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RESUMO

As dores ocasionadas pelas tendinopatias sao frequentes e dificeis de serem tratadas,
porém, existem diversas terapias para atenuar esse sintoma, onde hoje, a principal € a
farmacologica, com o uso de anti-inflamatérios e opidides, dependendo no nivel da dor,
porém, com conhecidos efeitos adversos no seu uso prolongado. O uso da
fotobiomodulacdo na modulagdo da dor € uma técnica promissora por apresentar efeitos
positivos no controle da dor, sem os efeitos adversos observados com o uso da terapia
farmacologica. O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar o efeito da terapia por
fotobiomodulacédo isolada e associada aos opidides na tolerancia a dor, em modelo
experimental de tendinite induzida por Colagenase. Metodologia: Foram utilizados ratos
Wistar machos pesando entre 300 e 400g, provenientes do Biotério da UNINOVE Comité
de ética N 23222117019. Os animais foram randomizados e distribuidos em 6 grupos, a
saber: Controle, com tendao saudavel (CTL) ou com tendinite induzida, sem tratamento
(NT); tendinite tratado com Fotobiomodulagdo (808nm, 3J, 100 mW) (PBM), tendinite
tratado com Cloridrato de Tramadol (Op); Tendinite tratado com fotobiomodulagdo +
cloridrato de Tramadol ( PBM+Op) e tendinite tratado com Naloxone e fotobiomodulagéo(
NL+PBM). Os animais foram anestesiados e a tendinite foi induzida com injegéo
transcutanea sobre o tendao calcaneo de Colagenase (100ug/animal). Apds a indugéo da
tendinite e dos diversos tratamentos, foi avaliada a alodinia mecéanica e entido os animais
foram eutanasiados e amostras de sangue e tenddo recuperadas para analises
histologicas e da atividade de MPO. Resultados: Foi observado que os animais com
tendinite e sem tratamento reduziram a tolerdncia a dor, bem como aumentaram a
presenga de infiltrado inflamatério no tecido tendineo, associado com o aumento da
atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO), além de reduzir a proporgao de colageno. O
grupo tratado com PBM promoveu aumento da tolerancia a dor, além de controlar os niveis
de MPO e a manutencéao de colageno proximo ao grupo saudavel (CTL). Da mesma forma,
o grupo tratado com Opidide aumentou a tolerancia a dor, porém, sem contribuir para a
manutengao dos niveis de MPO ou para a proporgédo de colageno. A associagdo da PBM
com Opidide, além de aumentar a tolerancia a dor, também reduziu os niveis de MPO e
manteve a proporcado de colageno proximo ao grupo saudavel. Por fim, os animais que
foram pré-tratados com Naloxona, um antagonista opidide e apdés 15 minutos receberam a

PBM, apresentaram redugédo da tolerancia a dor, aumento tanto nos niveis de MPO e



reducdo da proporgéo de colageno Conclusao: O tratamento com PBM associada ou néao
com tratamento opidide promoveu agdo analgésica e manteve a propor¢cdo de colageno
durante o processo inflamatério induzido. O efeito analgésico da PBM foi reduzido quando
utilizado antagonista opidide (Naloxona), sugerindo que a PBM pode ter agdao sobre

mecanismo opioide, no controle da dor.

Palavras-chave: Dor, Nocicepg¢ao, tendinopatias, fotobiomodulagao, Colagenase, Opidide e

Naloxone.



ABSTRACT
Pain generated by tendinopathies is frequent and difficult to treat, but there are several
therapies to alleviate this symptom, today, the most used is anti-inflammatory and when the
pain is very intense and disabling, patients are treated with opioids. These drugs are used
more frequently because they provide quick but momentary pain relief, presenting a risk
due to their adverse effects, causing severe signs and symptoms, even irreversible effects
on the individual's health. Therapy with Photobiomodulation appears to be a promising
therapy for pain modulation, because until now, no adverse effects have been observed
when compared to anti-inflammatories and opioids. The search for new therapies for the
treatment of pain assumes a prominent role in the health area. The aim of this study was to
evaluate and compare the effect of photobiomodulation therapy alone and associated with
opioids on the pain process, in an experimental model of collagenase-induced tendinitis.
Methodology: Male Wistar rats weighing between 300 and 400g, from the vivarium at
UNINOVE Ethics Committee N 23222117019, were used. The animals were separated into
groups: Control, with healthy tendon (CTL), Untreated tendinitis group (NT) Group treated
with Photobiomodulation (808nm, 3J, 100 mW) (PBM), group treated with Tramadol
Hydrochloride (Op), group treated with photobiomodulation + Tramadol hydrochloride
(PBM+Op) and group treated with Naloxone and photobiomodulation (NL+PBM). For
tendinitis induction, the animals in the groups were anesthetized and received a
transcutaneous injection of Collagenase (100ug/animal) in the posterior region of the right
and left paw, in the Achilles tendon. Eight hours after tendinitis induction, mechanical
allodynia was assessed using the Radal Selito method and euthanasia was performed to
remove the tendons for analysis, histology to check for inflammatory infiltrate and type |
collagen; mechanical allodynia and MPO activity. Results: Treatment with PBM reduced
MPO activity and maintained high collagen type | values. In mechanical allodynia, the group
treated with PBM showed high pain resistance with values similar to the PBM + Op groups.
The Op-treated group increased MPO activities and reduced type | collagen values. In
mechanical allodynia, it showed a slight decrease in pain resistance when compared to the
PBM and PBM + Op groups. The PBM + Op group showed similar values in mechanical
allodynia to the PBM group, a decrease in MPO activity when compared to the Op group
and a decrease in type | collagen. The NL + PBM group showed a decrease in pain
resistance, becoming similar to the group NT and increased MPO activity. Type | collagen



showed increased values when compared to the Op and PMB + Op groups. Conclusion:
Our results showed that photobiomodulation had analgesic actions similar to opioids, in
addition to decreasing MPO activity and preserving type | collagen in the tendon,
suggesting a protective action.

Keywords: Pain, Nociception, tendinopathies, photobiomodulation, Collagenase, Opioid and
Naloxone.
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1- Contextualizagao

1.1- Dor

A dor é definida pela Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como
uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada com uma leséo tecidual
real ou potencial. A sensac¢ao dolorosa tem um papel importante para o organismo pois &
um sinal de alerta para percepgédo de que algo estd ameacgando a integridade fisica do
organismo. '

Em 1996 houve a necessidade de que a sensagao algica fosse reconhecida como o
quinto sinal vital, por se tratar de um sintoma importante na detecgdo de alguma
anormalidade na saude de um individuo. Os profissionais de saude identificam e tratam a
dor como os outros sinais vitais, abordando e promovendo o tratamento adequado da
patologia e fornecendo conforto ao paciente. '-2

Entre as diversas fungdes do sistema nervoso, uma delas é fornecer informacdes
importantes sobre lesdes que s&o expressas por sensacgdes algicas, denominada como
nocicepgdo.? A dor é dividida em duas grandes classes: a dor nociceptivas, que é
resultante da ativacdo direta dos nociceptores em resposta a danos teciduais e a dor
neuropatica que € o resultado de uma lesdo direta do sistema nervoso periférico ou
central.*

Quando ocorre uma lesao tecidual, sdo liberadas substancias que promovem o
processo inflamatorio. Tais substancias estimulam terminagcdes nervosas livres que estao
proximas a essa lesdao. O reconhecimento e interpretacdo do estimulo doloroso envolvem
processos chamados de transdugdo, transmissdo e modulagdo denominando a
nocicepgao.?

Os neurdnios sensitivos sao do tipo pseudo-unipolar, com o corpo celular localizado
nos ganglios das raizes dorsais de onde partem duas fibras: uma para periferia formando
as terminagdes nervosas livres, os nociceptores e, a fibora emergente proximal, do corpo

celular que penetra na raiz dorsal da medula.?®
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Figura 1. Nocicepcao — Fonte: https://questoesdefisiocomentadas.wordpress.com/tag/dor-

nociceptiva/

Os nociceptores sao terminagdes nervosas livres que compdem os neurdnios, cuja
funcao é preservar a homeostasia tecidual e identificar uma lesao tecidual. A captacao do
estimulo doloroso esta organizada em uma cadeia de trés neurdnios: O de primeira ordem
que se origina na periferia e projeta-se para a medula espinhal, o neurbnio de segunda
ordem, que ascende pela medula espinhal e o neurdnio de terceira ordem, projeta-se para
o cortex cerebral.?®

Os neurbnios de primeira ordem sao classificados em trés grandes grupos devido
ao diametro, grau de mielinizagdo e velocidade de condugédo. As fibras sdo denominadas
como AP (beta), Ad (delta) e Fibras C. Fibras Ad (aferentes mielinizadas de baixo calibre)
desencadeando a dor rapida e reflexo de retirada frente ao estimulo doloroso e Fibras C,
(aferente amielinizada) desencadeando a dor lenta e mal localizada. Os estimulos

16



nociceptivos sao transformados em potencial de agdo no receptor de dor no nervo
periférico sensitivo e propagado ao sistema nervoso central (SNC), para entao ocorrer sua
integracao cortical e interpretado como dor. Quando os receptores sofrem alteragbes em
sua membrana, abrindo os canais de sddio, despolariza a membrana celular e deflagra o
estimulo e promove a sua propagagao. Os nociceptores sdo sensibilizados por substancias
algiogénicas liberados pelas células lesionadas que compreende em mediadores quimicos

incluindo substancia P 2°

Mastécito

\ Substancia P

0 ':. .y

Histomina 7 577 CORP |

Fibra C

o
Cc

o

- 3

o

2

o,

Q

0

Figura 2 — Mediadores implicados na sensibilizagao periférica resultante da inflamacao.

Puves et al. Neurociéncias 42 edi¢cao. Artmed, 2010.
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1.2- Receptores Opidides

Os receptores de peptideos opidides estado distribuidos por todo SNC, incluindo o
hipocampo uma das areas cerebrais de grande importancia no processo de memoria,
respostas ao estresse e recompensa. Essas areas estdo correlacionadas com a percepgao
do estimulo algico, modulagcdo de comportamento, regulagdo do sistema nervoso
autbnomo e fungdes neurodegenerativas, inibindo de maneira direta a transmissdo
ascendente das informagbdes nociceptivas provenientes do corno dorsal da medula
espinhal, suprindo as respostas nociceptivas na periferia na medula espinhal e no cérebro.
Sé&o trés tipos de receptores opioides: mi (u), delta (8) e Kappa (K) sendo todos eles
acoplados a proteina G. Os peptideos opidides sdo neurotransmissores e
neuromoduladores naturais da dor constituido o sistema de controle enddgeno que
constituem em trés grupos: Encefalinas seletivas para os receptores delta, dinorfinas,
seletivas para os receptores tipo kappa e as endorfinas a qual possuem uma grande
afinidade para os receptores delta e mi e baixa afinidade para os receptores kappa. 4° O
sistema de modulagdo opidides nao € exclusivamente central, esse sistema apresenta
componentes periféricos e foram encontrados em macréfagos, mastécitos e nas fibras

sensitivas que inervam os nociceptores. 48

Acredita-se que o efeito analgésico dos opidides na dor inflamatéria seja
desenvolvido pela ativacdo dos receptores p k &, no processo inflamatoério e é liberado
diversas substancias, dentre elas, as prostaglandinas, que ativam a adenilciclase via
proteina G causando uma sensibilizacdo do nociceptor. A ativacdo dos receptores
interrompe esse processo pela ativacdo da proteina G inibitéria, prevenindo a
sensibilizagdo de nociceptores. Estudos elucidam que os receptores MOR que medeiam a
analgesia periférica estejam situados em neurdnios simpaticos e impecam a liberagédo de
mediadores téxicos, essas observagdes justificam os efeitos positivos na administracao de
morfina intra-articular no pds-operatdrio de cirurgias ortopédicas #4. Os Inter neurénios que
expressam as Encefalinas e as dinorfinas inibem pré-sinapticamente a liberagdo de
glutamato e substancia P, a partir do aferente nociceptivas primario interagindo com os

receptores p k 8. 49
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7

A via inibitéria descendente provavelmente € um local importante de acdo para
analgésicos opioides. A area cinzenta periaquedutal (CPA) é particularmente rica em
neurdnios contendo Encefalinas. Os Inter neurénios no corno dorsal liberam GABA que inibe
a transmissdao pelos terminais primarios aferentes. Uma outra via conhecida é a
noradrenérgica, que apresenta efeito inibitorio semelhante sobre a transmiss&do no corno
dorsal, surpreendentemente, os opioides inibem esta via em vez de ativa-la. 76

Apos a descoberta e caracterizagdo anatdbmica e bioquimica do sistema enddgeno
na modulagdo da dor, surgiram inumeras investigagcdes na tentativa de esclarecer a
farmacologia deste importante sistema de modulagdo da dor, visando principalmente o
emprego de novos farmacos de maior seletividade e potencialidade analgésica e os

opidides estdo nesse grupo com grande expans3o até os dias atuais *°.

