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RESUMO 

 
 

As tendinites são distúrbios na saúde do tendão que além da inflamação causam 

muita dor e limitação de movimento, sendo freqüentes e difíceis de serem tratadas. O 

tratamento mais utilizado ainda hoje é o farmacológico para o alívio da dor, porém com 

resultados pouco satisfatórios devido aos seus efeitos colaterais no uso prolongado. 

Neste contexto, a busca por terapias principalmente não farmacológicas no tratamento da 

tendinite, assume papel importante na área da saúde. A fotobiomodulação tem sido 

utilizada em doenças articulares com efeitos analgésicos. Contudo o mecanismo de ação 

ainda não foi totalmente elucidado. O objetivo do trabalho foi de avaliar o efeito da 

fotobiomodulação na expressão de neurocinina NK1, COX-2, no infiltrado inflamatório e 

na alodinia mecânica. Foram utilizados 32 ratos wistar machos. Os animais foram 

anestesiados com injeção intraperitoneal de cloridrato de quetamina e Xilasina (90mg/Kg 

e 10mg/Kg) e foram distribuídos em 4 grupos: CTL (Controle), NT (Tendinite Não 

Tratado), DIC (Tendinite tratado com Diclofenaco IP) e L3J (Tendinite tratado com laser 

830nm, 3J, 100mW). Os grupos NT, DIC e L3J receberam 100 µl de injeção transcutânea 

de colagenase (1mg/ml) na mesma região do tendão calcâneo. O teste de alodínia foi 

realizado após 24h da indução da tendinite. Em seguida os animais foram eutanasiados e 

o tendão removido para análise histológica e bioquímica. Resultados: Foi observado 

maior infiltrado inflamatório no grupo NT, comparado ao grupo DIC e L3J. Houve também 

aumento da expressão proteica de COX-2 no grupo NT e diminuição nos grupos DIC e 

L3J. A alodinia mecânica aumentou no grupo NT comparado aos grupos tratados (DIC e 

L3J). Conclusão: A fotobiomodulação (830nm, 100mW, 3J), utilizada no tratamento da 

tendinite induzida por colagenase em ratos, foi eficaz na melhora da alodinia nociceptiva. 

O mecanismo envolvido está relacionado a redução do processo inflamatório pela 

redução da expressão de COX-2, bem como a redução da expressão gênica de 

receptores NK1, demonstrando também diminuição do infiltrado inflamatório. 

 
Palavras-Chave: Tendinite, Fotobiomodulação, Laser de baixa intensidade, Alodinia, 

Nocicepção, Neurocinia 1, NK1. 
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ABSTRACT 

 
 

Tendinopathys is a disturbance in tendon health which, in addition to inflammation, 

causes a lot of pain and movement limitation, being frequent and difficult to treat. The most 

widely used treatment today is the pharmacological treatment for pain relief, but with 

unsatisfactory results due to its side effects in prolonged use. In this context, the search for 

therapies mainly non-pharmacological in the treatment of tendinitis, assumes important 

role in the health area. Photobiomodulation has been used in joint diseases with analgesic 

effects. However the mechanism of action has not yet been fully elucidated. The objective 

of this work was to evaluate the effect of photobiomodulation on the expression of 

neurokinin NK1, COX-2, inflammatory infiltrate and mechanical allodynia. Thirty-two male 

Wistar rats were used. The animals were anesthetized with intraperitoneal injection of 

ketamine hydrochloride and Xilasina (90mg / kg and 10mg / kg) and were divided into 4 

groups: CTL (Control), NT (Tendonitis Untreated), DIC (Tendonitis treated with Sodium 

Diclofenac IP) and L3J (830nm laser treated tendinitis, 3J, 100mW). Groups NT, DIC and 

L3J received 100 μl of transcutaneous injection of collagenase (1mg / ml) in the same 

region of the calcaneus tendon. The allodynia test was performed after 24 hours of 

tendinitis induction. Then the animals were euthanized and the tendon removed for 

histological and biochemical analysis. Results: Greater inflammatory infiltrate was 

observed in the NT group, compared to the DIC and L3J groups. There was an increase in 

the protein expression of COX-2 and NK1 in the NT group and a decrease in the DIC and 

L3J groups. Mechanical allodynia presented a greater alteration in the NT group compared 

to the treated groups (DIC and L3J). Conclusion: Photobiomodulation (830nm, 100mW, 

3J), used in the treatment of collagenase-induced tendinitis in rats, was effective in 

improving nociceptive allodynia and modulating COX-2 and NK1 protein expression, also 

demonstrating a decrease in inflammatory infiltrate. 

 
Keywords: Tendonitis, Photobiomodulation, LLLT, Allodynia, Nociception, Neurokini 1, 

NK1. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

A nocicepção ou algesia é um termo utilizado para a recepção de estímulos 

aversivos. A transmissão, modulação e percepção de estímulos agressivos são 

caracterizadas uma experiência sensitiva e emocional desagradável associada ou 

relacionada a uma lesão real ou potencial dos tecidos sendo uma das grandes 

preocupações da humanidade até os dias de hoje1. 

No Brasil e outros países a nocicepção está presente em mais de 70% dos 

pacientes que buscam atendimento na área da saúde2. Esse argumento enfatiza a 

importância da busca terapêutica que permitam uma melhor abordagem da nocicepção. 

As lesões osteomusculares, dentre elas as tendinites, são consideradas como 

lesões que causam inflamação aguda e imediata acompanhado por dor e limitações 

mecânicas, implicando em afastamentos laborais tornando-se assim uma preocupação de 

saúde pública3. 

Sabe-se que ainda hoje o tratamento farmacológico é o mais utilizado, porém com 

resultados pouco satisfatórios devido aos seus efeitos colaterais. Diante desse cenário 

essas lesões estão sendo cada vez mais estudadas na tentativa de se realizar uma 

terapêutica mais eficaz e sem efeitos adversos4. 

