emitem radiacdo de forma controlada, contribuindo para que a energia da radiacdo esteja, num
certo intervalo de tempo, em uma area muito pequena. A poténcia do feixe dos lasers pode
variar de baixa a alta poténcia, o qual pode atingir a ordem de terawatts (1012w). No laser de
baixa poténcia (LBP), é possivel ter diferentes poténcias de saida do equipamento, sendo a
variacdo entre 10mW a 100mW a mais utilizada nas praticas clinicas (BAGNATO, 2008;
GARCEZ et al., 2012).

O laser pode se comportar de formas distintas em funcdo do tempo. Nos equipamentos
de emissdo continua, sua emissdo de poténcia de saida é constante durante todo o tempo; ja no
modo pulsado, a poténcia de saida é oscilante, variando entre um valor maximo (poténcia
pico) e zero, durante um determinado periodo de tempo e que € denominado largura temporal
(GARCEZ et al., 2012).

Devido aos seus excelentes resultados, o LBP tem sido amplamente utilizado em
diferentes praticas clinicas, como em: processos inflamatérios (DOS ANJOS et al., 2017;
CINAR et al., 2017), na reducdo de edema e dor (SMOOQT et al., 2015), de distarbios
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articulares agudos e cronicos (GOPAL et al.,2016), cicatrizacéo de feridas (RUH et al., 2018),
reparos teciduais (ALVES et al., 2014), aceleracdo na regeneracéo de fraturas (WANG et al.,
2019), lesdes musculoesqueléticas (AWATIDEBE et al., 2015) e regeneracdo nervosa
(SANDERSON et al., 2018), entre outros. Adicionalmente, esse tipo de terapia também é
utilizado na odontologia, em tratamentos de lesGes bucais (SINDICI et al.,2017), analgesia
(NABI et al., 2018) e controle microbiano (OZBERK et al.,2018).

1.1.2 Efeitos Biologicos

Quando um tecido € irradiado, essa luz pode ser refletida, absorvida, espalhada ou

transmitida pelas células e moléculas presentes nesses locais (figural).

Reflexdo

Figura 1. Esquema ilustrando a interacdo da luz com tecido biolégico, demonstrando os
efeitos de reflexdo, absorcéo, espalhamento e transmissao da luz (GARCEZ, 2012).

Um laser é considerado de baixa poténcia ou terapéutico quando 0 mesmo possui
pouco ou nenhum efeito térmico, agindo atraves de efeitos fotoquimicos e fotomecanicos
(CHU et al., 2017) e ndo gera nenhuma alteracao tecidual visivel (CARUSO et al., 2011).

Os efeitos fotobioldgicos podem ser divididos em: curto prazo, que representa o efeito
observado em poucos segundos ou minutos apoés a irradia¢do e longo prazo, no qual ocorrem
horas ou dias apos a irradiagéo, envolvendo usualmente, biossintese de componentes celulares
(ANDRADE, 2014). Segundo Freitas e Hamblin (2016) e Hamblin (2018), para que os efeitos

fotobiologicos ocorram, sdo necessarias doses corretas do laser para que sejam alcancados 0s
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efeitos moleculares e celulares desejados. Esse efeito é conhecido como curva dose-resposta
bifasica, no qual doses muito baixas ou muito altas podem levar a nenhum efeito significativo,
ou as vezes, a efeitos inibitorios e/ou indesejados. Com isso, fazem-se necessarios estudos
mais detalhados sobre os efeitos das doses terapéuticas do LBP, com a finalidade de entender
0 comportamento das diferentes células e tecidos da area irradiada.

A capacidade celular para interagir com certos tipos de luz de acordo com seu
comprimento de onda, densidade de energia e poténcia é conhecida como fotobiomodulagéo
(FBM) (BARBOSA et al., 2017). Para isso, os fotons da luz visivel de baixa poténcia devem
ser absorvidos por elétrons pertencentes a alguma molécula localizada na célula e, desta
forma, agir como um cromodforo ou fotorreceptor (GARCEZ et al., 2012). Karu (2008)
descreve que esses fotorreceptores se encontram nas mitocdndrias, considerando o citocromo
C-oxidase o fotorreceptor mais conhecido, este uma enzima terminal da cadeia respiratoria
responsavel por mediar a transferéncia de elétrons do citocromo C para o oxigénio molecular
(KARU, 2010). A hipdtese mais aceita nos dias atuais é que o laser intensifica o estagio de
transferéncias de elétrons na cadeia respiratoria, levando ao inicio de uma cascata de
sinalizacdo (KARU, 2010).

Essa cascata, conhecida como via de sinalizacdo retrograda, é constituida por vias de
sinalizagBes intracelulares entre as mitocondrias e o ndcleo, que influenciam atividades
celulares sob condi¢cBes normais ou patoldgicas. Nesse processo, a mitocéndria envia
informacBes ao ndcleo sobre modificacGes no seu estado funcional através de alteracbes na
sua permeabilidade da membrana, aumentando a liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e a concentracdo de Ca*?, além de modificagdes em seu pH. Essas alteragdes levam a
um aumento no consumo de oxigénio, maior sintese de trifosfato de adenosina (ATP) e
modificacdes nos precursores de DNA e RNA mitocondrial (KARU, 2008), estimulando e
aumentando processos celulares, como motilidade, proliferacdo e deposi¢cbes na matriz
extracelular (MEC) (AYUK; ABRHAMASE; HOURELD, 2016). Além disso, ha também
uma comunicagdo entre as mitocondrias e o ndcleo, impulsiona pela mudancga na estrutura
mitocondrial (FREITAS; HAMBLIN, 2016; KARU, 2008). Este processo torna possivel
aplicar uma baixa dose de energia para produzir efeitos clinicamente significativos nos
tecidos. Em suma, a absorcdo da radiacdo laser, dependendo do comprimento de onda,
provoca reagdes primarias nas mitocondrias, seguidas por uma cascata de reacdes (transducéo
de foto-sinal e amplificacdo) que ocorrem no citoplasma, membrana e ndcleo (CHAVES et
al., 2014).
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A terapia com laser de baixa poténcia altera o potencial redox total das células,
aumentando o potencial oxidante, a geracdo de EROs e a atividade redox celular. Os EROs
sdo considerados os segundos mensageiros, com funcdo importante ao regular vias de
sinalizacdo celular que controlam a expressdo génica (KARU, 2008). A modulagéo do estado
redox celular pode ativar ou inibir as vias de sinalizacdo. Mudangas no estado redox ativam a
sintese de acido nucléico, sintese proteica, ativacdo enzimatica e progressdo do ciclo celular
(FARIVAR et al.,, 2014; MIGLIARIO et al.,, 2014). Essas mudancas bioguimicas e
moleculares causam efeitos macroscopicos, como proliferacdo celular e cicatrizacao de lesdes
(GAO; XING, 2009). Sob exposicdo ao estresse oxidativo excessivo ou prolongado, o
aumento das EROs pode atingir um limiar que desencadeia abertura do canal mitocondrial, o
que pode levar a um colapso simultdneo da membrana e uma elevacdo na concentracao das
espécies reativas, que ativam mitocéndrias vizinhas desencadeando uma retroalimentacédo
prejudicial proporcionando um aumento no risco de dano celular (HAMBLIM, 2018). Em
estudo experimental com bactérias, Fonseca e colaboradores (2010) observaram que a FBM
ndo foi letal a célula, porém promoveu alteracdes sub-letais no DNA, o que poderia
posteriormente conduzir a célula a morte. Isso evidéncia, mais uma vez, a importancia de se