1.3- Tendao

Sao estruturas anatdmicas interpostas entre os musculos e ossos formados por
tecido conjuntivo, fibras de colageno do tipo |, se entrelagam para permitir as forgas
geradas pelos musculos para os 0ssos, tornando possivel a movimentag&o articular.”

Compostos por tecidos conectivos e constituidos de fibras de colageno, células e
matriz extracelular, uma substancia rica em proteoglicana, essas estruturas permitem que
os tenddes resistam e transmitem grandes forgas entre os musculos e 0s 0ssos, mas sao
propensos a lesdes agudas e cronicas devido a movimentos bruscos e repetitivos 7'-

Quando os tenddes sdo lesionados, o corpo inicia um processo de reparacao
envolvendo as fases de inflamacao, proliferacao e remodelamento. A Inflamacgao inicia-se
imediatamente apos a lesdo, sendo uma resposta natural do organismo por responder ao
trauma lesivo e € um pré-requisito para que o reparo se inicie. Esse processo ativa
mediadores no local da lesdo, entre tantas, as cininas que provocam os cinco sinais
cardinais da inflamacao que sao, dor, rubor, calor e edema, além de estimular a producéao

de prostaglandinas que esta intimamente ligada a dor. 72
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Estrutura do Tendao
Tendao Felxe

terciario de fibras

Feixe
secundario de fibras
(fasciculo)

Feixe
primario de fibras /'
(subfasciculo) [

Fibras de
colageno

Endotendao

Figura 3 — Estrutura do tendao. Fonte: SHARMA, MAFFULLI. Tendon injury and
tendinopathy: healing and repair. The Journal of Bone & Joint Surgery, v. 87A, n. 1, p. 187-
202, 2005b.

As tendinopatias tém sido consideradas um grande problema de saude publica na
maioria dos paises industrializados, estatisticas dos servicos de saude publicos e privados
no Brasil comprovam que as lesdes por esforgos repetitivos (LER) estdo em um lugar de
destaque entre a demanda da populagdo. O crescimento dos atendimentos a pacientes
com LER, esta relacionado com a dor e tem sido pauta do ministério da saude. Em 2002 o
Ministério da Saude (MS) instituiu no ambito do sistema unico de saude (SUS) o programa
nacional da assisténcia a dor e cuidados paliativos, através da portaria GM /MS n 19 de 3
de janeiro de 2002 e relata que de 75 a 80 % dos atendimentos nos hospitais sao de
origens algicas, além de ser a principal causa de elevagao de absenteismo nas empresas,
licengas médicas prolongadas, aposentadorias por doengas crénicas, indenizagdes
trabalhistas e baixa produtividade.”®

A procura do tratamento esta relacionada a dor limitante que a tendinite causa e os
principais farmacos administrados sao os anti-inflamatérios néo esteroidais (AINES) e em
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casos mais intensos os opiodides, porém seus efeitos adversos sao preocupantes podendo
causar problemas irreversiveis a satde do individuo.’

A Fotobiomodulagéo por ser uma terapia ndo invasiva esta em evidéncia em muitos
estudos devido a modulagdo da dor, no entanto ndo existem muitos trabalhos que

elucidam as vias analgésicas que proporcionam o alivio da dor rapida.”

1.4- Tendinite
A tendinite, uma das causas de tendinopatia € uma alteragdo na saude do tendao
devido ao um processo inflamatorio agudo, geralmente frequentes e dificeis de serem
tratadas, especialmente quando consideramos o tend&o calcaneo, o patelar e o do
cotovelo onde a cronificagdo destas doencas € comum, incapacitando desde atletas até

pessoas que exercem atividades laborais de repeti¢éo. 2°

/4

.

Figura 4 — Tenddes de Membros inferiores- https://drfernandooliveira.com.br/ruptura-do-

tendao-de-aquiles/
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Além da sobrecarga mecanica podem ocorrer processos lesivos repentinos, assim
como o proprio envelhecimento natural que também contribuem para a degeneracdo do
tendao. 7

No caso da tendinite, a causa mais comum é o esforco exagerado de extensao
sobre os tenddes, responsavel por 30% das lesbes 8, podendo ocorrer também a distensdo
das fibras de colageno, que por ndo suportarem a tragdo mecanica, acabam apresentando
rupturas parciais com desenvolvendo de intensa e dolorosa reacao inflamatdria local,
contribuindo para a degradacédo de colageno e outras deficiéncias teciduais, que se nao

forem tratadas leva ao estado crénico da doenga.'”

\
VoY

Absorcao de - \
Impacto

Flexao
Plantar

Figura 5: Impacto no Tendao calcaneo. https://www.clinicaecirurgiadope.com.br/artigo?c=13

Com o processo inflamatério cronico, ocorre o remodelamento da bainha tendinea e
do tecido sinovial, enchendo o espaco sinovial de células inflamatdrias, essas alteragoes
no tecido conduz a um disturbio maci¢co do tendao reduzindo sua funcionalidade além de
potencializar a migragao do processo inflamatério para estruturas vizinhas, como ossos e

cartilagens iniciando um quadro pré-artritico. 3°
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O desenvolvimento de novos tratamentos e terapias para a tendinopatia sédo tao
importantes quanto a prevengao da doenca e existe a necessidade de definir inteiramente

a etiologia da patologia do tend3o. 3°

1.5- Colageno

O colageno é uma proteina que constitui a matriz extracelular do tecido conjuntivo.
Suas fibras organizadas de caracteristica insoluvel proporcionam maior forga ténsil dando-
Ihe a maior fungédo principal de tensor dos tecidos conjuntivos. Compde cerca de 25 a 30%
das proteinas de um organismo e seu desenvolvimento comega no periodo embrionario.

Uma das fung¢des dos fibroblastos presente no tendao, € a sintetizagao de colageno,
através da cadeia polipeptidica individuais, chamadas de pr6 colageno, essas moléculas
precursoras, apos a sua liberacdo para o meio extracelular, passam por um processo de
clivagem através da interacdo com as enzimas de Colagenase, formando moléculas de
colageno. Essas moléculas se polimerizam formando as fibrilas e consequentemente se
agregam formando as fibras de colageno. As fibrilas de colageno sao longas e cristalinas
e em tenddes, as fibrilas e fibras sdo altamente alinhadas, o que confere alta resisténcia
mecéanica para forgas de tracido.'?

O colageno do tipo | é a forma predominante nos tenddes e representa cerca de
90% dos colagenos existentes nos seres vivos. Sua arquitetura de fibrilas estriadas
agrupadas com fibras de colageno favorece a resisténcia e capacidade ténsil.'®

O colageno do tipo Il € denominado de fibrilas reticulares onde sua maior fungéo &
a de sustentacdo de 6rgaos expansiveis, como, por exemplo 0s vasos sanguineos e o
sistema gastrointestinal, devido a sua caracteristica mais fina € menor proporcgao ténsil. No
processo de cicatrizacdo é esse tipo de colageno que podemos encontrar com maior
proporgao sendo de extrema importancia na recuperacgao de feridas cirurgicas.’?

A distribuigao dos tipos de coladgeno em um tecido depende da especificidade e do
tamanho das fibrilas de colageno composto nesse tecido. Nos tenddes os colagenos mais
predominantes s&o do tipo | e tipo Ill, sendo o do tipo | em maior quantidade. '°

O tendao, apds uma lesdo, apresenta alteracbes na sua propriedade mecanica
devido a degradagéo do colageno presente no tecido. O processo de reparagao torna-se o
principal objetivo para que as fung¢des sejam recuperadas. O remodelamento da matriz é
um fator importante para a restauragéo da funcgao ténsil deste tenddo. '3
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A degradagédo do colageno se torna possivel devido a agdo de mediadores quimicos
presentes no processo inflamatério. Esse processo € mediado pela Colagenase especifica
e sérica controladas por células inflamatérias, endoteliais e fibroblastos. 2

No processo de reparo tecidual do tenddo os colagenos do tipo | e Il sao
sintetizados para promover tal fendbmeno. As fibras de colageno do tipo Il por serem finas
e extensiveis possuem uma habilidade mais rapida de ligagdes transversais durante o
processo de cicatrizagdo promovendo assim uma estabilizagdo no local da lesdo, porém
pode causar uma diminuigdo na resisténcia a tracdo do tecido. Durante o processo de
cicatrizagdo o colageno do tipo Ill € substituido pelo colageno do tipo I, devolvendo ao
tenddo sua caracteristica ténsil, porém essa transicdo entre os colagenos influencia a

caracteristica do tenddo. 1

1.6- Processo Inflamatério no Tendao

Em geral, a resposta inflamatéria visa combater o agente agressor e eliminar
produtos resultantes da destruigao celular, promovendo condi¢gdes ideais para o reparo do
tecido lesionado '° e os tenddes apresentam maiores risco de ruptura, quando uma forga é
aplicada de forma rapida e indireta, como exemplo, as contragées musculares, durante o
exercicio excéntrico.” Estas rupturas resulta em hemorragia de arteriolas e capilares locais
e formacao de hematoma no seu interior, podendo estender-se para o paratendao. O
resultado imediato é a deposicao de fibrina, que atrai neutrdéfilos para a regiao, a congestao
e acumulo de fluidos no local da agressao levando a uma isquemia tecidual e morte celular
progredindo para uma necrose tecidual, de acordo com o grau de comprometimento
vascular.3

O processo inflamatério nestes tecidos tem gerado controvérsias devido a sua
atipicidade relacionada a baixa vascularizacao dos tenddes. Na porcao central do tendéo,
grandes vasos formam plexos vasculares menores atingindo as bainhas sinoviais e
fornecendo suprimento sanguineo para o epitenddo, mesotenddo e endotenddo.?® No
entanto, existem algumas regides do tendado onde este suprimento € comprometido. Assim,
determinados fatores, tais como, o envelhecimento associado a presenga de cargas
mecanicas pode comprometer ainda mais este suprimento, reduzindo em até 20% o fluxo

sanguineo no tend3o."
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Inflamacao do
Tendao de Aquiles

Figura 6 —https://www.centraldafisioterapia.com.br/tratamentos/fisioterapia-desportiva-

tendinite-de-aquiles/ - Imagem do Tendao Inflamado.