A fotobiomodulação tem se mostrado bastante eficiente em processos 

inflamatórios5, no entanto, novas pesquisas são necessárias para conhecer a ação no 

mecanismo da nocicepção. Estudos indicam que a fotobiomodulação está sendo capaz 

de reduzir o nível de nocicepção de forma não invasiva, sem efeitos colaterais, sendo de 

grande aplicabilidade, contudo optimizar a dosimetria é um fator determinante para o 

sucesso dessa terapia. 
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1.1 TENDINITE 

 
 

As tendinites são alterações na saúde do tendão, difíceis de serem tratadas, 

acometem desde atletas profissionais e recreacionais até pessoas comuns 

impossibilitando-as não somente às atividades laborais como também em limitações do 

dia a dia6. 

Devido essa ocorrência, do custo do tratamento, da redução da funcionalidade 

laboral e do desencadeamento de co-morbidades, as tendinites necessitam de recursos 

financeiros consideráveis, direcionados ao acompanhamento da saúde dos indivíduos 

vítimas destas patologias, principalmente nos casos em que a incapacidade no trabalho 

persiste além do tempo médio para o retorno às atividades laborais, tornando-se um 

grande problema de saúde pública, sócio-econômico onde as intervenções médicas e 

terapias para a reabilitação são ainda limitadas e de difícil acesso pela maior parte das 

pessoas7. 

A tendinite é considerada uma doença inflamatória aguda com possibilidade de 

cronificação, provavelmente devido às características do tecido e da dificuldade no 

tratamento6. 

Em geral, a resposta inflamatória visa combater o agente agressor e eliminar 

produtos resultantes da destruição celular, promovendo condições ideais para o reparo do 

tecido lesado8. 

No caso da tendinite, a causa mais comum é o esforço exagerado de extensão 

sobre os tendões, responsável por 30% das lesões9, podendo ocorrer também à 

distensão das fibras de colágeno, que por não suportarem a tração mecânica, acabam 

apresentando rupturas parciais com desenvolvimento de intensa dor local, reação 

inflamatória e limitação funcional, que se não forem tratadas leva ao estado crônico da 

doença10, além da sobrecarga mecânica e esforços repetitivos, o próprio envelhecimento 

natural também contribuem para a degeneração do tendão11. 
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Figura 1. Tendinite em Tendão calcâneo (Aquiles) de humano (vista lateral). Fonte: 

Wikipédia.org 

 
 
 

1.2 Inflamação e Nocicepção 

 
 

A reação inflamatória é o mecanismo fisiopatológico básico em resposta a diversas 

doenças sendo representada por um conjunto de reações locais e gerais do organismo. 

Ela é composta por uma série de fenômenos complexos que se associam e se 

complementam, formando uma reação em cascata, que envolve células inflamatórias, 

como: neutrófilos, linfócitos e monócitos/macrófagos8. 

Durante a resposta inflamatória ocorre estimulação de mediadores químicos, 

conhecido como mediadores inflamatórios. Esses mediadores inflamatórios visam 

combater o agente agressor e eliminar produtos resultantes da destruição celular, 

promovendo condições ideais para a reparação do tecido lesado. Inicialmente, a defesa 

inata,  não   induzida,  objetiva   solucionar  o   problema   com   a   ativação   do   sistema 

complemento e pelos macrófagos residentes. No entanto, se o agente agressor não for 
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neutralizado nessa etapa de defesa inicial, uma segunda via de resposta é induzida: a 

esposta inflamatória aguda12. 

Durante a resposta inflamatória aguda observa-se: 1) Mudança de calibre e fluxo 

na microcirculação, que leva a uma vasodilatação arteriolar. 2) Aumento da 

permeabilidade vascular, que leva a formação de exsudato rico em proteínas e edema 

local. 3) Migração de leucócitos do sangue circulante para o local da lesão. Este leucócito 

tem a função decisiva no combate ao estímulo lesivo, não somente devido a sua função 

fagocitária, como também pela produção e liberação de mediadores químicos. 

O aumento da permeabilidade promove extravasamente de proteínas plasmáticas 

para o espaço intersticial que somando ao aumento de pressão hidrostática de filtração e 

pressão osmótica intesticial, leva a formação do edema. 

Em geral, as alterações do fluxo e do calibre vascular iniciam-se rapidamente após 

a agressão e se desenvolvem em velocidades variáveis que dependem da capacidade 

lesiva do agente irritante, das características do tecido afetado, da espécie animal e da 

coexistência de estados patológicos13. 

 

As prostaglandinas, produtos do ácido araquidônico por ação das enzimas 

ciclooxigenase, são mediadores lipídicos que desempenham importantes papéis no 

processo inflamatório e nociceptivo, e a interferência em sua síntese determina uma 

sensível redução nas alterações proporcionadas pela inflamação14. 

A inibição da síntese de prostaglandinas é o mecanismo de ação de muitos 

antiinflamatórios não-hormonais, sendo assim a PGE2 é um mediador inflamatório com 

importantes açõo no tendão. A cicloxigenase é a primeira enzima no caminho de 

conversão do Ácido Araquidônico em Prostaglandina. A produção de PGE2 via COX-2 é 

regulada nas regiões onde o processo inflamatório foi instalado e sua produção está 

diretamente ligada com a dor. 
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A nocicepção é um mecanismo de defesa do organismo, que alerta de que seus 

tecidos podem estar em perigo. A nocicepção envolve componentes sensoriais, 

comportamentais, emocionais e culturais15. 

O organismo possui um sistema de controle da nocicepção. Um dos locais que 

controlam essa nocicepção é o Tronco Cerebral. Existem várias formas que o organismo 

usa para inibir a nocicepção. Durante o estímulo nociceptivo, várias áreas são ativadas no 

cérebro. Substâncias são estimuladas e liberadas atuando em vários pontos do neurônio. 

Este sistema de controle ameniza a alodinia e permite uma reação mais adequada a 

nocicepção. A inflamação e a nocicepção, frequentemente seguem alguns padrões entre 

seus mediadores e substâncias liberadas16. 