conhecer a dosagem correta de aplicacdo e suas consequéncias a nivel molecular e celular.

1.2 SISTEMA MUSCULO-ESQUELETICO

O sistema musculoesquelético é formado pela juncdo do tecido muscular estriado
esquelético aos 0ssos que constituem o esqueleto, juntamente com os tend@es, ligamentos e
articulagcdes (ARESTRUP, 2015). As fibras musculares esqueléticas sdo formadas através da
fusdo dos mioblastos, produzindo células multinucleadas. As propor¢des do tipo de fibra
muscular sdo responsaveis pela variedade de propriedades do musculo esquelético, dentre
contracgdes lentas e rapidas, atividade metabdlica (glicolitica, oxidativa, resisténcia a fadiga) e
sensorial (MIZUNOYA et al., 2015).

Sao descritos trés tipos de articulagdes: as fibrosas, as cartilagineas e as sinoviais. Nas
articulaces fibrosas, os o0ssos adjacentes sdo unidos por uma massa solida de tecido
conjuntivo denso ndo modelado, sendo divididas em trés tipos: suturas, sindesmoses e
membranas interdsseas. Nas articulagdes cartilagineas, existe um tecido conjuntivo solido que
permite pouco ou nenhum movimento e 0s 0ss0s sdo conectados firmemente por cartilagem
hialina ou fibrocartilagem (TORTORA; NIELSEN, 2012). Ja a articulag&o sinovial (figura 2)

diferencia-se das demais articulagdes pela presenca de uma cavidade articular sendo formada
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por tecidos envoltos em uma bainha (denominada capsula), de maneira geral sdo constituidas
por 2 camadas: fibrosa (camada externa), formada de tecido conjuntivo denso e, camada ou
membrana sinovial (camada interna) composta por fibroblastos e macréfagos (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2015). Sua composi¢cdo consiste de cartilagem articular, ossos, ligamentos,
sindvia e capsula fibrosa (ARCHER; DOWTHWAITE; FRANCIS-WEST, 2003).

—A — Osso da
5 articulagio
——— Paridstec
= ;7_ Cavidade
= 1 ,~ articular

Osso da
articulagso

~_

artilagem
articular

v )
Cartilagem S8
articular \v

Osso da

» ; articulacao

Figura 2. Imagem ilustrativa demonstrando uma articulagdo sinovial, destacando seus
componentes teciduais (TORTORA; NIELSEN, 2012).

Osso da
anticulacdo

\Ndn.‘:e arbcuiar

{o) Cone
(a) Corte frontal T

O pé ¢ constituido de diversas articulacfes sinoviais, a articulacdo proximal do pé é a
articulacdo talocrural (figura 3) ou articulagdo do tornozelo, formada pelos ossos da tibia,
fibula e talus, uma articulacdo muito encaixada que tem limitagcGes importantes, visto que em
situacOes de apoio monopodal suporta todo peso do corpo, naturalmente estavel, porém torna-
se instavel se qualquer estrutura em torno da articulacdo vier a sofrer lesdo, condiciona os
movimentos da perna em relacéo ao pé no plano sagital, sendo indispensavel para a marcha. A
cama profunda da fascia articular liga-se ao tendao de Aquiles, promovendo flexdo plantar ao
ser tracionada para tras e flexdo dorsal para frente, tal ativacdo so fica completa mediante a
movimentacdo articular adequada, no plano transversal promove movimentos de adugéo e
abducéo do pé, além de executar também pronacdo e supinacdo (BELEZAK et al., 2007;
HAMIL, 2016; KAPANGI). Inflamacdo sinovial nas articulagdes do peé e tornozelo gera
enfraquecimento da capsula sinovial e destruicdo da cartilagem articular (JAAKKNOLA,;
MANN, 2004; NAKAMURA et al., 2016).
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Figura 3. Desenho esquematico adaptado da anatomia Ossea e articular do pé e tornozelo
humano (A) e da pata de rato (B). A - HELLIWELL et al. 2011; B-
http://www.informatics.jax.org/cookbook/imageindex.shtml

A cartilagem articular € formada por células longas e achatadas, as quais sao mantidas
unidas por uma matriz rica em colageno tipo Il, gerando suporte mecanico a articulacdo
(DECKER et al., 2014). J& os tenddes, ligamentos e capsulas sdo constituidos por tecido
conjuntivo. Essas estruturas possuem a capacidade de reparo e respondem ao exercicio ou
imobilizacdo, 0 que sugere que suas células sejam capazes de detectar mudancas na carga
mecanica e coordenar respostas para alternar a composi¢do da matriz extracelular (MEC)
(BENJAMIN; RALPHS, 1998; LEUNG et al., 2015).

O tecido conjuntivo é um dos mais abundantes e distribuidos no corpo. De origem
mesenguimal, possui a fungdo de preenchimento de espacos e sustentacdo aos demais tecidos
e Orgdos, devido ao conjunto de moléculas (matriz extracelular) que se conectam,
promovendo assim, o suporte corporal. Adicionalmente, apresentam funcdes distintas como:
nutricdo, inervacdo e drenagem linfatica; em musculos e nervos auxilia na organizacdo
estrutural. Participa ainda da defesa imunoldgica (¢ um meio comum para o desenvolvimento
de reagdes imunologicas), além do processo de cicatrizagdo pos-lesdes (ARESTRUP, 2015).