O recrutamento de células fagocitarias para o sitio de injuria promove a liberagao
local de substancias pro-inflamatdrias, citocinas que possuem propriedades tréficas,
miogénica e quimiotaticas. Destas citocinas as mais importantes sao as interleucinas ( IL-
1,IL-2, IL-6 e IL-8) e o fator de necrose tumoral ( TNF) por produzirem as respostas pro-
inflamatdrias, mobilizagao, ativagao de leucécitos polimorfonucleares e indugao da enzima

ciclo-oxigenase27- 3647

1.7- Mediadores inflamatérios nas tendinites
O &cido araquidbnico (AA) é o principal precursor de eicosanoides, componente
basico de todas as células presentes nos fosfolipidios de membrana celular que sao
liberados devido a atividade de varias enzimas e de estimulos quimicos ou mecanicos,
promovendo sua liberacdo e consequente metabolizacao, tais estimulos ativam receptores

de membrana, acoplados a uma proteina regulatéria ligada a um nucleotideo guaninico
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(proteina G) e a partir dessa ligagao a fosfolipase A libera o (AA) que quando metabolizado
forma as prostaglandinas (PGs); tromboxanos e leucotrienos (coletivamente denominados
prostandides), pela agéo da ciclooxigenase dos tipos 1, 2 e 3 (COX1 COX 2 E COX3).?”

A ciclooxigenase 1 (COX-1) denominada como citoprotetora, é expressa por células
que regulam funcgdes fisiologicas e estdo presentes na protegdo de diversos 6rgaos como
mucosa gastrica, agregagao plaquetaria, rim, pulméo, utero etc. A COX-2 considerada
essencial, sua expressao fisioldgica esta presente em tecidos cerebrais, pulmonar e renal,
mas atua predominantemente no local de inflamagéao, sua indugéo resulta na produgao de
prostaglandinas (PGE2) que esta diretamente ligada a dor, pois ativam os nociceptores,
facilitando a transmissédo dolorosa e consequentemente o quadro de hiperalgesia primaria
(no local da lesdo) e secundaria (nos tecidos ao redor da leso). 2526:27

As prostaglandinas s&o sintetizadas a partir do acido araquiddnico, por estimulos
nas membranas celulares, que podem ser de natureza fisiologica, farmacoldgica ou
patolégica aumentando a sensibilidade das terminag¢des nervosas, interferindo na
alodinia.?®

A IL-1 é primeiramente produzida por macréfagos e mondcitos, assim como por
células ndo imunolodgicas, tais como fibroblastos e células endoteliais ativadas durante a
lesdo celular, invasdo e inflamacdo. A IL 1 B é expressa em neurdnio nociceptivo do
ganglio da raiz dorsal e produz inflamagao sistémica através da ativacdo da COX 2
formando a PGE2 no hipotalamo anterior, causando febre além de produzir substancia P,
oxido nitrico e moléculas de adesao endotelial tendo uma importancia no desenvolvimento
e manutencao da dor pds-operatoria. 27

A IL-6 é uma glicoproteina secretada por muitos tipos de células, como macroéfagos,
monadcitos, eosinofilos, hepatdcitos e da glia induzida potentemente por TNF-a e IL-1 como
demonstrado na figura 1. E uma citocina pré-inflamatéria e uma das mais precoces e
importantes mediadoras de indugao e controle da sintese e liberacdo de proteinas de fase
aguda pelos hepatécitos durante um estimulo doloroso, como trauma, infecgao, cirurgia e
queimadura. Promove maturacado e ativacdo de neutréfilos, maturacdo de macréfagos e
diferenciacdo/ manutencéo de linfocitos T. 26 Apos a lesdo, a concentragdo de IL-6 no
plasma sao detectaveis em 60 minutos, com pico entre 4 e 6 horas, podendo persistir por

10 dias.?®
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A IL-10 é um polipeptidio n&o glicosilado sintetizado em células imunoldgicas e
tecidos neuroendécrinos e neurais. Essa citocina inibe citocinas pré-inflamatérias,
principalmente TNFa, IL-1 e IL-6 estimulando a produgdo enddgena de citocinas anti-
inflamatoérias aumentando a proliferacdo de mastoécitos impedindo a produgédo de IFNy
controlando o processo inflamatorio.2?

A Substancia P é a principal neurocinina liberada no processo inflamatorio é um
neuropeptidio e atua como um neurotransmissor, neuromodulador ou fator tréfico por meio
da ligacdo aos receptores neurocinina-1 (NK1). Este neuropeptidio pode ser sintetizado
nao somente pelos neurdnios sensoriais, mas também por células imunes e outras fontes
nao neurais, e quando liberadas pelas terminagdes nervosas periféricas agem nos
receptores (NK1), desencadeando alteragdes intracelulares envolvidas em diversos

mecanismos dentre eles, a transmiss&o da dor.38

A nocicepg¢ao, um componente do processo inflamatério, esta intimamente ligada ao
extravasamento plasmatico e com a ativagao de neutréfilos podem aumentar os niveis de
SP que regulam a transcricao e liberacdo de TNF — a, ajudando na ativacdo dos seus

receptores 4’.

A SP é biologicamente ativa em concentragdes extremamente baixas e participa da
patofisiologica de doengas inflamatérias do sistema respiratorio, gastrointestinal e
musculoesquelético. No SNC, acredita-se que a SP participe de varias respostas
comportamentais, na regulacdo da sobrevivéncia e degeneracdo neuronal, na funcao
cardiovascular, respiratéria e na ativagao do reflexo emético. Na medula espinhal, a SP
participa na transmissdo de estimulos nociceptivos e modula reflexos autonémicos. Na
periferia, a SP esta localizada nos neurbnios sensoriais primarios e neurbnios intrinsecos

dos tratos gastrointestinal, respiratério e geniturinario 4°.

A SP estimula a liberacdo de endorfinas em baixas doses, mas em altas doses,
excita diretamente os neurbnios no cérebro, provocando hiperalgesia. O papel anti-
nociceptivo da SP ja foi confirmado no SNC e no SNP. No SNC o efeito analgésico esta
associado principalmente com padrdes opidide- dependentes, embora outros estudos
tenham demonstrado o envolvimento do GABAAR (receptor de GABAA) e receptores de

glicina na lamina V da coluna espinhal.4®
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Os receptores NK1 sao distribuidos por todo o corpo, principalmente nas células
endoteliais e quando ativados pela SP, podem atuar como mediador pré-inflamatdrio,
aumentando a permeabilidade vascular e a migragdo leucocitaria durante o processo
inflamatério. 3° Sao acoplados a proteinas G e que sinalizam os efeitos da SP, sendo
expressos em varias células como linfécitos T e B, mondcitos, macrofagos e neutrofilos

durante o processo inflamatério ou imunolégico. 33

A degranulacdo de mastacitos, liberam histamina, que por sua vez amplifica ainda
mais 0s processos vasculares e ativa nociceptores. Os linfécitos, granulécitos e
macrofagos possuem receptores para SP e essas células podem ser estimuladas a
produzir citocinas. Os macréfagos estimulados pela SP produzem os mediadores
inflamatorios PGE2 e tromboxanos, assim como as citocinas pro-inflamatérias IL- 1, IL-6 e
fator de necrose tumoral (TNFa). Todos estes eventos moleculares sustentam a sintese e
a liberagcdo de novas moléculas de SP, perpetuando assim este ciclo vicioso. Além disso,
estes mecanismos néo envolvem apenas as fibras no local do dano tecidual, mas também
se estendem para tecidos circundantes que nao foram danificados, onde provocam uma

hiperalgesia secundaria. 4°

1.8- Mieloperoxidase (MPO)

Os neutroéfilos sdo as células fagociticas que geralmente sdo as primeiras a serem
ativadas na defesa pelo sistema imunoldgico inato contra infecgbes, estas células sdo de
curta duragao, totalmente diferenciadas, cuja principal fungéo € encontrar, ingerir e destruir
uma grande variedade de agentes patogénicos invasores. Para realizar suas funcoes,
fagocitam patégenos e com o compartimento fagolissosomal formado pela fusao do
fagossomo com os granulos intracelulares, liberam varios componentes bactericidas, como
diversas enzimas e espécies reativas de oxigénio (ERO). Os Neutrofilos contém pelo
menos trés tipos diferentes de granulos, destacando-se o granulo primario, também

conhecido como granulo azurdfilo. 3351

A Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima que desempenha papel fundamental nos
mecanismos bactericidas dos mamiferos, sendo encontrada principalmente em leucdcitos
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polimorfo nucleares dos neutrofilos. A MPO esta diretamente relacionada com os
mecanismos bactericidas dependentes de 02, sendo catalisadora do processo de
formagdo de radicais altamente reativos como o &acido hipocloroso (HCLO™) e ions
halogénicos, constituindo, portanto, importante mecanismo de defesa contra

microrganismos patogénicos.3®

Embora a geragdo de oxidantes pela MPO seja benéfica em termos da resposta
imunitaria, existem evidéncias consideraveis de que a estimulagdo inapropriada da
formagao de oxidantes por esta enzima, podem resultar em danos nos tecidos afetados. A
MPO liberada no meio extracelular, através de neutréfilos mortos ou altamente estimulados
em condigdes patologicas de inflamacdo, € capaz de exercer uma atividade oxidante
prejudicial sobre as células e os tecidos vizinhos. A avaliacdo da atividade da MPO é
crucial para entender seus efeitos na inflamacao, estudos recentes utilizando modelos
animais de varias doencgas inflamatérias, demonstraram que a deficiéncia de MPO resulta
no exagero da resposta inflamatoéria e afeta as fungdes neutroficas, incluindo a producéo

de citocinas.*®

1.9- Tratamento
Em virtude de sua ocorréncia, do custo do tratamento, da reducéo da funcionalidade
laboral e do desencadeamento de co-morbidades, as tendinopatias necessitam de
recursos financeiros consideraveis, direcionados ao acompanhamento da saude dos
individuos portadores destas patologias, principalmente nos casos em que a incapacidade
no trabalho persiste além do tempo médio para o retorno as atividades laborativas,
tornando-se um grande problema socioeconémico onde as intervengdes médicas e

terapias para a reabilitagdo sdo ainda limitadas 27 30

Existem diversas terapias para modular o processo de cura dos tenddes, mas ainda
nenhuma foi considerada mais consistentemente efetiva, devido a génese das
tendinopatias ser complexa e multifatorial. Essa é mais uma razdo que torna urgente
melhorar a compreenséo da fisiologia dos tenddes. 58 Os principais objetivos do tratamento

das tendinites sao: redugao da dor, prevencao da recorréncia e retorno as atividades
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recreativas ou laborais. A falha dos tratamentos conservadores, levam a intervencao

cirurgica para excisao do tecido tendinopatico e reparagao da ruptura do tendao 8.

As terapias mais comuns e usuais sdo as medicamentosas, tanto com os anti-
inflamatdrios nao esteroidais (AINES) e com os opidides *°. Os AINES conhecidos pela
humanidade por mais de cem anos, sdo agentes farmacoldgicos mais utilizados na pratica
médica, pois apresentam um amplo aspecto de indicagbées, como: analgesias, profilaxia de

doengas cardiovasculares, antipirético e diminuicdo do processo inflamatorio. &

1.10- Opioides

A dor é uma experiéncia unica e individual, modificada pelo conhecimento prévio de
um dano que pode ser existente ou presumido, portanto, em qualquer situagcéo a dor € o
que o individuo refere e descreve e os opidides permanecem como os farmacos mais
efetivos e mais comumente utilizados no tratamento de dores moderadas a intensas 4°.

Os analgésicos “classicos”, notavelmente opidides e anti-inflamatérios né&o
esteroidais (AINES), tém suas origens em produtos naturais que vém sendo utilizados ha
séculos. O opio, substancia original desse grupo farmacoldgico, € extraido da papoula,
nome popular do Papaver somniferum, uma das muitas espécies da familia das
Papaveraceas, que se caracteriza por apresentar folhas solitarias. O termo opiaceo refere-
se aos compostos relacionados estruturalmente com os produtos encontrados no 6pio.*’

Os opidides sao classificados em naturais, onde a substancia é extraida diretamente
da folha; os semissintéticos que sao resultado da modificacdo parcial da substancia natural
e os sintéticos que séo produzidos em laboratérios. 3

O alivio da dor gerado pela morfina é relativamente seletivo, diferentemente dos
anti-inflamatérios que se limitam pela dose maxima administrada para obter os efeitos
analgésicos, porém o aumento da dose dos opidides esta associado aos efeitos colaterais
que eles produzem incluindo sedacdo, confusdo mental, nduseas e vomitos, depressao
respiratdria, retengdo urinaria e dependéncia .