Os Receptores Sensoriais, nos casos os Nociceptores, captam um sinal e  

traduzem em um estímulo elétrico (potencial de ação) que percorre por um neurônio até 

chegar na parte posterior da medula, passa do sistema periférico para o sistema central, 

interpretado pelo córtex como nocicepção17. 

No terminal do axônio, os receptores encapsulados, atravéz da estimulação de 

uma área, abrem os canais de sódio, graduado de acordo com o estímulo. Por exemplo, 

se o estímulo for pequeno como um corte na pele a entrada pelo canal de sódio também 

será pequena. Se o primeiro potencial de ação não atingir o limiar, os canais de sódio da 

fibra nervosa não se abrem18. 

Os receptores são encontrados em qualquer área do corpo humano e podem gerar 

alodinia nociceptiva tanto externamente quanto internamente. Temos como exemplo, a 

nocicepção externa, produzida em tecidos como a pele, cujo estímulo é captado por 

neuroceptores cutâneos. Existem 4 (quatro) etapas da nocicepção: Transdução, 

Transmissão, Modulação e Percepção19. 

Durante a fase de inflamação vários mediadores são liberados e estimulados, dos 

quais, podemos considerar e citar as Neurocininas 1, sendo a Substancia P uma das 

neurocininas de suma importância nesse processo, pois age como um neurotransmissor 
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que se liga ao seu receptor NK1 que estão diretamente relacionado com a alodinia 

nociceptiva, e evidenciam a participação da nocicepção na tendinite20. 

A Neurocinina Substância P é um Neurotransmissor neuropeptídeo, presente nos 

processos inflamatórios, e está diretamente envolvido na nocicepção. Pode ser 

encontrado tanto no sistema nervoso central quanto no periférico. Possui um grande 

número de funções, dependendo do receptor. Quando a inervação dos terminais nervosos 

da Substância P é danificada, as células pós-sinápticas compensam a perda aumentando 

a sensibilidade dos receptores pós-sinápticos. Essa condição, conhecida como 

hipersensibilidade por denervação, resulta em uma excessiva sensibilidade nociceptiva17. 

A Susbstância P tende a se ligar no receptor NK1 para facilitar a transmssão e 

sinais de nocicepção para o sistema nervoso central (SNC). Envolvidos nessa 

transmissão nociceptiva, conduz as comunicações entre as células nervosas (neurônios). 

A susbstância P está diretamente associada em dores e inflamação músculo-esquelética. 

Essa substancia tramita pelo fluido espinal (líquido encefaloraquidiano) pela medula 

espinal até chegar no córtex. A susbstância P tende a deixar as fibras-C menos tolerante 

a dor. Essas fibras C são prolongações delgadas dos neurônios, exatamente dentro do 

axônio, mais de 50% das fibras sensoriais são do tipo C. Sendo assim, os níveis 

aumentados de susbstância P aumentam a nocicepção17. 

 

Os receptores NK1 são distribuídos por todo o corpo, principalmente nas células 

endoteliais e quando ativados pela SP, podem atuar como mediador pró-inflamatório, 

aumentando a permeabilidade vascular e a migração leucocitária durante o processo 

inflamatório sendo também importante na nocicepção, pois atravéz dos receptores NK1 é 

realizada a manutenção da alodinia nociceeptiva. O aumento dos níveis de SP no líquido 

sinovial está diretamente relacionado ao aumento da temperatura intra-articular e na 

alodinia nociceptiva15. 
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1.3 Tratamentos para tendinite 

 
 

Os tratamentos para tendinite têm por finalidade a redução da inflamação, 

diminuição da alodinia nociceptiva e consequentemente melhora da função motora. Caso 

não se busque tratamento consequências como o aumento de determinadas enzimas, 

prolongando assim as fases inflamatória e proliferativa podem ocorrer, piorando a alodinia 

nociceptiva, favorecendo a deposição excessiva de tecido cicatricial, alterando algumas 

características como a redução da resistência em comparação ao tendão original e 

causando um prejuízo ainda maior na função motora21. 

Os antiinflamatórios não esteroidais são as drogas utilizadas com mais 

freqüência, como parte do tratamento inicial, principalmente na redução da dor22. Dentre 

os diversos tipos de drogas nesta classe, os inibidores específicos da enzima ciclo- 

oxigenase-2 (COX-2) tem apresentado efeito favorável no tratamento destes transtornos. 

No entanto, o impacto econômico das terapias para a melhora da tendinite com o uso de 

drogas antiinflamatórias é consideravelmente alto, devido aos custos da medicação, 

hospitalização e toxicidade destes agentes, principalmente com relação a efeitos  

adversos gastrointestinais e cardiovasculares23 com resultados pouco efetivos, levando a 

lesões recorrentes24. 

Vários métodos de tratamento para tendinite já foram testados, porém seus 

resultados e sua efiçãcia ficam distante das características de um tendão original e sadio. 

Consequentemente é necessário desenvolver novos métodos terapêuticos eficazes que 

evitem o processo inflamatório e de dor na tendinite25. 

Atualmente especialistas buscam técnicas que acelerem o reparo do tendão, 

controlando o processo inflamatório a nocicepçãor e possívelmente, restaurando suas 

propriedades mecânicas iniciais26. No entanto, mais pesquisas relacionadas ao reparo do 

tendão,   incluindo   o   estudo   da   redução   da   inflamação   e   da   reorganização  dos 

neurotransmisssores nociceptivos, conduzindo assim para uma melhora na sua função 
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mecânica, são necessárias para permitir o desenvolvimento de estratégias e tratamentos 

específicos para esta doença. Sendo assim, a investigação de novas terapias para 

utilização em tendinites, especialmente não farmacológica, assume papel de destaque na 

área da saúde e neste cenário. 

 
 

1.4 Fotobiomodulação 

 
 

Na última década, diversos trabalhos científicos ajudaram na compreensão dos 

efeitos fotobiomoduladores do laser de baixa intensidade em diversas patologias 

relacionadas ao processo inflamatório e no controle da dor. Porém, apesar de todas as 

investigações realizadas e do importante uso clinico da fotobiomodulação, o 

conhecimento de seu mecanismo ainda não foi totalmente esclarecido. 