O principal constituinte do tecido conjuntivo ¢ a MEC, formada por distintas
combinagbes de proteinas fibrosas (predominantemente compostas por colagenos) com
substancia fundamental. E através da matriz que existe a troca de nutrientes e catabélitos entre
as células e o suprimento sanguineo. Além de sua funcdo estrutural, desempenha importante
papel em processos bioldgicos como permitir o controle da proliferacdo e diferenciacéo
celular JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2015).


http://www.informatics.jax.org/cookbook/imageindex.shtml
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1.2.1 Matrix extracelular

A MEC é uma estrutura dinamica presente em todos os tecidos e encontra-se
continuamente em processo de remodelacdo controlada (BONNANS et al., 2014). Suas
proteinas e estruturas desempenham papéis vitais na diferenciacdo, proliferacéo,
sobrevivéncia e migracdo celular (HYNES, 2009). Qualquer defeito estrutural e/ou alteracdo
metabolica na matriz pode causar danos celulares e teciduais, levando ao desenvolvimento ou
progressdo de doencas. E composta por componentes fibrilares (colageno e fibras elasticas),
ndo fibrilares (proteoglicanos e glicoproteinas) e microfibrila (CARVALHO; RECCO-
PIMENTEL, 2013) de tecidos conjuntivos composta de fibras coladgenas e elasticas e pela
substancia fundamental (JARVELAINEN et al., 2009)

O colageno, proteina mais abundante nos mamiferos, tem a funcdo de fornecer
resisténcia estrutural e contribui para as propriedades mecanicas, organizacdo e forma dos
tecidos, formados por fibras fortes e resistentes a tracdo. Interagem com diversos receptores
celulares, regulando a proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celular (BLUM, 2012). A
sintese do colageno ocorre nos ribossomos associados ao reticulo endoplasmatico, alteracGes
nesse processo podem desencadear processos patoldgicos diversos, nos vasos, pele,
cartilagem, dentina (CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2013). Ja as fibras elasticas, se
ramificam e se unem para formar uma rede fibrosa no interior do tecido, compostas por
elastina e glicoproteinas micro fibrilares, presente nos tecidos que necessitam de tensdo e
elasticidade. Sua organizacdo espacial na matriz extracelular é altamente variavel entre os
diferentes tecidos. (TORTORA; NIELSEN, 2013; LANNOY et al., 2014).

A substancia fundamental é constituida por diversos componentes glicoproteicos,
acucares e agua. Como funcdo, ela sustenta as células mantendo-as unidas, armazenando agua
e permitindo troca de substancias entre células e sangue (HIB, 2003; TORTORA; NIELSEN,
2013). Os proteoglicanos sdo glicoproteinas extracelulares que interagem com as fibras
colagenas em diferentes matrizes e conferem propriedades adicionais de preenchimento de
espaco vazio e lubrificagdo, devido sua grande afinidade pelas moléculas de &gua. As
glicoproteinas presentes nas matrizes permitem interacdes, facilitando a organizacdo da MEC
e permitindo a sinalizacdo em células (HYNES, 2012). Ja as glicosaminoglicanas (GAG) séo
um tipo especial de polissacarideos que ficam associadas aos proteoglicanos (TORTORA,;
NIELSEN, 2013).

O processo de remodelacdo da MEC é continuo e controlado, sendo mediado por

enzimas especificas responsaveis pela degradacdo dos componentes da matriz, como as
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metaloproteinases (MMPs) e ADAMTS (BONNANS, 2014). As MMPs compreendem uma
familia de enzimas que clivam os substratos protéicos através de um mecanismo que envolve
a ativacdo de uma molécula de agua ligada ao sitio ativo por um ion de zinco (ISIK, 2017;
KLEIN; BISCHOFF, 2011). Por serem secretadas na forma latente, como pré-enzimas ou
zimogeénios é necessaria uma ativacdo proteolitica que consiste na quebra da ligacdo entre o
grupo tiol da cisteina no pré-peptideo e o zinco no dominio catalitico (MEDEIROS et al.;
2012). Atualmente, sdo descritas 23 MMPs, com funcdes especificas a cada multidominio e
podem ser agrupadas em espécies sollveis e/ou ancoradas a membrana. A principal funcéo
dessas proteases foi originalmente atribuida & modulacdo e regulacdo da MEC, pela
degradacdo direta de suas proteinas (por exemplo, colageno, proteoglicanos). Porém, hoje em
dia, outras fungdes importantes também sdo descritas como a estimulacdo a liberacdo de
proteinas biologicamente ativas, como os fatores de crescimento e citocinas (ISIK, 2017
KLEIN; BISCHOFF, 2011). Adicionalmente, participam de importantes agdes fisioldgicas
como: desenvolvimento embrionario, morfogéneses, remodelacdo tecidual, crescimento
celular, apoptose celular e condi¢bes patoldgicas (inflamacdo, osteoartrite, doencas
pulmonares e cardiovasculares, cancer, entre outras). Sua atividade enzimatica é regulada por
inimeros mecanismos dentre horménios, fator de crescimento, irradiacdes, citocinas
inflamatorias e interagdes célula-célula e célula-matriz (YAMAMOTO et al., 2015).

A metaloproteinase tipo Il (MMP-2), também conhecida como Gelatinase A, atua
no processo de remodelacdo da MEC. Sugere-se que sua acdo esteja ligada a funcdes celulares
de iniciacdo ou regulacdo como: proliferacdo, adesdo e migracdo, tendo sua atividade
extracelular controlada por varios tipos de ativadores dependendo do processo fisiologico ou
patoldgico, em processos inflamatorios sua concentracdo pode estar elevada e tem como
inibidor tecidual (TIMP) principal a TIMP-2, (GUERRA et al, 2017; PARKS; MECHAM,
1998). Encontra-se envolvida também no processo de neovascularizagdo, tanto em processos
fisiologicos quanto patologicos e participa da clivagem da elastina e dos colagenos
(desnaturado) tipo I, VII e X (KLEIN; BISCHOFF, 2011).

A metaloproteinase tipo 1X (MMP-9) ou Gelatinase B, estd presente em todo
processo inflamatério sendo expressa por varios tipos de células inflamatdrias (neutrofilos,
linfocitos, eosinofilos, mastécitos e macréfagos), degradando a membrana basal
substancialmente durante o processo de extravasamento celular inflamatério e participa do
processo de recrutamento celular para o local da inflamacdo (PARKS; MECHAM, 1998)
desempenhando um papel importante na degradacdo de elementos da MEC como colégeno

(desnaturado) (GUERRA et al., 2017). Sua expressdao pode estar aumentada em tecidos
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cardiacos inflamados, Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo, cicatrizagdo normal de
lesOes, artrite e esclerose multipla (PARKS; MECHAM, 1998). Esses grupos de gelatinases
digerem a gelatina e desnaturam o colageno IV (DE MEDEIROS et al., 2012)

Metaloproteinase tipo XIII (MMP-13) ou colagenase-3 apresenta preferéncia pela
clivagem do colageno tipo Il, encontrado em cartilagens. Esse tipo de MMP é um fator chave
de ativacdo de véarias outras MMPs. Adicionalmente, sua expressao elevada também tem sido
descrita como indicativo de varios processos cancerigenos, ou Seja, quanto maior sua
concentracdo maior a agressividade do tumor (KLEIN; BISCHOFF, 2011).