A terapia medicamentosa € importante para o bem-estar social, sua utilizagao pela
populagao brasileira é alta e influenciada por varios fatores fisioldgicos e fisiopatoldgicos e

0 uso correto e com acompanhamento médico ocasiona o aumento e melhora da
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expectativa de vida da populagéo “3. As terapias mais utilizadas para a diminuigdo da dor
ocasionado pelas tendinites s&do os opidides, porém seus efeitos colaterais sao

indesejaveis podendo causar danos irreversiveis °.

A automedicagéao é definida pela Organizagdo mundial de saude como a selegdo e o
uso de medicamentos sem prescrigdo ou supervisdo de um médico ou dentista de forma
indiscriminada e € um fendmeno mundial onde o individuo procura um tratamento
medicamentoso para reduzir ou curar algum sintoma e/ou patologia, desconhecendo os

efeitos adversos e as doses limites recomendadas. 3

Os opidides produzem alteragdes de humor, incluindo o controle da ansiedade,
euforia e disforia. Individuos com dor crénica que utilizam opidides referem inicialmente
uma melhora da depressdo, porém leva a exacerbagdo dos sintomas apds algumas
semanas de uso prolongado de opiodides 0.

A depressao respiratoria € o efeito adverso mais sério que os opidides produzem
doses terapéuticas de morfina, por exemplo, deprimem todas as fases da atividade

respiratéria (frequéncia, volume minutos e volume total) 4.

1.11- Cloridrato de Tramadol

O cloridrato de Tramadol € um analgésico da classe dos opidides, um agonista puro
nao seletivo dos receptores opidides: m (mi), d (delta), k (kappa), com uma afinidade maior
pelo receptor Mi, sua agao é de nivel central e outros mecanismos de agédo sao descritos
na literatura, como a analgesia via inibicdo da recaptagdo neuronal de noradrenalina e

aumento da liberagéo de serotonina 62,

Quando comparado aos efeitos da morfina, o cloridrato de Tramadol apresenta
efeitos colaterais de menor intensidade. O farmaco nao apresenta efeito depressor do
sistema respiratério, a motilidade gastrointestinal € menos prejudicada e os efeitos

deletérios do sistema cardiovascular apresentam-se de forma leve. 62

A substancia atravessa a barreira placentaria e hematoencefalica, apresentando
pequenas quantidades no leite materno. Apds administrado sua absorcao é rapida e seu
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pico de acdo €& de aproximadamente 45 minutos, atingindo uma biodisponibilidade de
100%. A excrecdo € via renal em aproximadamente 6 horas apds a administragdo. Em
pacientes idosos e com deficiéncias renais e hepaticas, a eliminagdo podera sofrer

interferéncias tornando-se mais demorada.”®

Testes clinicos em animais para testar a seguranga do farmaco nao apresentaram
efeitos deletérios significativos em caes. Nos ratos, quando submetidos a doses altas,
acima das doses terapéuticas recomendadas, apresentaram manifestacdes no sistema

nervoso central como agitag&o, salivagdo, espasmos musculares e perda de peso.”677

Doses seguras em ratos sédo evidentes em literaturas nos valores de 20mg/kg/dia e
as doses que causaram toxicidade foram acima de 50mg/kg/dia, principalmente em ratas
gestantes evidenciando maiores Obitos neonatais. Estudos sobre o potencial tumorigénico
do farmaco, foi feito em ratos e em camundongos. Nos ratos ndo houve evidéncias de
tumores associados ao farmaco e em camundongo, houve uma evidéncia de adenomas

hepaticos em animais machos com doses de 15mg/kg/dia.”

Considerando o duplo mecanismo de acdo do Tramadol, estudos levantaram a
hipétese de acdo especifica e nado especifica de alguns opidides na medida que
analisaram a agdo em modelos de dor central (medula) e periférica (nervo ciatico) apos a

administracao sistémica dos opioides como metadona, morfina e codeina. 63

Quando descoberto na década de 70, pensava-se que o Tramadol agia somente
nos receptores opidides, porém estudos complementares descrevem que o farmaco atua

em outras vias sinalizadoras. 92

O cloridrato de Tramadol aumenta a efetividade das vias descendentes inibitorias a
medida que induz o aumento da concentragdo de neurotransmissores inibitérios no corno
dorsal da medula espinhal. Apesar de ser um farmaco com uma afinidade muito grande com
0os receptores opiaceos, ele nao deve ser utilizado em pacientes com a sindrome de

abstinéncia por opidides. 63
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Tabela 1 — Principais efeitos colaterais dos opidides

Sistema nervoso central Dependéncia
Sonoléncia
Agitacdo
Euforia
Disforia
Alucinacdes

Sistema Cardiovascular Bradicardia
hipotenséo

Sistema Respiratdrio Depressao respiratéria
Diminuigao do reflexo da tosse
Broncoespasmo

Sistema gastrointestinal Constipagéo
Retencdo urinaria

Sistema Imune Depressao do sistema imunoldgico apés uso
prolongado
Gestagao Depresséo respiratério no Neonato

Dependéncia quimica fetal

Fonte: Schiffer F, Khan A, Bolger E, et al.

1.12- Cloridrato de Naloxona

A Naloxona é um antagonista de receptor opidide inespecifico, apresentando maior
afinidade sobre os receptores y e K; € menor em receptores 8. ApdOs administragao, a
substancia liga-se aos Receptores Opidides no sistema Limbico, o inicio de agédo é
dependente da entrada no SNC e a distribuicdo entre o cérebro e a corrente sanguinea, mas
alguns estudos elucidam e afirmam que seu inicio é rapido, devido a essa facilidade. Apos a
administragdo endovenosa alguns dos efeitos ja comegam a aparecer, cerca de 1 a 2 min,
com duracao de 45 a 90 min, embora existam evidéncias literarias que relatam uma duracao
em duragdo de 3a4 h.”®

Sua empregabilidade atualmente tem sido explorada devido a presenga de

substancias enddgenas semelhantes aos opiaceos no sistema nervoso central e outros
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tecidos estdo envolvidas na regulacdo de fenOmenos fisiolégicos e abre uma grande
possibilidade terapéutica para a naloxona.’’

Indicado no tratamento de emergéncias por intoxicagado exogenas causadas opidides
e tem manifestagbes comprovadas na atuagao nas depressdes respiratérias ou no sistema
nervoso central ocasionada pelos opidides. Tem acgdes efetivas e eficazes de reverter
manifestagcbes ocasionadas pela superdose de morfina, metadona, tramadol, nalbufina,
buprenorfina e sufentanila.’”

Apesar de o farmaco ser indicado para a reversdao das manifestacées dos opioides,
um estudo randomizado realizado para avaliar a reversdo da acdo de constipacéo
ocasionada pelos opiodides evidenciou que alguns pacientes, submetidos a doses baixas de

antagonistas apresentou a reversao do efeito analgésico do opidide.”®

1.13- Terapia Fotobiomodulag¢ao (PBM)

A luz tem sido utilizada como agente terapéutico por séculos. Em 1916 Albert
Einstein elucidou a emissao estimulada de radiagao, quando expds os principios fisicos da
emissdo estimulada. Desde o final da década de 60 houve um grande avango nos
equipamentos de laser e em suas aplicabilidades na area da saude. ¥’

O termo “terapia por fotobiomodulacdo” pode ser mais bem compreendido como
uma forma de terapia luminosa que utiliza fontes de luz n&o- ionizantes, incluindo lasers,
LEDs e faixas de luz do espectro visivel e infravermelho. E um processo ndo térmico,
envolvendo croméforos enddégenos e eventos fotoquimicos em varias escalas bioldgicas.
Esse processo tem resultados terapéuticos benéficos que incluem, mas nao se limitam ao
alivio da dor ou inflamagao, imunomodulagéo, e promog¢ao de cicatrizagdo e regeneragao

tecidual'®

Sabe-se agora que ambos os LASERs (Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation”) como os LEDs (non-coherent light-emitting diodes) possuem resultados
biolégicos positivos em diversos processos de reparo tecidual. Estudos recentes
comparando lasers a fontes de luz equivalentes (luz solar, lampadas fluorescentes e
incandescentes, e LEDs), com comprimento de onda e densidade de poténcia similares,

n&o encontraram diferengas essenciais entre eles. %
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A Fotobiomodulagéo incide sobre as reagdes ndo térmicas da luz com o tecido,
gerando efeitos fotoquimicos, bioestimulantes, anti-inflamatoérios, anti-edematoso, algico
dentre outros beneficios 4° 53,

A aplicagdo da fotobiomodulagcdo é baseada no uso de uma fonte de luz
monocromatica com efeito ndo térmico onde a luz é absorvida mais especificamente pelas
mitocéndrias, ocasionando aumento da respiracdo mitocondrial e produgcao de ATP, bem
como o inicio das vias de sinalizagado mediadas por espécies reativas de oxigénio, oxido
nitrico (NO) E AMP ciclico, com consequente ativagao de varios fatores de transigao #°.

Os principais mecanismos do laser na acido anti-inflamatéria € a modulagao
desencadeada pela radiacdo do laser, que promove o0 aumento da microcirculagio,
promocao da angiogénese, vasodilatacao, inibicdo dos mediadores inflamatdrios, como a
PGE2, ativacao de células de defesa, efeitos antioxidantes e aceleracédo da cicatrizagao
celular, todos esses efeitos podem ocorrer simultaneamente resultando no efeito
modulador na resposta inflamatéria, que envolve acgdes pro-inflamatérias e
antiinflamatorias.20.37.38

A acgao analgésica da fotobiomodulagcao pode ser explicada a partir de algumas
hipéteses como a modulacdo do processo inflamatoério, alteracbes da excitacdo e
conducdo nervosa dos neurdnios periféricos, liberagdo de opidides endégenos e aumento
da sintese de serotonina 38,

A terapia com o PBM € uma alternativa de substituicdo para analgésicos e Anti-
inflamatdrios, pois o0 mecanismo de acéo do laser é atribuido a multiplas ac¢des, incluindo,
remogao de substancias causadoras de dor através do aumento da circulagdo local,
inibicdo da producao de fatores inflamatdérios, estimulacédo da respiragao celular e liberagéao
de neurotransmissores no tecido inflamado®3.

O uso de lasers na pratica clinica objetivando o efeito Anti-Inflamatérios e
analgésico em diferentes doencgas, baseia-se em um numero ja razoavel de publicagdes de
carater cientifico. Nos ultimos anos, inumeros estudos clinicos aleatorizados, placebo-
controle foram realizados, fazendo com que a terapia com o lazer ja seja considerada
como alternativa terapéutica para varias doencas. 8 4

No entanto, € muito importante ressaltar que pouco se conhece a respeito do

mecanismo de acao do laser. Neste sentido, existem evidéncias que o laser pode reduzir a
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expressao génica de alguns mediadores inflamatérios como PGEZ2, IL, TNF-a e aumentar a
expressao de outros mediadores anti-inflamatérios como o IL-10. %°

Alguns trabalhos mostraram o aumento na produgdo de colageno, reducédo de
estresse oxidativo e da fibrose, reducdo do edema pds-operatorio, redugdo da dor e
melhora funcional e estes efeitos estariam relacionados também a reducdo de mediadores
inflamatorios observados apos o tratamento com o laser de baixa poténcia.®’

A PMB diminui a liberagdo de substancias algiogénicas e aumenta
significativamente os limiares de dor pela estimulagdo da sintese de endorfinas, reduzindo
assim a sensacao dolorosa, além da reducao da velocidade de conducgéo do nervo e seus
potenciais de acgdo, assim como a supressao de estimulos nocivos. Na dor aguda, a
atuacao do laser esta na inibicdo de PGE2 e outros marcadores pela inibicdo direta nos
terminais aferentes periféricos, que suprimem a sensibilidade periférica e limitam a
liberagcdo de neurocinina 2°.