 
O termo LASER, (Light Amplification by emission of radiation) quer dizer 

amplificação da luz pela emissáo estimulada da radiação, sendo que as características 

que definem a luz de uma lâmpada são: Monocromaticidade, colimação e coerência27. 

 
A coerëncia sendo uma das propriedades da luz laser, ao penetrar no tecido, esta 

propriedade se perde nos primeiros extratos da pele. Isto ocorre devido a grande 

variedade de estruturas celulares que compõe a pele28. Segundo esses autores, apesar 

da perda da coerência no interior dos tecidos, a irradiação ainda se absorve pelas células, 

gerando alterações no seu metabolismo tanto em tecidos superficiais como profundos29. 

 
Os lasers podem ser classificados em dois grandes grupos, os laseres cirúrgicos 

de alta intensidade (HLT - Hight Intensity Laser Treatment) e laseres não cirúrgicos de 

baixa intensidade (LLT – Low Intensity Laser Treatment). 

Em geral, quase todas as aplicações com HLT tomam por base os efeitos 

fototermicos e fotoablativos do laser no tecido, sendo usados para cortar, destruir, soldar, 
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remover tatuagens, entre outros efeitos. Em contraste, nas decadas de 60 e 70 os 

pesquisadores voltaram-se para as aplicações com LLT e essas se baseiam nas 

interações atemicas da luz laser com o tecido, produzindo afeitos de Biomodulação30. 

 
O tecido biológico apresenta pouca homogenidade do ponto de vista óptico, assim 

toda a radiação eletromagnética ao incidir sobre o tecido, se desdobra uma parte sendo 

refletida e a outra absorvida. A reflexão varia com o ängulo de incidência da luz e as 

propriedades ópticas da superfície do tecido. Alguns trabalhos comprovam que a reflexão 

da luz laser na pele apresenta 4-7%, quando esta for incidida forma perpendicularmente, 

variando para mais com a aplicação de pomadas, líquidos e secreção sebacea31. Entáo, 

de 93-97% da irradiação incidente na superfície penetra nos substratos subsequentes, a 

pele e na derme, encontrando substäncias com índice de refração diferente. Dessa forma 

os fótons vão se distribuir de acordo com a absorção de cada estrutura, pois a função 

fotorreguladora determina qual comprimento de onda de cada estrutura será capaz de 

absorver e com isso promover transformações na atividade funcional e metabólica da 

célula. 

 
A fotobiomodulação parece agir sobre organelas celulares (mitocöndreas e 

membranas), gerando aumento da sintese de ATP e modificando o transporte iônico. 

Dessa forma o laser, em curto prazo, acelera a glicolise e a oxidação fosforilativa e em 

longo prazo a transcrição e a replicação do DNA30. 

 
Acredita-se que a ação da fotobiomodulação sobre o tecido esta relacionado à 

possibilidade de inibição do aparecimento de fatores quimiotáticos nos estágios iniciais da 

inflamação, de interferir com o efeito dos mediadores químicos induzidos pela 

inflamação32, inibir a síntese das prostaglandinas33, além de inibir o esfíncter pré-capilar, 

atravez de mediadores químicos. 
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A terapia de fotobiomodulação no tratamento de diferentes doenças, com o 

objetivo de produzir um efeito anti-inflamatório e analgésico vem sendo bastante citado 

em diversas publicações de caráter científico, fazendo com que esta terapia já seja 

considerada como alternativa terapêutica para várias doenças34. 

 
É importante ressaltar que ainda pouco se conhece a respeito do mecanismo de 

ação da fotobiomodulação no processo nociceptivo, devido a isso muitas pesquisas ainda 

estão sendo realizadas, porém com resultados promissores. Até o momento, existem 

evidências que a fotobiomodulação pode reduzir a expressão de importantes mediadores 

pró-inflamatórios e aumentar a expressão de outros mediadores antiinflamatórios, 

reduzirem os mediadores responsáveis pela alodinia nociceptiva e melhorar a função 

mecânica. 

Diante de tantas pesquisas e trabalhos publicados, o estudo de alternativas 

terapêuticas como, por exemplo, a fotobiomodulação, representa um fator altamente 

relevante para o Sistema de Saúde. No entanto, o estabelecimento de parâmetros 

experimentais, com estudos relacionados à sua dosimetria e ao seu mecanismo de ação, 

nos diferentes marcadores de nocicepção e inflamação, se faz extremamente necessários 

no auxílio da utilização da fotobiomodulação de forma adequada e segura. 

Acredita-se que a ação da fotobiomodulacao sobre o tecido esta relacionada a 

possibilidade de inibição do aparecimento de fatores quimiotáticos nos estágios iniciais da 

inflamação, de interferir com o efeito dos mediadores químicos induzidos pela 

inflamação32, inibir a síntese das prostaglandinas20 alem de inibir o esfincterpre-capilar, 

através de medidores químicos. 

Estudos adicionais sobre o efeito da fotobiomodulacao sugerem que a resposta 

inflamatória pode ser normalizada ou reduzida pela ação fotoquímica da 

fotobiomodulacao, sugerindo uma ação seletiva da COX-2. Foram investigados os efeitos 

do laser de baixa intensidade em cultura de células e observaram que ocorreu a inibição 
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da sintese de PGE2 sugerindo ser este o mecanismo analgésico para dores músculo- 

esqueleticas33. Em estudos no processo de inflamação da tendinite, observaram redução 

da PGE2 plasmatico e PGE2 sinovial32, sugerindo que a fotobiomodulacao foi capaz de 

inibir os efeitos quimiotáticos dos estágios iniciais da inflamação ou podem interferir na 

formação de mediadores químicos derivados da cicloxigenase. 

Nos últimos anos, inúmeros estudos foram realizados para que a fotobiomodulacao 

seja considerada como alternativa terapêutica para varias doenças entre elas as doenças 

músculos esqueléticas como a tendinite. 