O constante processo de remodelamento da matriz extracelular tem como funcao
controlar a homeostase tecidual. Uma desregulagédo em sua composicao ou estrutura favorece
a instalacdo de processos patoldgicos, assim como um remodelamento desordenado esta
associado a condi¢fes patologicas e a exacerbacdo da doenca (JARVELAINEN, 2009). Para
isso a remodelagem da MEC requer uma regulagdo rigorosa, sendo necesséria a existéncia de
inibidores enddgenos que inativam as MMPs, chamados de inibidores teciduais das MMP.
Eles sdo divididos em quatro grupos (TIMP-1 a TIMP-4) com especificidade de ligacdo ao
tipo de MMP, que ao se ligarem blogueiam o sitio ativo, impedindo acesso ao substrato
especifico (BONNANS, 2014; DE MEDEIROS et al., 2012).

Os modelos TIMP-1 e TIMP-2 exercem efeitos de crescimento sobre um grande
namero de células e associados com uma suscetibilidade reduzida a apoptose (BRUYN,
2016). Alteracdes na homeostasia entre MMPs e TIMPs tém sido identificadas em doencas
associadas a renovacdo descontrolada da MEC como artrite, cancer, doencas cardiovasculares,
nefrites, desordens neurol6gicas e fibroses. Os TIMP-1 e TIMP-2 apresentam atividade
inibitéria contra as formas ativas de todas as MMP, embora possuam suas ligantes
preferencias: a TIMP-1 se liga mais facilmente a MMP-9, enquanto a TIMP-2 é ligante da
MMP-2. (RIBEIRO et al., 2008).

1.3 JUSTIFICATIVA

A utilizacdo da FBM em lesbes articulares ¢ ampla e inclui diversos trabalhos
experimentais de lesdes articulares induzidas, como tendinite (ALVES et al., 2014;
HASLERUD, 2014; TUMILTY, 2010), rupturas tendineas (GUERRA et al., 2013) e artrite
(DOS ANJOS et al., 2017; ALVES et al., 2013; BALINT et al., 2011), além de trabalhos
clinicos (BALINT et al., 2011; CLIJSEN, 2017). Todos esses estudos apontam para

resultados positivos da FBM, desde que os pardmetros do equipamento e as respostas
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celulares sejam bem conhecidos, estabelecendo assim tratamentos eficientes e seguros, como
descrito por ANDO e colaboradores (2011), onde as respostas de recuperagdo
neurocomportamental foram efetivas em lesGes neuroldgicas pds-traumatismo cranio cefalico
apos testes com diferentes parametros do laser de baixa poténcia. A FBM também foi descrita
na aceleracéo de processo cicatricial, atraves da alteragdo nas expressoes relativas de MMPs e
TIMPs (FIORO et al., 2017), na oncologia e nos seus efeitos secundarios, como reducdo de
dor e edema no cancer de mama (BAXTER et al., 2017; HAMBLIM; NELSON; STRAHAN,
2018).

Por se tratar de uma terapia ndo invasiva, de baixo custo e facil administracdo, a FBM
possui diversas vantagens e aplicabilidades, podendo auxiliar inclusive na redugdo do uso de
medicamentos, os quais possuem efeitos colaterais bem conhecidos (ALVES et al., 2014;
BALTZER; STOSCH; OSTTOPCZER, 2017). Entretanto, os efeitos bioldgicos do laser
necessitam ainda de estudos para que sejam melhores compreendidos e que suas aplicagdes
clinicas possam ser mais eficazes e seguras. E fato que, muitas pesquisas experimentais e
clinicas descrevem esses efeitos sempre como benéficos, em especial para tecidos com
injarias. Porém, pouco se conhece sobre possiveis efeitos adversos e respostas celulares
indesejadas nos tecidos sadios adjacentes a lesdo, os quais podem responder de forma distinta
ap6s um tratamento com laser. Assim como 0s medicamentos possuem descriches de seus
efeitos adversos, torna-se importante também o conhecimento desses possiveis efeitos na

fototerapia.

2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos em curto prazo do laser infravermelho (830nm), no modo de
emissio da luz continuo e comparando duas fluéncias (3Jcm e 30Jcm2) em componentes da

matriz extracelular de tecidos sadios presentes na articulagdo talocrural de camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Quantificar a expresséo relativa de mRNA das metaloproteinases-2, -9 e -13, através de real
time-PCR.

- Quantificar a expressédo relativa de mRNA do regulador de metaloproteinase (TIMP 2),

através de real time-PCR.
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- Avaliar a presenga das metaloproteinases-13 e TIMP-2 nos tecidos, através de técnicas

imunocitoquimicas.

3.0 METODOS

3.1 MODELO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas éticas internacionais,
sendo o projeto devidamente aprovado no Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Juiz de Fora (protocolo nimero 039/2014).

Neste estudo foram utilizados camundongos machos da linhagem isogénica C57BL/6,
com 8-10 semanas de vida, peso médio variando entre 24-28 g, oriundos do Centro de
Biologia da Reproducdo (CBR-UFJF), Juiz de Fora, MG, Brasil.

Os camundongos foram mantidos no biotério experimental do laboratério de
Imunologia (ICB/UFJF) com temperatura controlada de 25°C + 2°C e ciclo claro-escuro
constante (periodo claro de 7 as 19 horas) e livre acesso a agua e racao para roedores.

Os animais foram aleatoriamente divididos nos seguintes em grupos (n=6)

e Grupo controle: sem aplicacdo do laser;
e Grupo 3Jcm2: aplicagBes com laser a 3Jcm;

e Grupo 30Jcm: a aplicacBes com laser a 30Jcm™.

3.2 LASER DE BAIXA POTENCIA

Um laser infravermelho (A= 830nm) de baixa poténcia (AlGaAs — Aluminum Gallium
Arsenide, HTM Laser Compact, HTM Indlstria de Equipamentos Eletro-eletronicos
Ltda/Brasil) foi utilizado nos procedimentos experimentais. Os seguintes parametros foram
utilizados: poténcia fixa de 10mW, modo continuo de emissdo da luz, doses de 3Jcm™ e
30Jcm2, com tempo de aplicagdo 15 segundos e 150 segundos respectivamente. A irradiacio
foi realizada pontual e perpendicularmente a articulacao talocrural diretamente sobre a pele do
animal, uma vez ao dia, durante 4 dias consecutivos, sempre no mesmo horario (figura 4).