Poucos trabalhos sdo encontrados referente a agao da fotobiomodulacdo e os
receptores opidides. Um trabalho evidenciou a atuagao da fotobiomodulagédo aplicada via
transcraniana unilateral em pacientes dependentes de opidides e o resultado foi a redugao
de 40% nos desejos pelo uso da substancia nas 4 semanas de tratamento, que foi

realizado 2 x por semana. ¢
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2. JUSTIFICATIVA

A dor ocasionada por tendinopatia conduz a uma diminui¢gdo da capacidade fisica e
psicologica de um individuo, prejudicando a qualidade de vida da pessoa acometida por
essa sintomatologia. As tendinopatias promovem um impacto socioeconédmico importante,

sendo uma das principais causas de afastamentos de atividade fisicas laborais 4%46.

Para o controle da dor os analgésicos “classicos”, que sao prescritos e
administrados nas unidades de saude sao os opidides e anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINES), porém essas classes farmacéuticas possuem diversos efeitos colaterais, muitas

vezes letais a saude de um individuo. 4’

Considerando que a dor ocasionada pela tendinopatia causa um efeito incapacitante
para os individuos, compreendemos que o efeito da PBM diminui a liberacdo de
substancias algiogénicas e aumento da tolerancia da dor pela estimulagdo da sintese de
endorfinas enddgena, reduzindo assim a sensagao dolorosa. Outro mecanismo proposto
esta relacionada com a reducao da velocidade de conducdo do nervo e seus potenciais de

agdo, assim como a supressao de estimulos nocivos.?'

A associagdes das terapias e sua compreensao € de extrema importancia, a fim de
verificar a existéncia de efeitos somatdrios ou inibitérios sobre a tolerancia da dor, surgindo
novas perspectivas no tratamento da dor de uma forma segura, minimizando efeitos

deletérios ao organismo.
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3 HIPOTESE

A terapia por fotobiomodulagdo associada ao uso de opidides promove um efeito
positivo sobre a reducao algica e na protegao do tendao e o mecanismo de agao para este
efeito pode ser o conhecido mecanismo anti-inflamatério além de participagdo da PBM no

mecanismo opioide.

38



4. OBJETIVOS

4.1- Objetivo Geral

Estudar o efeito da terapia por fotobiomodulagdo associado com terapia
medicamentosa agonista de receptores opidide (Cloridrato de Tramadol) e antagonista de
receptores opiodides (Cloridrato de Naloxona) no controle da sensibilidade dolorosa

(alodinia) em modelo experimental de tendinite induzida por Colagenase.

4.2- Objetivos especificos

Investigar o efeito da fotobiomodulagdo associada ou nao com tratamento

farmacoldgico (opidide):

- Na modulacéao da sensibilidade a dor.

- Na manutengao da proporg¢ao de Colageno total e tipo |
- Infiltrado inflamatdrio.

- Nos niveis de MPO
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5- MATERIAL E METODOS

5.1- Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 250 e 400g nascidos entre
novembro de 2019 e julho de 2021, com livre acesso a agua e ragdo, provenientes do
Biotério da Universidade Nove de Julho. Os animais eram mantidos em ambiente com
temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12 horas. Este protocolo experimental, de
inducdo da tendinite pela injecdo de Colagenase, ja possui a aprovacdo do Comité de Etica

em Experimentacdo Animal da Universidade Nove de Julho, sob o numero 2322171019.

5.2- Inducgao da Inflamagao em Tendao Calcéneo de Ratos

Para que fosse realizada a aplicagdo da Colagenase, os animais dos grupos controle,
tendinite ndo tratado, tendinite tratado com luz, foram levemente sedados (sedagéo

inalatoria) com Isofluorano (BioChimico®, Lote 008694).

Em seguida, os animais do grupo controle receberam como veiculo uma injegcao
transcutadnea com 100 pl de solugdo salina estéril 0,9% NaCl na regido posterior da pata
direita e esquerda, no tendao calcaneo. Os animais dos demais grupos receberam 100 pl
de injecao transcutanea de Colagenase (1 mg/ml; Sigma Chemical Co, Cat. C-6885) na
mesma regido do tend&o calcéneo. A seguir, os animais retornaram para as caixas de
contengédo separados em diferentes grupos experimentais. Apos 8 horas de indugédo do
processo inflamatério pela injecdo de Colagenase e os especificos tratamentos, os animais
foram eutanasiados com superdose da mesma associacdo de anestésicos (cloridrato de
cetamina 180 mg/Kg e cloridrato de xilasina 30mg/Kg). O tecido do tendao foi dissecado e

removido para analises.
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5.3- Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 6 grupos com 5 animais cada, conforme descrito
abaixo na figura 1:
- Grupo Controle (CTL): Foi injetado 100ul de solugédo salina estéril (0,9%) na regido
Peritendinea do tendao calcaneo. N= 5
- Grupo Tendinite nao tratado (NT): Foi injetado 100ul de Colagenase (1mg/ml) na regido
peritendinea do tendao calcaneo. N=5
- Grupo Irradiado (PBM): injetado 100ul de Colagenase (1mg/ml) na regido peritendinea
do tendao calcaneo. Os tenddes foram irradiados com PBM, no comprimento de onda
infravermelho (830nm) e poténcia de 100mW, unico ponto, por contato, recebendo energia
de 3J, por 30 Seg. N=5
- Grupo tratado com Opidide (Op): Injetado 100ul de Colagenase (1mg/ml) na regido
peritendinea do tend&do calcédneo. Administrado Cloridrato de Tramadol 5mg/kg via
sistémica. N=5
- Grupo tratado com Opidide e associado com a fotobiomodulagao (PBM + Op): Foi
injetado 100ul de Colagenase (1mg/ml) na regido peritendinea do tenddo calcaneo.
Irradiado com PBM, unico ponto, por contato, recebendo uma energia de 3J por 30 seg.
Apos foi administrado Cloridrato de Tramadol 5mg/kg. N= 5
- Grupo tratado com Naloxona e associado com a fotobiomodulagao (NL+PBM): Foi
injetado 100ul de Colagenase (1mg/ml) na regido peritendinea do tenddo calcaneo.
Administrado cloridrato de Naloxona 0.1mg/kg e apds 15 minutos irradiado com PBM unico

ponto, por contato, recebendo uma energia de 3J por 30 seg N= 5.
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Figura 7 — Grupos Experimentais
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5.4- Aplicacao da Terapia com Fotobiomodulagao (PBM)

Apods serem submetidos ao modelo de inflamacgéo pela injecao de Colagenase, os
animais acondicionados no contensor, receberam o tratamento com PBM 808nm, poténcia
de 100mW, na regido da injegdo, em um unico ponto e por contato, recebendo energia de
3J.

Tabela 2 - Parametros dosimétricos da PBM

Comprimento de onda (nm) 808

Modo de funcionamento continuo
Poténcia (mW) 100

Diametro de abertura (cm?) 0.028
Irradiancia na abertura (W/cmz2) 3.5

Area do feixe (cm2) 0.028

Tempo de exposicao (s) 30
Exposicao radiante (J/cm2) 107.14
Energia total irradiada (J) 3J

Técnica de aplicacao Contato direto
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5.5 — Tratamento com Cloridrato de Tramadol (Op)

Utilizado cloridrato de Tramadol do fabricante unido quimica 50mg/ml, ampola com 2
ml. Administrado 5mg/kg de farmaco em regido intraperitoneal 30 min antes da
mensuragao de alodinia e em seguida a eutanasia.
5.6 Fotobiomodulagao associado com Naloxona (NL + PBM)

Utilizado cloridrato de Naloxona do fabricante cristalia 0.4mg /ml, ampola com 1 ml.
Administrado 0.1 mg/kg do farmaco em regido intraperitoneal 15 min antes da terapia com
fotobiomodulacéo.

5.7 Fotobiomodulagao associado ao Tramadol. (PBM + Op )

Utilizando os parametros de PBM citados acima, logo em seguida € administrado o

Tramadol 30 minutos antes das 8 horas apods a indugéo.

—

[ Linha do tempo

Andlises:
Histolégicas

1 8 horas MPO
%‘%_ — { Teste
> \’\%: y Alodinia

g o e

PBM 3J

Tratamentos :
PBM 3J

Inducao

da
tendinite

Op 5mg/kg
PBM 3J+ Op Smg/kg
NL 0.1mg/kg

( Grupo NL + PBM )

Figura 8 — Curso temporal do experimento.
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5.8 Analise de Alodinia Mecanica

Para a avaliacdo da alodinia mecanica, foi utilizado o teste de Randall Selito que é

um método para avaliar a sensibilidade tecidual ao estimulo mecanico.

Segundo The International Association for the Study of Pain (IASP) define alodinia
como uma sensacao dolorosa causada por um estimulo que normalmente ndo induz a uma

resposta nociceptiva. 7

O experimento foi realizado com um Algesimetro de pressao eletrénico, que consiste
em um transdutor de pressédo adaptado a um contador digital de forga expressa em gramas
(g). O contato do transdutor de pressdo com a regido calcanea do animal foi realizado
através de uma ponta de polipropileno. Os animais foram contidos manualmente e
posicionados a pata debaixo da ponteira e o peso era acionado por um pedal. As
alteracbes nos limiares nociceptivos foram avaliados exercendo-se uma pressao
linearmente crescente na regido calcanea do animal até a produgdo de uma resposta
caracterizada de dor, normalmente com a retirada da pata pelo animal (Figura 3). Os
valores foram apresentados como variagdo do limiar de alodinia para cada grupo
experimental.

A intensidade de nocicepg¢ao € quantificada como a variacdo na pressao obtida e
registrada pelo aparelho valores expressos em gramas.

Inicialmente foi realizado um curso temporal com o grupo nao tratado sendo dividido
em 5 grupos com 4 animais cada. Os grupos foram divididos em 1 horas, 2 horas, 4 horas,
6 horas e 8 horas, onde induzimos a tendinite e realizamos os testes de alodinia nos
tempos estipulados para cada grupo. Foi observado que no grupo de 8 horas os sinais de
inflamacéao e dor eram maiores quando comparados aos outros grupos.

Apods determinar o tempo de indugéo foram realizadas 4 leituras em dias alternados
para ambientalizacdo dos animais no aparelho. Apdés 8h da inducdo da tendinite, foi
realizada a quinta medida.

As medidas de alodinia nos grupos tratados e nao tratados foram realizadas apdés

8h da indugado dos quadros de tendinite, e os tratamentos preconizados para cada grupo
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em prazo anterior a estas 8h, dependendo do tempo de absor¢do de cada um e o tempo
necessario para sua agdo no momento de maior dor dos animais (dor aguda).

Os valores da média das medidas iniciais foram subtraidos da média das medidas
finais, tais valores foram apresentados como variagcdo do limiar de alodinia para cada

grupo experimental representadas nos graficos.