Estudos adicionais sobre o efeito antiflamatorio e analgesico da fotobiomodulação 

ainda se fazem bastante necesssarios e seu mecanismo de ação deve ser investigado a 

fim de compreender suas ações nos diferentes modelos experimentais em que vem sendo 

utilizados. 
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2 HIPÓTESE 

 
 

A fotobiomodulação poderia promover analgesia pela modulação no processo 

inflamatório, melhorando a dor através da alteração na expressão de neurocinina, 

alterando assim a manutenção da inflamação com melhora em parâmetros funcionais. 
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3 OBJETIVOS 

 
 

Estudar o efeito da fotobiomodulação na nocicepção após a indução da tendinite 

pela injeção de colagenase, investigando substâncias neurotransmissoras da dor, 

características histológicas e alodinia mecânica do tendão de ratos. 

 
 
 

3.1 Objetivos Específicos 

 
 

- Avaliar a siintese protéica de COX-2 e Neurocinia-1 (NK1) em modelo 

experimental de tendinite induzida por colagenase; 

 
 

- Observar a presença de infiltrado inflamatório a partir das análises histológicas do 

tendão de ratos em modelo experimental de tendinite induzida por colagenase; 

 
 

- Avaliar a interferência dos tratamentos farmacológico e de fotobiomodulação na 

alodinia mecânica dos tendões de ratos em modelo experimental de tendinite induzida por 

colagenase ; 

 
 

- Comparar os tratamentos utilizados entre fármacoterapia e fotobiomodulação em 

modelo experimental de tendinite induzida por colagenase. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

4.1 Animais 

 
 

Foram utilizados 32 ratos Wistar machos pesando entre 300 e 350g (+/- 60 dias 

de vida), com livre acesso a água e ração, provenientes do Biotério da Universidade Nove 

de Julho. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada e ciclo 

claro/escuro de 12 horas. Este protocolo experimental, de indução da tendinite pela 

injeção de colagenase, foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Nove de Julho AN0037/2013. 

 
 

4.2 Indução da Inflamação em Tendão Calcâneo de Ratos 

 
 

A indução da tendinite foi realizada em todos os animais exceto o grupo controle 

que apresentou tendão saudável, sem lesão. Os animais dos grupos lesionados foram 

anestesiados com injeção intraperitoneal de cloridrato de quetamina (90mg/Kg) e 

cloridrato de Xilazina (10mg/Kg). Em seguida, receberam 100 µl de injeção transcutânea 

de colagenase (1 mg/ml; Sigma Chemical Co, Cat. C-6885) na região posterior de ambas 

as patas, no tendão calcâneo. Após a indução da tendinite, os animais retornaram para as 

caixas de contenção e foram distribuídos em 4 grupos experimentais. Uma hora (1h) após 

a indução do processo inflamatório pela injeção de colagenase os animais dos grupos 

DIC e L3J foram tratados com diclofenado ou laser, respectivamente. Após 24h foi 

analisada a alodinia mecânica e os animais foram eutanasiados com hiperdose da mesma 

associação de anestésicos (cloridrato de quetamina 180mg/Kg e cloridrato de xilasina 

30mg/Kg) e o tecido do tendão foi então dissecado e removido para análise histológica e 

bioquímica. 
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Grupos 
Experimentais 

Controle (CTL) Tendinite 

Não Tratado 
(NT) 

Tratamento 
farmacológico 

(DIC) 

Fototerapia 
(L3J) 

4.3 Grupos Experimentais 

 
 

Os animais foram distribuídos em 4 grupos (fig 2) descritos a seguir: 
 

- Grupo 1: (CTL): Grupo controle. Animais com tendões íntegros (N=8). 
 

- Grupo 2: (NT): Tendinite induzida por colagenase no tendão calcâneo (N=8). 
 

- Grupo 3: (DIC): A lesão foi induzida e os animais foram tratados com injeção de 

Diclofenaco de Sódio (1mg/Kg) na região intraperitoneal, 1 hora após a indução da 

tendinite (N=8). 

- Grupo 4: (L3J): A lesão foi induzida e os animais foram tratados com laser de baixa 

intensidade (830nm; 3J; 100mW) pontual e perpendicular, no local da lesão (N=8) 

 
 
 
 
 

 
 

Figura 2: Grupos experimentais do projeto de pesquisa. 
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4.4 Aplicações da fotobiomodulação 

 
 

Após o processo de indução da tendinite pela injeção de colagenase, os animais 

receberam irradiações com Laser de baixa intensidade com comprimento de onda 830nm, 

com 100mW de potência (Thera Lase, DMC®), na região da lesão, em único ponto, 

perpendicular ao tecido, numa área de 0,028 cm² por contato, com energia de 3J, de 

acordo com o grupo experimental, em uma única irradiação durante 30 segundos 01 hora 

após a indução do processo inflamatório. O tempo de Irradiação e os parâmetros de 

irradiação foram os indicados no quadro abaixo: 

 
 
 
 
 

Comprimento 

de Onda (nm) 

Grupo Potência 

média de 

saída 

(mW) 

Densidade 

de 

potência ( 

W/cm2 ) 

Energia 

(J) 

Densidade 

de energia 

(J/cm2) 

Tempo 

por 

ponto (s) 

Área do 

feixe 

(cm2) 

830 L3J 30 3.5 3 107,14 30 0,028 

 
 

Quadro 1. Parâmetros do laser de baixa intensidade. 

 
 

4.5 Análise histológica: Observação da migração leucocitária no tecido tendineo 

 
 

Após os tratamentos e eutanásia, os tendões removidos foram mantidos em formol 

(10%). Em seguida passaram pelo processo de desidratação, diafanização, impregnação 

por parafina, cortes longitudinais, hidratação e montagem das lâminas histológicas. As 

lâminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e a região peritendínea foram 
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observadas e fotografadas com objetiva de 10X. Foi analisada a presença de infiltrado 

inflamatório. 

 
 

4.6 Análise da Expressão Protéica de COX-2 e NK1 por Western-Blotting. 

 
 

Após os tendões serem homogeneizados, o conteúdo proteico presente no 

sobrenadante foi determinado pelo método de Bradford (1976) empregado kit comercial 

(Bio Rad, EUA). 