Para isso, 0s animais foram imobilizados utilizando um tubo tipo falcon adaptado.
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Figura 4. Cronograma de irradiacéo.

Vinte e quatro horas ap6s a ultima aplicacdo, os animais foram eutanasiados por
inducdo anestésica, utilizando uma solucdo de cloridrato de quetamina e cloridrato de

xylazina, conforme previamente aprovado pelo Comité de Experimentacdo Animal.

3.3 ANALISE MORFOLOGICA

Imediatamente apds a eutanasia, as articulagdes talocrural de ambos os membros
posteriores foram removidas, lavadas em &gua destilada estéril para retirada do excesso de
sangue e dissecadas. Durante a dissecc¢éo, a pele foi retirada, bem como as falanges (a figura 5
apresenta os planos de corte utilizados para remocdo da regido articular e na microtomia).

Para as analises morfolégica e de imunocitoquimica, a regido da articulacao talocrural
direita foi fixada em paraformaldeido tamponado 4%, pH 7,4, durante 24 horas,
descalcificado em solucdo de acido nitrico 5% por 48 horas e em seguida lavados em agua
corrente por 24h. Posteriormente, as amostras foram desidratadas, diafanizados e incluidas em
parafina (Histosec-Merck). Foram obtidos cortes longitudinais com 3 um de espessura, 0S

quais foram desparafinizados e hidratados.
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Figura 5- Planos de corte utilizados para remocdo da regido articular e na microtomia.
Imagem 1: A - plano de corte para retirada das falanges; corte na por¢do média do metatarso.

B - plano de corte na porcdo media da tibia e fibula. Adaptado de
http://hookelabs.com/services/cro/cia.html. Imagem 2: plano de corte utilizado na microtomia
para obtencdo das laminas histoldgicas. Adaptado de

http://newsblog.drexel.edu/2014/09/16/drexel-engineers-discovery-turns-artificial-ankle-
research-in-a-new-direction/.

As analises morfolégicas e de imunocitoquimicas foram realizadas utilizando
microscopio Olympus (BX53F) equipado com as objetivas U-PlanFL N 4/0.13, 10/0.30,
40/0.75 e 100/0.85. As imagens foram capturadas por uma cadmera Olympus DP73 e através
do software CellSens Imaging (5.1 version, Olympus, EUA).

3.4 Imunoctitoquimica

Primeiramente, os cortes foram submetidos a recuperacéo de epitopos por incubacao
em solucéo de citrato de sodio 0,01 M (pH 6,0), em forno de microondas em poténcia alta, por
20 min, seguidas por um resfriamento de também 20 min. A atividade da peroxidase
enddgena foi bloqueada usando uma solugédo de 3% de H.O> diluido em metanol absoluto,
seguido por 1,5% de solucdo blogueadora (Santa Cruz Biotechnology, EUA). Um anticorpo
policlonal primario anti-MMP-13 e TIMP-2 (Santa Cruz Biotechnology, EUA) foi diluido
conforme sugerido pelo fabricante (1:50) e incubado overnigth a 4°C. Um anticorpo
biotinilado secundario (Santa Cruz Biotechnology, EUA) foi usado durante 30 min em

temperatura ambiente, seguido da solucdo de 3-3'-diaminobenzidina (DAB) e peroxidase, por


http://newsblog.drexel.edu/2014/09/16/drexel-engineers-discovery-turns-artificial-ankle-research-in-a-new-direction/
http://newsblog.drexel.edu/2014/09/16/drexel-engineers-discovery-turns-artificial-ankle-research-in-a-new-direction/
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10 min em temperatura ambiente . Os cortes foram contracorados usando verde de metila.
Para o controle negativo, os cortes foram incubadas na auséncia de anticorpo primario.
A quantificacdo do percentual de células marcadas foi realizada da seguinte forma:

numero de células marcadas/total de células no campo focalizado x 100.

3.5 EXTRACAO DE RNA e real time PCR

Os fragmentos de tecidos provenientes das articulacfes esquerdas dos animais foram
macerados em imersdo de nitrogénio liquido. RNA total foi extraido usando Trizol
(Invitrogen, EUA) seguido pela separacdo de fases por cloroférmio e isopropanol. A
concentracdo de RNA extraido foi obtida utilizando o NanoDrop™ 1000 Espectrofotometro
(Thermo Scientific, EUA). Em seguida, 2pug de RNA total foi transcrito a DNA complementar
(cDNA) utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems,
EUA), seguindo as orientagdes do fabricante.

Para a reacdo de real time PCR (Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real)
foram utilizados primers dos genes que codificam as metaloproteinases-2, -9 e -13, bem como
seu regulador TIMP-2. Todos os primers foram desenhados em diferentes éxons, para evitar a
possibilidade de contaminacdo com DNA gendmico utilizando o programa Primer BLAST
(NCBI, 2012) (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados.

Primers Sequencias
Foward Reverse
[-actina, CATCCGTAAAGACCTCTATGC GGAGCCAGAGCAGTAATCTC
MMP-2 CCGATCTACACCTACACCAA ATGCTGATACTGACACTGGTA
MMP-9 CTCTGCCTGCACCACTAAAG GGCAAGCAGTACTCTTCCTG
MMP-13 ATGGTCCAGGCGATGAAGAC ACCCAGCCCTATCCCTTGAT
TIMP-2 TAGACTGGTCCAGCTTTGAC GACCCACTACCATGTCTAG

Através dos resultados das curvas padrdo para determinacéo da eficiéncia dos primers
(eficiéncia aceitavel superior a 90%) padronizou-se a utilizacdo da diluicdo de 1:5 de cDNA
para todas as amostras. As reacdes foram feitas no volume final de 10uL, contendo 2,6uL de
agua ultrapura, 1,4uL da mistura de um dos pares de primers Foward e Reverse de cada gene,
1 uL de cDNA diluido e 5 uL. de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems).
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O ensaio de real time PCR foi realizado usando aparelho StepOnePlus™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, EUA) nas seguintes condi¢fes: 40 ciclos; em cada ciclo,
desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos, desnhaturacao a 95°C por 15 segundos, anelamento
dos primers e extensdo a 60 °C por 1 minuto. Cada amostra foi feita em duplicata, e como
controle negativo para a reacdo de PCR foram utilizados pogos que continham o mix da
reacdo mais os primers, na auséncia do template (cDNA). A andlise das curvas de melting e
de dissociacao foi feita ao final de cada corrida como controle da qualidade da amplificacédo
génica.