Figura 9 - Avaliacdo da alodinia mecanica. Em (A) Analgesimetro Randall Selito; Em (B)

esquema de posicionamento do animal e leitura da alodinia.
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5.9- Preparacao histolégica das amostras

As amostras de tend&o passaram por preparagdes histologicas padrao, comegando
pela fixagdo do tecido em formol (10%) durante 24h. Logo apds os tenddes foram lavados
em agua corrente e entdo desidratados em solugdes crescentes de alcool etilico (70%,
80%, 90% e 100%), 1h em cada solugdo. Em seguida os tenddes foram diafanizados em
solugédo de alcool/xilol 1:1 por 1h, em seguida passaram por 2 banhos de xilol puro, 1h
cada. Os tenddes foram retirados do xilol e colocados imediatamente em parafina liquida
(60°C), dentro de uma estufa, por 2h. Posteriormente os blocos foram confeccionados para
obtencdo dos cortes histologicos. Os tenddes incluidos nos blocos de parafina foram
cortados longitudinalmente em cortes na espessura de 5um e transferidos para laminas
histolégicas que foram desparafinizados e hidratados. Foi utilizada coloragdo por
Hematoxilina e Eosina (H.E) para avaliacéo do infiltrado inflamatorio e Picrosirius red, para
visualizagéo do colageno.

As laminas histologicas foram fotografadas e analisadas utilizando o programa

“Image Pro Plus 6”.

5.10 Analise da atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada nos granulos intracelulares de
neutrofilos e pode ser utilizada como um marcador do conteudo de neutréfilos em tecidos
foi avaliada, portanto, a atividade desta enzima como um indicador da presenca e
quantidade de neutrofilos presentes no tecido tendineo nos grupos experimentais, assim

como no Grupo Controle.

O método da medida da atividade de MPO baseia-se na velocidade de oxidacao do
substrato o-dianisidina na presenca de agua oxigenada, que é evidenciada pela mudanca

de absorbancia medida por espectrofotometria a 460 nm.3'

Neste ensaio, o peroxido de hidrogénio (H202) é quebrado pela MPO liberada de
amostras de tecidos por homogeneizagdo em detergente (tampao HTAB). O radical de

oxigénio resultante (O”) combina com o dihidrocloreto de o-dianisidina, um doador de
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hidrogénio (AH2), o qual é convertido para um composto colorido (A). A formag&o desse
composto colorido ao decorrer do tempo € medida utilizando-se um espectrofotdmetro, que

determina a quantidade de MPO no tecido.”®

Apos 8 horas da indugdo da tendinite, os animais foram eutanasiados com
superdose de anestésicos. A pele da regidao do tendao foi retirada e o tendao calcaneo
cuidadosamente foi dissecado com uma lamina de bisturi e transferido para uma cuba e
adicionamos igual volume de brometo de hexadeciltrimetilamoénia (HTAB, Sigma Chem.
Co., EUA), seguido de homogeneizagdo em vortex (Heidolph Diax 900, Alemanha) e
ultrasonicacao durante 20 segundos. Os tubos foram aquecidos durante 2h a 60 °C em
estufa, para inativagdo da atividade enddégena de Catalase, e entdao centrifugados a
12.000g durante 2 min. Dez microlitros do sobrenadante foram pipetados (em duplicata)
em microplaca de 96 pocgos e acrescidos com 200 uL de uma solugao de tampéo fosfato
de potassio (pH=6) contendo 0,164 mg/mL de dihidrocloreto de o-dianisidina (Sigma
Chemical Co., EUA) e 0,0005% de peréxido de hidrogénio (Merck, Alemanha). A mudancga
de absorbancia a 460 nm foi medida em um leitor de microplacas (Espectra Max plus 384,
EUA) durante 10 min., e a atividade de MPO foi calculada a partir da velocidade maxima
da reacgao por segundo. O resultado foi expresso em Unidade de MPO / tendao, sendo que
uma unidade de MPO é definida como a quantidade em pmol de H202 degradado por

minuto.

5.11 Analise Estatistica

Os dados foram descritos em valores médios com os respectivos desvios-padrao.
Para o teste de normalidade, foi realizado Shapiro-Wilk. As analises estatisticas foram
feitas através do GraphPad Prism (Versao 8.0.1). Para os dados foi utilizado o teste de
One-way ANOVA com post-hoc utilizando teste de Tukey e avaliado o intervalo de

confianga de 10%. O nivel de significancia estatistico foi para p<0,05.

48



6- RESULTADOS

6.1 Avaliagao da alodinia mecanica apds a indugao da tendinite.

No grafico da figura 9 podemos observar a alodinia mecanica apds 8 horas da indugao
da tendinite. O grupo NT apresentou uma reducdo da tolerancia a dor quando comparado
aos grupos CTL, PBM, Op e PBM + OP. O Grupo PBM apresentou valores similares ao
grupo PBM+Op O grupo Op apresentou uma discreta redugéo da tolerancia a dor quando
comparamos aos grupos PBM e PBM + Op. O grupo NL+PBM apresentou uma redugéo na

tolerancia a dor, similar ao grupo NT, quando comparado com todos os grupos estudados.
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Figura 10. Grafico da alodinia mecanica em tendbes calcaneos de ratos com tendinite induzida.
Grupos Experimentais: CTL: Controle; NT: Tendinite sem tratamento; PBM: Tendinite tratada com
Fotobiomodulagao (3J, 100mW em 808nm); Op: Tendinite tratada com Opidide Injetavel; PBM+Op:
Com tendinite e tratado com associagdo de Fotobiomodulagdo e Opidide; NL+PBM: Tendinite
tratado com Naloxona e Fotobiomodulagao. * p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001 VS CTL. ### p<0,001
VS NT. &&& p<0,001 VS PBM
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6.2 Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

No grafico da figura 10 observamos a atividade da enzima MPO apés 8 horas de
inducdo da tendinite. Observamos que o grupo NT apresentou um aumento quando
comparado ao grupo CTL. O grupo PBM reduziu a atividade de MPO quando comparada
com o grupo NT, Op, PBM + Op e NL + Op. O grupo Op apresentou um aumento na
atividade de MPO quando comparamos com os grupos Op + PMB e NL + PBM, porém
valores préximos ao grupo NT. O Grupo PBM + Op apresentou uma queda na atividade de
MPO quando comparamos com o grupo NT e Op, porém mais elevado quando
comparamos com o grupo PBM. O grupo NL + PBM teve uma discreta reducéo na

atividade de MPO quando comparado com os grupos NT, Op e PBM+Op.
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Figura 11. Grafico dos Niveis de MPO em tendbes calcaneos de ratos com tendinite induzida.

Grupos Experimentais: CTL: Controle; NT: Tendinite sem tratamento; PBM: Tendinite tratada com
Fotobiomodulacao (3J, 100mW em 808nm); Op: Tendinite tratada com Opidide Injetavel; PBM+Op:
Com tendinite e tratado com associacao de Fotobiomodulagdo e Opidide; NL+PBM: Tendinite
tratado com Naloxona e Fotobiomodulagdo. *** p<0,001 VS CTL. ## p<0,01 e ### p<0,001 VS NT.
& p<0,05 VS PBM
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6.3 Avaliagao de Colageno Total, pela analise de imagens histolégicas coradas

com Picrosirius

No grafico 11 podemos observar que no grupo NT o colageno total diminuiu quando
comparamos ao grupo controle. Nos grupos PBM, PBM + Op e NL+PBM os valores de
colageno total mantiveram com valores similares entre si, porém menores quando
comparado ao grupo CLT. No grupo Op observamos a diminuicdo dos valores do

colageno total quando comparado a todos os grupos estudados.
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Figura 12 : Gréafico da quantificagcao de Colageno Total em laminas histolégicas coradas com
Picrosirius. Grupos Experimentais: CTL: Controle; NT: Tendinite sem tratamento; PBM: Tendinite
tratada com Fotobiomodulagéo (3J, 100mW em 808nm); Op: Tendinite tratada com Opidide
Injetavel; PBM+Op: Com tendinite e tratado com associagcdo de Fotobiomodulagdo e Opidide;
NL+PBM: Tendinite tratado com Naloxona e Fotobiomodulagéo. *** p<0,001 VS CTL. ## p<0,01 VS
NT. && p<0,01 VS PBM.
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6.4 Avaliagao de Colageno Tipo |, pela analise de imagens histolégicas coradas com
Picrosirius, em microscopio com luz polarizada

Na figura abaixo podemos observar que no grupo NT os valores de colageno do tipo
1 apresentou-se reduzido quando comparamos com o grupo CTL. O grupo PBM os valores
do colageno do tipo 1 apresentou numeros elevados quando comparado a todos os grupos
estudados. O grupo Op apresentou valores similares ao grupo NT, porém em menor
quantidade quando comparado com o NL + PBM e maior quantidade quando comparado
com o grupo PBM+ Op. O grupo PBM + Op apresentou valores menores quando
comparado aos grupos estudados. O grupo NL + PBM apresentou valores maiores

quando comparado com os grupos NT, OP e PBM + Op.
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Figura 13: Grafico da quantificagdo de Colageno Tipo | em laminas histolégicas coradas com
Picrosirius. Grupos Experimentais: CTL: Controle; NT: Tendinite sem tratamento; PBM: Tendinite
tratada com Fotobiomodulagéo (3J, 100mW em 808nm); Op: Tendinite tratada com Opidide
Injetavel; PBM+Op: Com tendinite e tratado com associagcdo de Fotobiomodulagdo e Opidide;
NL+PBM: Tendinite tratado com Naloxona e Fotobiomodulagéo. *** p<0,001 VS CTL. ### p<0,001
VS NT. && p<0,01 VS PBM.
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6.5 Imagens histolégicas de tendao calcaneo de ratos corado com HE em diferentes

tratamentos

Foram analisados tenddes s

audaveis e tenddes submetidos a indugdo da tendinite com tratamento e sem
tratamento.

Na figura 14 observamos o tendao do grupo Controle (CTL), as fibras encontram-se
onduladas, organizadas, com fibras frouxas longitudinais, com fileiras dispersas e células

inflamatdrias naturais em pouca quantidade.

100 um

Figura 14 : Fotomicroscopia do tendao calcaneo de ratos saudaveis (Grupo CTL). Corte
longitudinal com objetiva de 40X. PT (Regi&o peritendinea); FT (Fibras tendineas);
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Na figura 15 representa o grupo Nao Tratado (NT) e podemos observar fibras mais
desorganizadas, fragmentadas, aumento do infiltrado inflamatdrio, presenga de linfocitos e

aumento dos vasos sanguineos na regiao peritendinea.

100 ym

Figura 15: Fotomicroscopia do tendao calcaneo de ratos com tendinite ndo tratado (Grupo
NT). Corte longitudinal com objetiva de 40X. CIl (células inflamatdrias); VS (vaso

sanguineo);
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A figura 16 representa a foto histolégica do tenddo com tendinites tratados com
PBM 3 J, observamos melhora significativa do infiltrado inflamatorio, diminuicdo de células

inflamatorias na regido peritendinea e reorganizagao das fibras.

100 pm

Figura 16: Microscopia do tenddo do grupo Grupo PBM (Objetiva 40X) Corte longitudinal.

PT: regiao peritendinea; Cl: células inflamatdrias.
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A figura 17 abaixo representa o grupo tratado com Opidide, podemos observar
células inflamatérias em maior concentragdo na regido peritendinea, fibras mais

organizadas quando comparamos com o grupo NT.

100 pm

Figura 17: Microscopia do tendao do Grupo Op (Objetiva 40X). Corte longitudinal. FT
(fibras tendineas) PT: regido peritendinea CI (células inflamatdrias)
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Na figura abaixo representa o grupo PBM associado ao opidide. Podemos observar
melhora no infiltrado inflamatério em regido peritendinea e reorganizagado das fibras no

tendao propriamente dito.

100 pm

Figura 18: Microscopia do tenddo do Grupo PMB+Op (Objetiva 40X). Corte longitudinal FT
(fibras tendineas) CI (células inflamatdrias) VS (vaso sanguineo)
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Na figura abaixo representada pelo grupo NL + PBM, podemos observar que o
infiltrado inflamatdrio se encontra aumentado principalmente em regido peritendinea e as
fibras do tendao propriamente dito encontram-se desorganizadas préximo a regiao

peritendinea e mais organizada na regiao central do tendéo.