Foram utilizados 25 ul da proteína presente nas amostras, separadas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida contendo Lauril Sulfato de Sódio (SDS-PAGE), 

conforme originalmente descrito por laemmli (1970). As bandas proteicas foram 

transferidas eletroforeticamente através de sistema submerso para ma membrana de 

nitrocelulose (Hybond-ECL, Amersham Pharmacia; 150 mA, 2 horas). 

Os sítios inespecíficos de ligação do anticorpo à membrana foram bloqueados 

mediante incubação da mesma com solução de caseína à 0,2%, preparada em tampão 

TBS+t (TRIS 20 mM + NaCL 137 mM contendo 0,1% de Tween 20). 

A seguir as membranas foram incubadas com os anticorpos primários específicos 

para Neurocinina 1 e após lavagem apropriada em TBS-t (6 lavagens de 10 mintos cada), 

as membranas foram incubadas com anticorpos secundários (anti-camundongo 

conjugado com fosfatase alcalina (1:3000; Bio Rad, EUA). 

As membranas foram submetidas a uma nova série de lavagens em TBS-t e as 

bandas imunoreativas foram reveladas por quimiluminescência (lumiphos, Pierce, EUA). 

As imagens foram captadas mediante sistema Chemilmager (Alpha Innotech, EUA) e as 

intensidades das bandas (como medida do grau de expressão da proteína) foram 

determinadas por análise densitométrica. Um controle da quantidade de proteínas 

aplicada em cada poço foi realizado corando-se a membrana com solução Ponceau 0,2%. 



32  

Os resultados de densitometria serão expressos em % em relação ao grupo controle 

(100%). 

 
 
 

4.7 Análise de Alodinia Mecânica 

 
 

Para a avaliação da alodinia mecânica, foi utilizado o teste de Von Frey que é um 

método para avaliar a sensibilidade tecidual ao estímulo mecânico. 

O experimento foi realizado com um algômetro de pressão eletrônico, que consiste 

em um transdutor de pressão adaptado a um contador digital de força expressa em 

gramas (g). O contato do transdutor de pressão com a região calcânea do animal é 

realizado atravéz de uma ponta descartável de polipropileno. 

Os animais foram colocados em caixas de acrílico durante 15-30 minutos para 

adaptação. O assoalho da caixa é feito de arame não maleável na forma de rede. As 

alterações nos limiares nociceptivos foram avaliadas exercendo-se uma pressão 

linearmente crescente na região calcânea do rato onde foi induzida a inflamação até a 

produção de uma resposta caracterizada de dor, normalmente a retirada da pata pelo 

animal. 

A intensidade de hipernocicepção é quantificada como a variação na pressão 

obtida subtraindo-se a media de três valores expressos em gramas observadas antes do 

procedimento experimental da média de três valores em gramas observado após a 

administração dos estímulos, que variam de acordo com o experimento. 

Foram realizadas leituras durante 3 dias antes da indução da tendinite, com 3 

valores de leitura em cada dia e de cada animal. No 4º dia foi realizada a indução da 

tendinite pela injeção de colagenase. Após 24hs da indução da tendinite e durante os 

proximos 3 dias, foram realizadas as leituras também com 3 valores de leitura de cada 
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animal por dia, Apos 7 dias de testes os animais foram eutanasiados para remoção dos 

tendões e análises histológicos e bioquímicos, descritos anteriormente. 

Desse modo foi avaliado o aumento da sensibilidade tecidual bem como a variação 

do limiar de alodinia de cada grupo experimental. 

 
 

4.8 Análise Estatística 

 
 

Os dados foram expressos pela media e seu respectivo desvio padrão. Todos os 

valores foram submetidos a analise de variância (ANOVA) com post-hoc Tukey-Kramer. 

Foi utilizado o programa GraphPad Prisma 5 para confecção dos gráfico e análises 

estatísticas. Foi considerado o nível de significância estatístico de p<0,05. 
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5 RESULTADOS 

 
 

5.1 Resultados Histológicos 

 
 

Foram analisados e comparados os tendões sadios e tendões 24 horas após a 

indução da tendinite em tratados ou não. Foi analisada a presença de infiltrado 

inflamatório na região peritendínea. 

Na figura 3, foi observada a presença de vasos sanguíneos, porém não foram 

encontrados infiltrados inflamatório. 
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Figura 3: Fotomicrografia de um corte longitudinal do tendão sadio de rato do grupo controle 

(CTL), Presença de vasos sanguíneos (V) na região peritendínea (PR). 100X. 

Figura 4 representa a fotomicrografia da região do tendão calcâneo do grupo 

tendinite sem tratamento (NT). Foi observado intenso infiltrado inflamatório e vasos 

sanguíneos aumentados em toda região peritendínea. 
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Figura 4: Fotomicrografia de um corte longitudinal do tendão rato, região peritendinea do grupo 

tendinite sem tratamento (NT). Presença de vasos sanguíneos (V) e neutrófilos (N) na região 

peritendínea (PR). 100X. 

 
 
 
 
 
 

A figura 5 representa a fotomicrografia de um corte longitudinal da região do tendão 

calcâneo de ratos do grupo tendinite tratado com diclofenaco de sódio (DIC). Foi 

observado regiões com presença de infiltrado inflamatório (N) e vasos sanguíneos (V) 

ainda aumentados na região peritendínea. 
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Figura 5: Fotomicrografia de um corte longitudinal do tendão calcâneo de ratos do grupo tendinite 

tratado com diclofenaco (DIC). Presença de vasos sanguíneos (V) e neutrófilos (N) na região 

peritendínea (PR). 100X. 

 
 
 
 
 
 

A figura 6 representa a fotomicrografia de um corte longitudinal da região do tendão 

calcâneo de ratos do grupo tendinite tratado com fotobiomodulação (L3J). Foram 

observadas poucas regiões com infiltrado inflamatório (N) e vasos sanguíneos (V) pouco 

aumentados na região peritendínea. 
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Figura 6: Fotomicrografia de um  corte longitudinal do tendão calcâneo de ratos  do grupo  

tendinite tratado com fotobiomodulação (L3J). Presença de vasos sanguíneos (V) e neutrófilos (N) 

na região peritendínea (PR). 100X. 