Para andlise da expressdo génica através de PCR foi utilizado o método Delta-Delta
CT (AACT) (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Calculou-se inicialmente o Delta-Ct (ACT) de
cada amostra, subtraindo-se os valores de CT (threshold cycle ou limiar do ciclo) do gene
controle (B-actina) dos valores de CT do gene alvo. Apds determinacdo do ACT da amostra,
escolheu-se como amostra normalizadora o cDNA dos animais controle. Para o célculo do
AACT utilizou-se a formula seguinte: [ACT (amostra) — ACT (amostra normalizadora)]. Uma
vez determinado o AACT, aplicou-se a formula 22T, que resultou no valor da expressio

génica relativa.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados paramétricos foram expressos em média + desvio padrdo, enquanto os nao
paramétricos foram expressdes como mediana (intervalo interquartil). A comparacdo dos
dados paramétricos foi realizada pelo teste de variancia One-Way Anova seguido de Post hoc
de Turkey. Para os dados ndo paramétricos, o teste de Kruslkal-Wallis seguido pelo teste de
comparagdo multipla de Dunn, com significancia quando p<0,05. As analises estatisticas e
foram realizadas utilizando GraphPad InStat software (versdo 7 para Windows 8, GraphPad
Software, EUA).
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Abstract

The extracellular matrix (ECM) is main constituent of connective tissue with structural and
regulatory functions, as the stimulus to differentiate and proliferative cells. Moreover, ECM is
a dynamic structure in constant remodeling process, which is controlled by balance between
metalloproteinases (MMPs) and their inhibitors (TIMPs). Photobiomodulation (PBM), by
low-level laser (LLL), is widely described in literature and applied in clinical practices,
although its ECM effects have not been elucidated yet. Thus, the aim of this study was to
evaluate PBM effects on ECM components from mice talocrural joints. Mice were divided
into 3 groups (n = 6): control, FBM 3Jcm™ and FBM 30Jcm™. Low-level laser (830nm,
10mWw, 0.05 irradiated area, doses 3Jcm and 30Jcm™ irradiation time of 15 and 150 sec,
respectively, continuous mode) was applied on talocrural joint for 4 consecutive days, at the
same time. mMRNA levels of metalloproteinase genes (MMP-2, MMP-9, and MMP-13) and its
regulator (TIMP-2) were quantified, as well as the protein expressions of MMP-13 and TIMP-
2. PBM can alter only mRNA levels of MMP-2 at 30Jcm-2 (p <0.05), while MMP-9, MMP-
13 and TIMP-2 mRNA relative levels were not demonstrate statistical differences for any
group (p> 0.05). Regarding protein expressions, MMP-13 demonstrated positive labeled cells,
but only in chondrocytes from articular cartilages, although the cell quantification has not
demonstrated statistical differences when compared with control group (p> 0.05). TIMP-2 did
not present positive labeled cells for any tissues evaluated. Our results indicate that PBM was
able to regulate MRNA levels for MMP-2, but it was not able to regulate MMP-13 and TIMP-

2 proteins and this regulation was dose-dependent.

Keywords:  Photobiomodulation, low-level laser therapy, extracellular  matrix,
metalloproteinases, TIMP.
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1. INTRODUCTION

Extracellular matrix (ECM) is formed by combination of fibrous (collagen, elastin)
and non-fibrous proteins (proteoglycan, glycosaminoglycan and other proteins non-
collagenous), which is in constant process of controlled remodeling. Due to its organization of
fibrous and non-fibrous components, ECM is able to resist forces applied in tendon, bone and
cartilage [1,2].

Controlled remodeling is involved with metalloproteinases (MMPs), a family of
endopeptidases Zn*2 or Ca*?-dependent, able to degrade all components of ECM. MMPs
comprise 24 members, 23 of which are found in mammals [3,4]. Initially, MMPs were
described as participating in catabolism of ECM but recent findings have demonstrated that
MMPs are also involved in the regulation of growth factor and cytokines release [5,6].

Collagen fragments produced by interstitial collagenases are susceptible to gelatinases
(MMP-2 and MMP-9) a second MMP subfamily, which rapidly degrade denatured collagens
and collagen fragments [7]. MMP-2 and MMP-9 are capable of cleaving native type IV and V
collagens, and its expression has been correlated with metastatic state, since these
modifications in ECM may influence the ability of cells to invade and metastasize (i.r., owing
to its ability to degrade type IV collagen at the basement membrane). [7]. MMP-9 is also
present in inflammatory processes, usually secreted by fibroblasts and inflammatory cells,
which migrate to site of lesion [7]. Collagenase-3/MMP-13 is a member of collagenase
subfamily, and it is usually found in articular cartilage, in bone and in chondrocytes [8].
Moreover, MMP-13 was found in synovial tissue and its action involved osteoarthritis [9]
MMP-13 is able to degrade collagen types I, Il and Ill and cartilage proteoglycan aggrecan
[9,10]. It is tempted to speculate that MMP-13 is a critical component of cellular machinery,
executing turnover of articular cartilage, being a potential therapeutic target for treatment of
cartilage destruction [8].

Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) are one of endogenous inhibitors
and comprise four family members (TIMP-1, -2, -3 and -4) [1,2,4,11]. In addition, other
proteins and mechanisms can also inhibit metalloproteinase activity, including o2-
macroglobulin, and a primary inhibitor of metalloproteinases in synovial fluid and reversion-
inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs (RECK), the only known membrane-bound
MMP inhibitor [4,11]. Also, modification by reactive oxygen species (ROS) and
internalization have been demonstrated to silence MMP activity too [12].

Photobiomodulation (PBM) by low-level laser is used in several clinical practices,

promoting inflammation resolution and producing analgesia in acute and chronic joint
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disorders [13-16]. PBM does not cause evident temperature rise and significant changes in
tissue structure, but it has been described as able to cause photochemical and
photomechanical effects in cells [17]. This therapy can intensify electron transfer stage in
respiratory chain, leading to cell signaling cascades. Mitochondria is able to send to nucleus,
through changes in membrane permeability, information about its functional state increasing
reactive oxygen species (ROS) release and Ca*? concentration, modifications in pH and
synthesis of ATP [18]. Changes in intracellular redox state can activate or inhibit signaling
pathways triggering effects such as cell proliferation and wound healing [20].

PBM regulates MMPs and improves collagen production in different tissues such as
cartilage, muscle and bones [21-23]. According to Freitas and Hamblin [24] and Hamblin
[25], for therapeutic PBM effects occur, correct laser doses are necessary. In fact, biphasic
dose-response occurs at low or high doses, which can lead to no significant effect or to
inhibitory effects.