100 um

Figura 19: Microscopia do tendao do grupo controle Grupo NL + PBM (Objetiva 40X). Corte

longitudinal PT (peritendinea) FT (fibras tendineas ) Cl ( célula inflamatério)
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6.6 Imagens histolégicas de tendao calcaneo de ratos corado com Picrosirius em

diferentes tratamentos.

Nas imagens abaixo para identificagdo das fibras colagenas, o método de coloragéo

de Picrosirius permitiu avaliagao qualitativa da area e diferenciagéo do colageno total.

A imagem A representa o grupo controle e podemos observar toda extensdo das

fibras do tendado corada em vermelho e organizadas.

A imagem B representa o grupo NT, podemos observar que a coloragao vermelha
que indica o colageno esta fragmentada impossibilitando de identificar a extensao da fibra
do tenddo propriamente dito. A presenca de outras cores pode representar outras

estruturas.

A imagem C esta representada pelo Grupo PBM, observamos a presenga da
coloracao vermelho intenso predominante em toda a imagem. Identificamos as fibras e sua
organizacao.

Na imagem D representada pelo grupo Op podemos observar a presenca de outras
coloragdes, indicando outras estruturas e ou tecidos. A representacdo do vermelho intenso
esta presente, porém em menor evidéncia quando comparado a outros grupos.

A imagem E esta representada pelo grupo PBM + Op podemos observar maior
quantidade de estruturas coradas em vermelho intenso. Outras coloracdes também estéo
presentes, mas em menor quantidade quando comparamos com o grupo Op.

A imagem F esta representada pelo grupo NL + PBM, podemos observar a
presengca de outras coloragbes, porém a coloragdo vermelha predomina a imagem,
indicando a presenca de colageno total em maior quantidade quando comparado ao grupo
Op.
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Figura 20: : Microscopia do tendao dos grupos CLT (A) NT (B) PBM (C) Op (D) PMB+Op (
E) NL+PBM ( F) (Objetiva 40X). Corte longitudinal corado com picrosirius para
identificacéo das fibras de colageno total, representado pela coloragao vermelho intenso.
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6.7 Imagens histolégicas de tendao calcaneo de ratos corado com Picrosirius em luz
polarizada, apés diferentes tratamentos.

A coloragdo histologica pelo picrosirius identifica a presenca de colageno no
material estudado, as fibras, quando visualizadas ao microscopio Optico com lente
polarizadora, assumem coloragdes distintas, ficando alaranjadas, se forem fibras de
colageno tipo |, ou esverdeadas, se forem colagenos do tipo lll.

A imagem (A) representa o grupo CLT, podemos observar que a coloragéo
vermelho brilhante estd em maior quantidade quando comparado com a coloragao verde,
indicando pouca presencga de colageno do tipo |ll e maior presenga de colageno do tipo I.

A imagem (B) esta representada pelo grupo NT, podemos observar que a presenga
de colageno tipo lll aumentou quando comparamos com o grupo CTL, tal fato esta
evidenciado pelo aumento da coloragao verde em diversos pontos da imagem.

A imagem (C) representa o grupo PBM, podemos observar que houve um aumento
na coloragéo laranja, indicando que o colageno tipo | esta mais evidente nesse tecido. A
coloracao esverdeada esta presente em focos difusos e em menor quantidade.

A imagem (D) esta representada pelo grupo Op, podemos observar o aumento da
coloragcédo esverdeada, indicando a presenca de colageno tipo Ill em maior quantidade
quando comparado com 0s outros grupos.

Na imagem (E) temos a representacédo do grupo PBM + Op e podemos observar o
predominio da coloragdo esverdeada, indicando a presenca de maior quantidade de
colageno do tipo lll.

A imagem (F) representa o grupo NL + PBM e podemos observar que a coloragéo
vermelho brilhante aumentou, indicando que a quantidade de colageno tipo | aumentou

nesse grupo, quando comparado com os grupos OP e PBM+ Op.
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100 pym 100 uym

Figura 21: Microscopia do tendado do grupo controle Grupo CLT ( A) NT ( B) PBM ( C) Op (
D) PBM+ Op ( E) e NL+PBM F) (Objetiva 40X). Corte longitudinal corado com picrosirius e
polarizado para identificacéo e diferenciacdo dos tipos de colageno | e lll. A coloragao

esverdeada representa o colageno do tipo Il e o vermelho brilhante o colageno do tipo |I.
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7 — DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado com o objetivo de investigar o efeito analgésico da
terapia por Fotobiomodulagcdo (PBM) associada com o uso de Cloridrato de Tramadol, um
analgésico da classe dos opioides, no processo doloroso. Foi utilizado o modelo de
tendinite induzida por Colagenase, por simular um processo inflamatério com a
degradagdo de colageno na regido de indugdo da lesdo’®. Neste trabalho, foi observado
gue os animais com tendinite e sem tratamento reduziram a tolerancia a dor, bem como
aumentaram a presenga de infiltrado inflamatério no tecido tendineo, associado com o
aumento da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPQO), além de reduzir a propor¢ao de
colageno. O grupo tratado com PBM promoveu aumento da tolerancia a dor, além de
controlar os niveis de MPO e a manutengdo de colageno préoximo ao grupo saudavel
(CTL). Da mesma forma, o grupo tratado com Opidide aumentou a tolerancia a dor, porém,
sem contribuir para a manutengao dos niveis de MPO ou para a proporg¢ao de colageno. A
associacao da PBM com Opidide, além de aumentar a tolerancia a dor, também reduziu os
niveis de MPO e manteve a proporg¢ao de colageno préximo ao grupo saudavel. Por fim, os
animais que foram pré-tratados com Naloxona, um antagonista opidide e receberam a
PBM 15 minutos apos, apresentaram reducéo da tolerancia a dor, aumento nos niveis de
MPO e redugao da proporcao de colageno, sugerindo que parte do efeito analgésico da

PBM pode ter relagdo com mecanismos opidides.

Os resultados discutidos neste espacgo sao referentes a: |) Alodinia Mecanica; Il)
Infiltrado Inflamatdrio; 1lI) Niveis de MPO; 1V) Colageno Total e V) Colageno Tipo I. Em |,
referente a alodinia mecanica, sdo apresentados resultados da sensibilidade a dor e os
valores descritos como tolerancia a dor para os grupos que suportaram mais a pressao no
tendao, durante este teste funcional. Em Il, a partir das Iaminas histoldgicas, coradas com
HE (Hematoxilina e Eosina) foram identificadas regides com infiltrado inflamatério, mais
especificamente na regiao periférica ao tendao propriamente dito (Peritenddo). Em Il é
apresentado os niveis de MPO, referente a enzima Mieloperoxidase, relacionada
diretamente com a atividade fagocitaria de Neutrofilos e Macrofagos. Por ultimo, em IV e V
sdo apresentadas imagens de laminas histolégicas coradas com Picrosirius e fotografadas
sem polarizacado da Luz, indicando Colageno Total ou com polarizacdo da Luz, indicando
Colageno Tipo | para as imagens com tons de rosa e vermelho.
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Os parémetros de irradiacdo escolhidos neste estudo foram os descritos a seguir:
Laser de Baixa Intensidade; 808 nm; 3J; 100 mW e 30s; por contato. Estes parametros ja
foram utilizados em outros estudos experimentais e clinicos3® ° %O uso da terapia por
Fotobiomodulagédo, na energia radiante entre 3 a 8 J/cm? ja foram citados em diversos
trabalhos, com resultados positivos na redugdo de mediadores inflamatérios como IL1-3 e
TNF-a, com hipétese que a PBM nesta faixa de irradiacdo poderia modular primariamente

o sistema opidide enddgeno’.

Considerando os resultados obtidos a partir da alodinia mecanica, o grupo NT, ou
seja, onde foi induzida a tendinite e ndo houve nenhum tratamento, a tolerancia a dor foi
reduzida, refletindo no aumento da sensibilidade no local da les&o. Ao contrario, os grupos
com tendinite com tratamento unico (PBM ou Op) além do grupo onde houve a associagao
dos tratamentos (PBM+Op) houve significativo aumento da tolerancia a dor. Um resultado
interessante observado neste trabalho foi a redug¢ao da tolerancia a dor no grupo com PBM
e pré-tratados com Naloxona (NL+PBM). Neste caso, foi observada uma redugao da agao
analgésica da PBM quando os animais foram pré-tratados com o antagonista opidide,

sugerindo outros mecanismos da PBM para além dos efeitos anti-inflamatorios.

A Naloxona ja foi utilizada em outros trabalhos para avaliacdo de dores relacionadas
aos mecanismos opioides’®, porém até o momento da apresentacido deste trabalho, ndo
foram estudados o uso deste antagonista opidide associado a PBM na tolerancia a dor (NL
e PBM).

A reducado da analgesia pelo uso de Naloxona também ja foi demonstrado. Em um
estudo clinico, duplo cego em pacientes com constipagédo, observou-se que a Naloxona
ndo so6 reverteu o quadro de constipagdo, como reduziu o efeito analgésico dos opioides’”.
Esta reducdo da analgesia também foi observada em nosso estudo, onde os animais
tratados com PBM e pré-tratados com Naloxona, apresentaram redugao da tolerancia a
dor, fortalecendo a ideia que a PBM poderia atuar ndo s6 pelos mecanismos anti-

inflamatérios, mas também nos mecanismos opidides para o controle da dor.”°

Neste trabalho também foi avaliado o infiltrado inflamatério tecidual na regido
periférica ao tendao propriamente dito, conhecida como peritenddo. As imagens

histolégicas coradas com HE mostraram um aumento de células inflamatérias no grupo NT
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(Tendinite sem tratamento) quando comparado ao grupo saudavel (CTL). Ao mesmo
tempo, foi observado acentuado aumento dos niveis de MPO (Mieloperoxidase) também
no grupo NT quando comparado novamente com o grupo CTL. Por outro lado, todos os
grupos tratados, entre eles o PBM, Op ou ainda o grupo com associagao de tratamentos
(PBM+Op) apresentaram reduc¢ao do infiltrado inflamatorio quando comparado ao grupo
NT. Mais uma vez, o grupo NL+PBM manteve o infiltrado inflamatorio semelhante ao grupo
NT. Curiosamente, o grupo PBM+Op apresentou redugcdo na presenca de células

inflamatdrias, com imagens semelhantes ao grupo saudavel (CTL).

Ao analisar os niveis de Mieloperoxidase nos grupos tratados, observamos que o
grupo PBM e PBM+Op reduziu de maneira expressiva a MPO quando comparado ao grupo
NT. O grupo NL+PBM né&o alterou este efeito comparado ao grupo PBM. Contudo, o
tratamento unico com opidide (Op) ndo foi capaz de reduzir os niveis de MPO quando

comparado ao grupo NT.

Para auxiliar o entendimento do processo inflamatério no tendao, € importante a
reflexdo sobre as caracteristicas deste tecido. Sua baixa vasculariza¢do, reduzida a regido
do peritenddo promove uma migragao mais lenta de células inflamatérias, quando
comparada com tecidos mais vascularizados. Da mesma forma, os niveis de MPO indica
um aumento da atividade fagocitaria na regido do tecido lesado. A Mieloperoxidase € uma
enzima importante na atividade inflamatéria, por ser encontrada principalmente em
leucdcitos polimorfonucleares, neutréfilos e macréfagos. O aumento da atividade desta
enzima pode significar uma tecidual decorrente do processo inflamatério '®, com aumento
do processo inflamatério e da degradacédo tecidual como, por exemplo, de fibras de

colageno 387071,

Uma das formas de quantificar o colageno é a partir de laminas histolégicas coradas
com Picrosirius, onde se observa coloracbes com tons de vermelho e rosa, sendo
quantificadas a partir da utilizagdo de programas de imagem. Também é possivel realizar
analise semiquantitativa de Colageno tipo | e Ill a partir da polarizagdo da luz no
microscopio optico, e desta forma, produzir uma imagem com tons de verde (referente ao
colageno tipo lll) e rosa (Referente ao colageno tipo |). Neste estudo, foi observado que o

grupo NT apresentou reducédo tanto de Colageno Total, como de Colageno Tipo |,
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comparado ao grupo CTL. Para a mesma analise, a terapia por fotobiomodulagdo manteve
o Colageno Total e Tipo | proximo aos valores do grupo saudavel (CTL). Ao contrario, o
grupo Op manteve a quantificagdo de colageno total e tipo | similar ao grupo NT. O
conjunto destes resultados nos mostra que a PBM pode ter um efeito protetor, evitando a
degradacéo tecidual durante a inflamagéao aguda no tend&o. Este efeito ndo foi observado
no tratamento com Opidide, contudo, na associagao dos tratamentos PBM+Op manteve o

efeito protetor evitando a redugao acentuada de colageno.