 
 
 
 

 
QUADRO 2. COMPARAÇÃO DAS FOTOMICROGRAFIAS CONFORME TRATAMENTO 

REALIZADO. 
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O  quadro   2 mostra a comparação das fotomicrografias entre os tratamentos 
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realizados. Na figura A (grupo controle), foi observada a presença de vasos sanguíneos, 

porém não foram encontrados infiltrados inflamatório. Na figura C (grupo tendinite) foi 

observado intenso infiltrado inflamatório e vasos sanguíneos aumentados em toda região 

peritendínea em relação ao grupo A. Na figura B (tratado com diclofenaco) foram 

observadas regiões com presença de infiltrado inflamatório (N) e vasos sanguíneos (V) 

ainda aumentados na região peritendínea em comparação as figuras A e C. Na figura D 

(tratado com laser) foram observadas poucas regiões com infiltrado inflamatório (N) e 

vasos sanguíneos (V), sugerindo uma melhora do processo inflamatório em comparação 

as figuras B e C. 

 
 

5.2 Resultados da Expressão Proteica de COX-2 

 
 

O gráfico da figura 7 mostra a expressão proteica da COX-2 em tendões calcâneos 

de ratos 24 horas (01 dia) após a injeção de colagenase. 

O grupo tendinite (NT) apresentou um aumento significativo na expressão de COX- 

2 quando comparado ao grupo controle (CTL). 

Ambos os grupos DIC e L3J apresentam uma redução na expressão de COX-2 

quando comparado ao grupo tendinite (NT), porém não apresentaram diferença 

comparados ao grupo CTL. 
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Figura 7.: Expressão protéica de COX-2. Técnica Western Blotting. Em (A) membrana representativa 

da expressão de COX-2 e B-Actina. Em (B) o gráfico com a densitometria dos valores das 

membranas. Grupos experimentais: (CTL) Grupo Controle, (NT) Grupo Teninite, (DIC) Grupo 

tendinite tratado com diclofenaco sódio, (L3J) Grupo tendinite tratato com Laser. * <0,01 VS CTL; ## 

<0,001 VS NT. Os valores estão representados pela Media+DPM. N=5 animais grupo. (*p<0,01 vs 

grupo controle). 

 
 
 

5.3 Resultados da Expressão Proteica de Neurocinina 1 (NK1) 

 
 

O gráfico da figura 8 mostra a expressão proteica da neurocinina 1 (NK1) em 

tendões calcâneos de ratos 24 horas (01 dia) após a injeção de colagenase. 

O grupo tendinite (NT) apresentou um aumento significativo na expressão de NK1 

quando comparado ao grupo controle (CTL). 
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Os grupos tendinite com tratamento (farmacológico ou laser) apresentam uma 

redução na expressão de neurocinina 1(NK1) quando comparado ao grupo tendinite (NT). 

 

 
 
 

 
Figura 8.: Expressão protéica de NK-1. Técnica Western Blotting. Em (A) membrana representativa 

da expressão de NK-1 e Tubulina. Em (B) o gráfico com a densitometria dos valores das membranas. 

Grupos experimentais: (CTL) Grupo Controle, (NT) Grupo Teninite, (DIC) Grupo tendinite tratado com 

diclofenaco sódio, (L3J) Grupo tendinite tratato com Laser. ** <0,001 VS CTL; ## <0,001 VS NT. 

 
 

Houve diminuição significativa da expressão da neurocinina 1 (NK1) no grupo 

tratado com laser (L3J) comparando com o grupo tratado com fármaco (DIC). 

O grupo tratado com fármaco (DIC) e o grupo tratado com laser (L3J) apresentam 

expressão de NK1 próximas quando comparado ao grupo controle. 
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5.4 Resultados da Alodinia Mecânica 
 

O gráfico da figura 9 mostra um aumento significativo na alodinia mecânica do 

grupo tendinite (NT) em relação ao grupo controle (CTL). 

Ao contrário, foi observada diminuição significativa na alodinia dos grupos tratados 

com fármaco (DIC) e grupo laser (L3J) em relação ao grupo não tratado (NT). 

Não foi observada diferença significante entre os grupos fármaco (DIC) e laser 

 

(L3J). 
 
 
 

 
 
 

 
Figura 9.: Gráfico da Alodinia mecânica. Valores expressos pela subtração entre a pressão 

Final e Inicial (Vfinal – Vinicial). Grupos experimentais: (CTL) Grupo Controle, (NT) Grupo 

Teninite, (DIC) Grupo tendinite tratado com diclofenaco sódio, (L3J) Grupo tendinite tratato 

com Laser. * <0,01 VS CTL. 
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6. DISCUSSÃO 

 
 

As doenças osteomusculares como a tendinite ocasionam um processo  

inflamatório acompanhado por dor, levando a limitações funcionais e afastamentos 

laborais, com importante impacto socioeconômico em diversos países5. Em geral, o 

processo doloroso é atribuído ao aumento do processo inflamatório e a presença de 

mediadores pró-inflamatórios com ações hiperálgicas. No entanto, pouco ainda se sabe 

sobre a ação da fotobiomodulação na alteração da hiperalgesia pela alteração na 

expressão de neurocinina1. 

Neste trabalho foi utilizado um modelo de indução de tendinite por injeção de 

colagenase nos tendões calcâneos de ratos. Também foi proposta a utilização de terapia 

farmacológica com o uso de diclofenaco de sódio ou pela terapia por fotobiomodulação 

com o uso de laser de baixa intensidade (830nm; 3 Joules de energia e 100mW de 

potência). 

Foram observadas que ambas as terapias utilizadas (farmacológica e fototerapia) 

reduziram a expressão de COX2 e NK1, além de reduzirem a alodínia mecânica. Também 

foi observada redução no infiltrado inflamatório em ambos os tratamentos. 