Since PBM is widely used in rheumatology and orthopedic treatments and more,
ROS modifications can silence MMP activity, this study aimed to evaluate alterations of
MMP-2, -9, -13 and TIMP-2 mRNA levels and MMP-13 and TIMP-2 protein expressions in

talocrural joint of mice after photobiomodulation using low-level infrared laser.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 ANIMALS

All experimental procedures were previously approved by Animal Ethical
Committee of Federal University of Juiz de Fora (protocol number 039/2014) and conducted
in accordance with international ethical standards. Male C57BL/6 mice, 8-10 weeks old,
weighting 24-28¢g each, were housed, six per cage with free access to feed and water. Animals
were kept in a 12:12h light/dark cycle (lights on from 6:00 AM to 6:00 PM) in a temperature-
controlled room (25° + 2° C). Animals were randomly distributed into three groups (n=6):

non-treated (control); PBM at 3Jcm2energy density and PBM at 30Jcm energy density.

2.2 LASER

A therapeutic low-level infrared laser (AlGaAs laser; HTM Industria de
Equipamentos Eletronicos Ltda, Brazil) was used for experimental procedures. Physical
parameters of laser are described in table 1. Laser irradiation was applied at one point on

ankle joint, perpendicularly to skin.
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Table 1: Laser physical parameters.

Wavelength (nm) 830
Diode laser AsGaAl
Power (mW) 10
Spot area (cm?) 0.05
Power density (Wcm?) 0.2
Energy per point (mJ) 150 and 1500
Energy density (Jcm?) 3and 30
Time per point (s) 15 and 150
Number of points 1
Application technique Punctual by skin contact
Number of treatment sessions four

2.3 EXPERIMENTAL PROCEDURES

Low-level laser exposure (3 Jcm™ and 30 Jem™2 groups) were performed during 4
consecutive days on both mice talocrural joints. Twenty-four hours after the last laser
treatment, the groups were euthanized with ketamine hydrochloride (80mg kg™!, Syntec,
Brazil) and xylazine hydrochloride (20mg kg™', Syntec, Brazil) solution intraperitoneally. The
skin was removed; muscles and bones above and below were dissected and washed in
distilled water. Right joints were distributed to morphological and immunohistochemical

analysis, while left joints were used for real-time PCR.

2.4 TOTAL RNA EXTRACTION

Each left joint was separately macerated after immersion in liquid nitrogen and total
RNA was extracted by TRIzol® (Invitrogen, USA) followed by phase separation by
chloroform and isopropanol. Concentration of extracted RNA was measured by NanoDrop™
1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA). Then 2 ng of total RNA was transcribed
into complementary DNA (cDNA) using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, USA), following the manufacturer's guidelines.

2.5 REAL TIME-PCR



40

For real time -PCR procedures, primers for metalloproteinases-2, -9 and -13, as well
as their TIMP-2 genes were used (table 2). All primers were designed in different exons to
avoid the possibility of contamination with genomic DNA using the Primer BLAST program
[26].

After standard curves determination for detecting primers efficiency (acceptable
efficiency above 90%), 1:5 dilution of cDNA was standardized for all samples. Reactions
were carried out in final volumes of 10uL, containing 2.6uL of ultrapure water, 1.4uL of the
mixture of one pair of Foward and Reverse primers of each gene, 1uL of diluted cDNA and
5uL of SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, USA).

Real-time PCR assay was performed using StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, USA) under following conditions: 40 cycles; in each cycle, initial
denaturation at 95°C for 10 minutes, denaturation at 95°C for 15 seconds, annealing of
primers and extension at 60°C for 1 minute. Reactions for each sample were carried out in
duplicated. As negative control, reactions containing reaction mix plus primers in absence of t
cDNA. Analysis of melting and dissociation curves was done at the end of each real-time
PCR procedure as quality control of t-DNA sequence amplification. Gene expressions were
analyzed by Delta-Delta Ct (AACt) method [27]. Once the AACT was determined, formula 2-
AACT was applied, which resulted in the value of relative gene expression.

Table 2: Primes sequence used for real-time PCR.

Primers Sequencie
Foward Reverse
[-actina, CATCCGTAAAGACCTCTATGC GGAGCCAGAGCAGTAATCTC
MMP-2 CCGATCTACACCTACACCAA ATGCTGATACTGACACTGGTA
MMP-9 CTCTGCCTGCACCACTAAAG GGCAAGCAGTACTCTTCCTG
MMP-13 ATGGTCCAGGCGATGAAGAC ACCCAGCCCTATCCCTTGAT
TIMP-2 TAGACTGGTCCAGCTTTGAC  GACCCACTACCATGTCTAG

2.6 HISTOLOGICAL AND IMMUNOCITOCHEMICAL PROCEDURES
Samples were fixed in 4% paraformaldehyde/ PBS solution for 24 h, decalcified in
5% nitric acid for 48 h, dehydrated and embedded in histosec® paraffin (Merck, Germany).

Sagittal sections (3 um thickness) were used for immunohistochemical analysis.
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Previously, sections were submitted to heat-induced epitope retrieval by incubation
in a 0.01 M sodium citrate solution (pH 6), at microwave oven for 20 min and followed by a
20 min cool-down. Endogenous peroxidase activity was blocked using 3% H2O> diluted in
absolute methanol, followed by 1.5% blocking serum of rabbit ABC Staining System (Santa
Cruz Biotechnology, USA). A primary polyclonal antibody anti-MMP-13 and TIMP-2 (Santa
Cruz Biotechnology, USA) was diluted as suggested by manufacturer (1:50) and incubated
overnight at 4°C. An appropriate secondary biotinylated antibody of rabbit ABC Staining
System (Santa Cruz Biotechnology, USA) was used during 30 min, at room temperature,
followed by ABC-Peroxidase solution, containing 3-3'-diaminobenzidine (Sigma Aldrich,
USA) chromogen for 10 min at room temperature. Sections were counterstained using methyl

green. As a negative control, sections were incubated in absence of primary antibody.

2.7 IMAGE ANALYSYS

Morphological analysis and quantitative assessments were performed using an
Olympus microscope (BX53F), equipped with U-PlanFL N 4/0.13, 10/0.30, 40/0.75 and
100/0.85 objectives. Images captured with an Olympus DP73 camera using cellSens Image
software (5.1 version, Olympus, EUA). For quantitative analysis, 40/0.75 objective was used,
helping to identify positive labeled cells. Percentages of cells were calculated: (labeled
cells/total cells) x 100.