Colageno do tipo | e Il s&o os principais componentes dos tenddes, correspondendo
de 65 a 95 % do tipo | e 5 a 10 % do tipo Ill. A sintese do colageno do tipo Ill pode
aumentar durante a fase de reparo tecidual, sendo o responsavel por transmitir a
sustentabilidade ao tecido a ser reparado. Apos o periodo de reparo o colageno do tipo lll

¢ substituido pelo colageno do tipo 1.

Existem varias terapias para modular o processo de cura dos tenddes, mas
nenhuma ainda foi considerada totalmente efetiva, devido a génese das tendinopatias ser
complexa e multifatorial. Os objetivos do tratamento das tendinopatias sdo reducéo da dor,
prevengao da recorréncia, e retorno ao estado de pré-lesao funcional. A terapia com PBM
vem sendo explorada desde a década de 60, e aparece com uma terapia nao
medicamentosa de destaque em tratamentos para alivio da dor e diminuicdo do processo
inflamatorio, pois atua diminuindo mediadores inflamatérios envolvidos no processo algico.
Alguns estudos elucidaram a atuacdo da PBM em associagcdo com farmacos anti-
inflamatorios diminuindo citocinas pré-inflamatérias e aumentado a expressao de citocinas

anti-inflamatdrias 1°.

Estudos experimentais em animais com cancer 6sseo ou com lesdes de joelho
evidenciaram que durante o processo inflamatério sao liberados peptideos opidides,
responsaveis também pelo controle da dor e estas moléculas consideradas endorfinas
endogenas teriam sua agdo analgésica principal sobre receptores opioides®®. Sabe-se
também que durante a inflamagéo, células inflamatdrias, como mastdcitos, linfocitos,
neutrofilos e mondcitos produzem estes peptideos, apresentando um suporte analgésico
além dos conhecidos mecanismos relacionados com o controle da inflamagéo, como o

controle das cicloxigenases e prostaglandinas®’. No caso do modelo de tendinite induzida
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por Colagenase, a presenga de células inflamatérias como linfécitos, mondcitos e
neutrofilos na regido do peritenddo permitiria a presenga destas endorfinas com agdo em
receptores opioides. Neste caso, a antagonizagao destes receptores pela Naloxona n&o s6
poderia interferir na sensibilidade do tendao, como também na atividade das células

inflamatorias.®®

Como comentado anteriormente, o modelo de inducdo da tendinite utilizado neste
trabalho ja € conhecido e o seu reflexo no processo inflamatorio e da degradagéo do
tenddo também.3' Contudo, os trabalhos anteriores utilizaram tempos de tratamentos com
0 objetivo de reduzir o processo inflamatério, associado ndo sé a redugdo de mediadores

inflamatdrios, mas consequentemente a redugao da dor inflamatéria.?’

Neste trabalho foi utilizado tempos de tratamentos diferentes dos estudos anteriores.
A escolha do tempo para a mensuragao da dor foi a partir da analise do curso temporal da
alodinia mecanica, onde foi escolhido 8 horas apds a indugcédo para a leitura do pico de
sensibilidade a dor. Contudo, todos os tratamentos (Opidide e PBM) foram realizados
apenas 30 minutos antes da leitura da alodinia. Assim, os resultados da alodinia mecéanica,
nos diferentes tratamentos (Farmacolégicos ou Fotobiomodulagdo) poderiam ser

relacionados com outros mecanismos centrais mais imediatos.

Neste estudo, sugerimos que a terapia por fotobiomodulagdo teria um papel
importante no controle da dor periférica e que este controle poderia nao ser apenas pela
modulagao de mediadores inflamatdrios, mas também pela acdo da Fotobiomodulagao nos
receptores opidides. A escolha dos grupos experimentais foi propositiva para realizar esta
relagdo. Por exemplo, a inclusdo do grupo pré-tratado com antagonista opidide Naloxona e
tratado posteriormente com PBM poderia nos esclarecer sua agao sobre mecanismos

opioides.

Desta forma, a constatacao da reduc¢do da dor 30 minutos apds a utilizagdo da PBM
sugere que a via de analgesia pode nao ser a inflamatoria. Ademais, a inibicado de parte
dos efeitos analgésicos da PBM quando pré-tratado com Naloxona fortalece a hipétese de
que a PBM poderia ter agdo sobre receptores opioides, mesmo em regides periféricas,

como demonstradas na literatura.
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Outro resultado importante foi com a associacdo de PBM e Opidide. Como &
conhecido, o uso de opioides esta diretamente relacionado a reducdo da qualidade de
vida, uma vez que estes medicamentos possuem relagdes de dependéncia e tolerancia.’
Assim, a possibilidade de utilizacdo de Opidide associados com a Fotobiomodulagéao
poderia de certa forma reduzir a concentracdo do farmaco e reduzir seus efeitos adversos,

favorecendo a qualidade de vida do paciente.

Os farmacos que promovem a analgesia podem agir por dois mecanismos
diferentes. Primeiro, prevenindo a sensibilizacdo de nociceptores por meio de drogas que
inibem os mediadores quimicos da inflamacgéo, como os inibidores de COX. O segundo
mecanismo € pelo bloqueio direto da hiperalgesia, como em medicagdes opioides e drogas

que promovem o aumento do 6xido nitrico. 7°

E importante acrescentar que ndo sé a via inflamatéria ou a via dos opioides sdo
responsaveis pelo controle da dor. Sabe-se também que outras moléculas como a
Bradicinina e neurocinina como a Substancia P, além de seus receptores, possuem grande
influéncia ndo sé na hiperalgesia, como também na manutencdo do processo inflamatério,
uma vez que estas moléculas estdo relacionadas com aumento de mediadores

inflamatoérios, como IL1-b e TNF-a. 8°

A ideia de que a PBM poderia estimular a transcricdo de receptores opioides
periféricos pode ter sua explicagao no processo inflamatoério, em que, em uma situagao de
inflamacao, a regulacdo de receptores opidides no corno dorsal na medula espinhal
mantem-se ascendente, ocasionando um aumento do transporte axonal de receptores para
a periferia, estimulado por citocinas, principalmente IL-1, IL-6 e TNF-a e pelo fator de
crescimento neuronal, provindo do local inflamado. A alta concentragdo de MOR nos
terminais nervosos periféricos esta relacionada com o aumento das citocinas que regulam
o crescimento e a proliferagdo das células gliais, modulando a atividade de peptideos

opidides enddgenos 3.

Em resumo, nossos estudos demonstraram que o efeito analgésico da
fotobiomodulacdo esta associado a via opidide, evidenciada pelos testes de alodinia,
quando administrado antagonista dos receptores opidides, a tolerancia a dor se assemelha

ao grupo nao tratado e as terapias combinadas entre a PBM e OP evidenciaram efeitos
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aditivos na reducdo de MPO e manutengéo do colageno. A terapia por fotobiomodulacéo é
promissora no tratamento das dores agudas e crbnicas e ja tem evidéncias elucidativas da
resolugao do processo inflamatoério, contribuindo para a preservagéo do colageno do tipo
1,37 que se encontra em maior quantidade nesse tipo de tecido, prevenindo lesdes futuras.
No entanto, nosso estudo possui limitagdes, como evidéncias de outras vias de dor, além

da avaliagado molecular da expressao destes receptores opioides.

A utilizacdo de medicamentos anti-inflamatérios e opidides no controle das dores
agudas e crbnicas tém sido bastante estudadas. A despeito da eficiéncia que possam
alcancar, estes farmacos trazem consigo muitos efeitos indesejaveis ao paciente, além de
serem dispendiosos. Desta forma, torna-se necessario continuar a busca de formas de
controle da dor que promovam menos efeitos colaterais, com menores custos, a fim de

melhorar a qualidade de vida do paciente .

Considerando-se as terapias farmacologicas para o controle da dor e todas as
contraindicacbes a elas pertinentes, cabe buscarmos terapias auxiliares né&o
farmacoldgicas ou que contribuam, minimizando seus efeitos nocivos ao ser humano. E
imprescindivel também a compreensao dos mecanismos envolvidos nestes processos, a

fim de aperfeigoar os caminhos da analgesia.

O grupo Op foi efetivo na tolerancia a dor devido a sua alta performance analgésica,
porém com uma discreta queda na tolerancia a dor quando comparamos com 0S grupos
PBM e PBM + Op. O cloridrato de Tramadol € um analgésico da classe dos opidides, um
agonista puro nao seletivo dos receptores opidides, sua agao € de nivel central e envolve
outros mecanismos de agdo que sao descritos na literatura, o tempo de agédo analgésica é

rapida, chegando no pico de ag&o apos 45 min. 38

Nossos resultados mostraram que a terapia por fotobiomodulacdo foi efetiva no
aumento a tolerancia a dor quando comparamos com o grupo NT e NL + PBM e valores
similares quando comparamos com o grupo PMB + Op. Sugerindo que o mecanismo
envolvido poderia ndo ser somente pela conhecida acao anti-inflamatéria, mas também,
possivelmente, via opidide. No entanto, devido aos raros trabalhos que visem o

entendimento destes mecanismos de acao da terapia por fotobiomodulagdo, mais estudos
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sdo necessarios. Além disso, seria importante entender os efeitos da associagado destas

duas terapias (farmacologica e PBM) na modulagdo do processo doloroso.

Como apresentado nesta contextualizagdo, os trabalhos associando farmacos
opidides com terapia por fotobiomodulagdo sdo escassos e o estudo da luz nos
mecanismos envolvendo receptores opioides sado inexistentes até o momento. A
compreensao destas associagdes € importante, a fim de verificar a existéncia de efeitos
somatorios ou inibitérios sobre os receptores opidides, o que levaria ao uso destas terapias
no tratamento de processos dolorosos, além do efeito anti-inflamatdrio ja4 conhecido pela

PBM em varios trabalhos cientificos.3!

Considerando os resultados apresentados nesse estudo, tornam-se necessario mais
trabalhos com modelos antagonizados isoladamente e tempos mais prolongados de
acompanhamento associando os opidides com a fotobiomodulagdo, trazendo novas
informagdes e caminhos para o controle seguro da dor. Como parte dos resultados
apresentados em outros trabalhos avaliaram a acédo da fotobiomodulagdo na tolerancia a
dor e nos processos inflamatérios, seria importante em trabalhos futuros avaliar os
mecanismos de dor via opidide estudando a associagao das terapias e a durabilidade da

analgesia fornecida pelas terapias.
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8 - CONCLUSAO

Conclui-se que a terapia por fotobiomodulagdo, nos parametros de irradiagao
808nm, 3J, 100 mW, foi eficaz na reduc¢do da dor aguda, evidenciados no teste de alodinia
mecanica, reduziu a atividade de MPO, reduziu o infiltrado inflamatério e manteve os niveis
de colageno do tipo | elevadas. A efeito analgésico pode ter relagdo com os mecanismos

opioides.

A PBM associada ao uso de opioides promove agdes analgésicas além de reduzir a

degradacéao do tecido lesionado.
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