Ao analisar o infiltrado inflamatório, foi observado aumento em todos os grupos 

onde a tendinite foi induzida. No grupo NT o infiltrado inflamatório foi ainda mais intenso. 

Ao contrário, o grupo DIC e L3J apresentou redução do infiltrado inflamatório além de 

diminuição do calibre dos vasos sanguíneos na região peritendínea. É comum, durante o 

processo inflamatório haver o aumento de células inflamatórias além de aumento no 

calibre de vasos. Estas alterações estão relacionadas a defesa do organismo frente um 

processo lesivo35. 

Em  relacao  a  expressão  de  COX-2,  podemos perceber que  houve  aumento no 
 

grupo NT. No entanto, a expressão desta enzima foi reduzida em ambos os grupos 
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tratados (DIC e L3J). O aumenta da expressão gênica de COX-2 já havia sido 

demonstrado anteriormente e seria relacionado com o aumento do processo inflamatório, 

junto com a presença de outros mediadores inflamatórios como IL-1, IL-6, TNF-a5. A 

COX-2 também está relacionada com aumento na produção de prostaglandina E2 com 

ação direta no processo doloroso36. 

No entanto, o processo doloroso é amplo e complexo, estando relacionado a 

diversos mecanismos de ação, entre eles a alterações na condução de impulsos nervosos 

e receptores que facilitam esta transmissão. Neste contexto, algumas neurocininas como 

a substância P são importantes no aumento da hiperalgesia, pois se ligam aos receptores 

de neurocininas, facilitando a propagação do impulso37. 

Tambem foi abservado aumento na expressão proteica de NK1 no grupo NT. Ao 

contrário, houve redução da expressão desta subst.ância nos grupos tratados (DIC e 

L3J). 

O grupo tendinite (NT) apresentou um aumento significativo na expressão de NK1 

quando comparado ao grupo controle (CTL). Os grupos tendinite com tratamento 

(farmacológico ou laser) apresentam uma redução na expressão de NK1 quando 

comparado ao grupo tendinite (NT). Houve diminuição significativa da expressão NK1 no 

grupo tratado com laser (L3J) comparando com o grupo tratado com fármaco (DIC). Não 

houve alteração significativa entre os grupos tratados com fármaco (DIC) e grupo tratado 

com laser (L3J) comparado ao grupo controle. 

Algumas neurocininas como a NK1 é conhecida por promover a manutenção do 

processo inflamatório estando relacionadas diretamente com o aumento da dor38. 

Observamos que, tanto o tratamento farmacológico pelo uso do diclofenaco de sódio, 

como a fotobiomoldulação estariam promovendo efeito analgésico tanto por dificultar a 

manutenção do processo inflamatório, como por reduzir a transmissão do potencial de 

ação39. 



46  

Neste sentido, ao analisar a alodinia mecânica, foi observado que o grupo NT 

apresentou aumento da hiperalgesia, quando comparado ao grupo CTL. Novamente, 

ambos os tratamentos farmacológicos e a fotobiomodulação reduziram a hiperalgesia no 

teste de alidinia mecânica por vonfrey. 

Apesar da somatória dos resultados desta pesquisa indicar para um efeito 

analgésico da fotobiomodulação, é importante entender se os receptores de neurocinina 1 

também estariam sendo modulados pela fotobiomodulação. É importante ainda analisar 

outros mecanismos envolvidos no processo doloroso, como a via dos receptores opióides 

ou ainda se existe alterações na excitabilidade da membrana, o que facilitaria a 

propagação do impulso nociceptivo. 

Uma das características do processo inflamatório é a presença de dor provocada 

pela liberação local de mediadores pró-inflamatorios e de peptídeos como a susbstancia P 

que pode ligar-se ao receptor NK1 aumentando ainda mais a síntese de mediadores 

inflamatórios. O aumento dos níveis de substancia P está diretamente relacionado com a 

intensidade da dor e ativação dos receptores JK1 e na manutenção da hiperalgesia38. 

Nossos resultados mostraram um significativo aumento da expressão proteica de 

COX-2 e NK1 nos grupos com tendinite sem tratamento assim comparado a outros 

trabalhos5. Isso pode significar que durante o processo inflamatório intenso provocado 

pela injeção de colagenase nos tendões, ocorra um aumento da hiperalgesia e formação 

de dor. Ao contrario, os tendões onde o agente lesivo foi aplicado mas que receberam 

tratamentos farmacológicos ou irradiação laser, a expressão desta proteína foi reduzida. 

Tanto o diclofenaco de sódio quanto a irradiação laser são terapias conhecidas pelo seu 

efeito analgésico. Em nosso estudo , a fotobiomodulacao pode ter reduzido o processo 

doloroso, pela redução de NK1, mostrado na redução da expressão proteica. 

Outro fator importante, que possibilita uma melhor compreensão das alterações no 

processo inflamatório e na hiperalgesia foi o estudo dos níveis do mediador inflamatório 

Prostaglandina E239. 
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O mecanismo de ação na dor através da fotobiomodulacao ainda não foi totalmente 

elucidado, porem existe diversas pesquisas, como as citadas em nosso trabalho que 

sugerem que o laser possui efeito analgésico. 

Estas análises mostram o efeito da fotobiomodulação na melhora da dor. Porém 

existem outros fatores importantes que participam da dor, tornando assim necessário 

outros estudos para investigar o comportamento de outras enzimas e seus respectivos 

receptores para melhor entender os possíveis mecanismos da ação da fotobiomodulação 

no processo de dor. 
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7. CONCLUSÕES 

 
 

Podemos concluir que a fotobiomodulação (830nm, infravermelho) na energia de 3 

Joules e a terapia farmacológica, pelo uso do diclofenaco de sódio foram eficazes na 

redução da alodinia no modelo de tendinite induzida por colagenase em tendões 

calcâneos de ratos, atuando na diminuição tanto do processo inflamatório, como na 

hiperalgesia pela modulação da expressão de neurocinina-1 (NK1). 
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