2.8 STATISTICAL ANALYSIS

Normality of data was tested by Shapiro-Wilk test. Parametric data were expressed
as mean * standard deviation, while non-parametric data were expressed as median
(interquartile range). The comparison of the parametric data was performed by One-Way
Anova variance test followed by Turkey Post hoc. Non-parametric data was performed using
Kruslkal-Wallis test followed by Dunn's multiple comparison test, with significance p <0.05.
Statistical analyzes were performed using GraphPad InStat software (version 7 for Windows
8, GraphPad Software, USA).
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3. RESULTS

3.1  MMP-2,-9,-13 mRNA LEVELS

For mRNA relative levels, all tissues present in talocrural joint were considered, since
total RNA extraction was extracted from whole joint. Figure 1 shows data of MMP-2 (A),
MMP-9 (B) and MMP-13 (C) mRNA relative levels from talocrural joints after PBM. MMP-9
and MMP-13 did not demonstrate statistical differences (p > 0.05), while MMP-2 mRNA

relative level was increased after PBM at 30 Jcm™2 when compared with control (p< 0.05).

A B

1.51

MMP-2 mRNA level
b
MMP-9 mRNA level

MMP-13 mRNA level
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Figure 1. mRNA relative levels of MMP-2 (A), MMP-9 (B) and MMP-13 (C) from mice
talocrural joints. *indicates statistical differences when compared with control group

(p<0.05).

3.2 TIMP-2 mRNA LEVEL
Figure 2 demonstrates that TIMP-2 mRNA did not alter its level after PBM when

compared with control group (p > 0.05) for both doses tested.
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Figure 2. mRNA relative levels of TIMP-2 from mice talocrural joints after

photobiomodulation. No statistical differences were observed for both doses tested (p>0.05).
3.3 MMP-13 AND TIMP-2 IMMUNOCYTOCHEMISTRY

Immunocytochemistry analyses were performed in order to confirm MMP-13 and
TIMP-2 protein in talocrural tissues. Only cells from articular cartilage demonstrated positive
labeled for MMP-13; however there was no significant differences (p>0,05) in positive
labeled cell quantification for both PBM groups (3Jcm2 and 30Jcm2) when compared with

control group (Figure 3).
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Figure 3. MMP-13 immunocytochemistry in tissues from talocrural joint after

photobiomodulation. (a) control; (b) 3Jcm™2; (c) 30Jcm 2 and (d) MMP-13 positive labeled

cells quantification. Arrows indicate positive labeled cells in articular cartilage. Bar = 20 um.

Regarding TIMP-2, there was not observed positive labeled cells in all talocrural
tissues from control and PBM groups, including articular cartilage (Figure 4).

Figure 4. TIMP-2 immunocytochemistry in tissues from talocrural joint after
photobiomodulation. (A) control; (B) 3Jcm2 and (C) 30Jcm™2. Arrow indicates some labeled
cells, but only at 30Jcm 2 group. Bar = 20 um.
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4.0 DISCUSSION

PBM is a therapeutic approach used in clinical applications for several disorders
[14-16, 28], but experimental studies have demonstrated that PBM can lead to sub lethal DNA
damage, can alter cell death-related mRNA levels, as well as the DNA fragmentation [29-31].
These studies would contribute for understanding of possible short, medium and long-term
PBM side-effects.

MMPs, as well its inhibitors, have been involved in physiological processes such as
embryonic development, morphogenesis, tissue remodeling, cell growth, migration and
apoptosis [5]. Also, these MMPs have been described as having a key role in pathological
conditions such as inflammation, rheumatoid arthritis, osteoarthritis, cardiovascular diseases,
fibrosis and cancer [4]. Since MMPs and TIMPs are involved in several processes and there is
a consensus that PBM present a biphasic effect [24] the type of cell response is directly
related with laser parameters [32]. Then, it would be relevant to evaluate the MMPs and
TIMPs using two different doses of low-level laser.

MMP-2 mRNA levels increased only at 30Jcm™2 group, while MMP-9 and MMP-13
MRNA was not altered. These results corroborate with previous studies which describe the
importance of laser parameters for cell response [33, 34]. Oliveira et al. [35] also described
that only MMP-2 was stimulated and MMP-9 remained unchanged in bone after PBM in
cells. While MMP-9 is specially related to inflammatory processes and it is synthesized by
cells present in the infiltrate, acting as key mediator of tissue destruction in diseases marked
by inflammatory damage [36], MMP-2 is responsible for tissue remodeling, plays a key role
in cell proliferation and differentiation [37] as well as it is involved in inflammatory processes
and in formation of scar tissue [38, 39].

The MMP-13 is an enzyme that preferentially degrades type Il collagen and it is
involved in cartilage degradation [40]. Additionally, this enzyme participates in fibrotic,
atherosclerotic and carcinogenic processes, including chondrosarcoma and melanoma and
skeletal diseases [6, 41]. Moreover, MMP-13 could be involved in pathways of MMP-9
activation [3]. Due to the importance of processes involved, immunocytochemical analyses
were carried out in order to evaluate its protein expression in tissues from talocrural joints.
Positive labeled cells were observed only in cells from articular cartilage after PBM (both
3Jem™2 and 30Jcm™2). However, it was not observed statistical differences when compared
with control group likewise MRNA mRNA level, suggesting that PBM in these parameters
used does not alter the expression of MMP-13. On the other hand, Casalechi et al [42]

described an increase in the MMP-13 mRNA level after PBM in tendons during acute and
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chronic process of lesion. Bublitz and colleagues [43] also corroborated, describing MMP-13
labeled cells after PBM in osteoarthrosis cartilage model. Therefore, the PBM effects are
directly related with laser doses and physiological and pathological conditions.

TIMP-2 mRNA level does not change after PBM at both doses. The presence of
TIMP in tissue indicates that there is MMP regulation, since TIMP is able to inhibit MMP
actions [3]. The presence of this protein was also investigated in talocrural joint tissues after
PBM and it was observed few or non-labeled cells. A permanent balance between MMPs and
TIMPs guarantees tissue functionality, since the level of TIMPs could result in fibrosis due to
the accumulation of ECM, while the decrease could result in a proteolysis in the ECM [44].
Differently from our results, in a recent study the PBM modulated not only the expression of
MMPs but also the TIMP, demonstrating that the activation or inhibition of MMP and TIMP

has a temporary behavior compatible with the stage of the cellular process being studied [45].

5.0 CONCLUSION

Our results indicate that PBM can alter MMP-2 mRNA level, but cannot alter
MMP-9, MMP-13 and TIMP mRNA levels. More, both MMP-13 and TIMP-2 proteins were
also altered after PBM.
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