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RESUMO

Estudos recentes demonstraram que a terapia por diodo emissor de luz
(LEDT, do inglés, light-emitting diode therapy) apresenta atividade
antinociceptiva em modelos animais de nocicep¢do aguda, além de ser
capaz de estimular o processo de regeneracdo do tenddo calcaneo em
ratos. No entanto, sua possivel atividade na hipersensibilidade e
regeneracdo em modelos cronicos de neuropatia apoés lesdo nervosa
ainda ndo foi investigada. Com este objetivo, camundongos foram
submetidos ao modelo de esmagamento do nervo ciatico (ENC). Apos
sete dias, a LEDT (950 nm, a 80 mW/cm?2, 2,5 J, a cada 24 horas por 15
dias) foi aplicada no local da lesdo (grupo local) ou na face medial do
membro posterior direito (grupo distal) dos animais operados. Os
resultados obtidos demonstram que a LEDT, em ambos os locais de
irradiagdo, reduziu efetivamente a hipersensibilidade mecanica induzida
pelo ENC em relagdo ao grupo controle. Por outro lado, apenas no grupo
distal a LEDT foi capaz de inibir a hipersensibilidade ao frio induzida
pelo ENC. Além disso, a LEDT, no grupo distal, diminuiu os niveis de
TNF-a e IL1-B na medula espinal e, no grupo local, diminuiu os niveis
de TNF-a na medula espinal e nervo cidtico dos animais submetidos ao
ENC. Por fim, a LEDT ndo foi capaz de acelerar a recuperagdo da
funcdo motora, nem a regeneragdo nervosa dos animais. Em conjunto,
estes dados fornecem, pela primeira vez, evidéncias que a LEDT
promoveu anti-hipersensibilidade via diminui¢do dos niveis de citocinas
pro-inflamatorias, tanto no nervo ciatico como na medula espinal, mas
ndo conseguiu acelerar a regeneracdo nervosa de camundongos
submetidos a lesdo por ENC.

Palavras-chave: terapia do diodo emissor de luz, dor neuropatica,
esmagamento do nervo ciatico.






ABSTRACT

Light-emitting diode therapy (LEDT) has been shown to present
antinociceptive activity in animal models of acute nociception, as well
as stimulate the repair process of the calcaneal tendon in rats. However,
LEDT possible antihypersensitivity and regenerative effects in chronic
models of neuropathy after nerve injury have not been investigated. To
that purpose, mice were submitted to the sciatic nerve crush model
(SNC). After seven days, LEDT (950 nm, 80 mW/cm2, 2.5 J, every 24
hrs for 15 days) was irradiated on the crush site (local group) or on the
medial aspect of the right hind leg (distal group). The results obtained
demonstrate that LEDT when irradiated on both local and distal sites
effectively reduced mechanical hypersensitivity induced by the SNC
injury in comparison to control group. On the other hand, only in distal
group LEDT was able to inhibit cold hypersensitivity induced by SNC.
Furthermore, LEDT, in distal group, decreased the levels of TNF-a and
IL1-B in the spinal cord; and in local group, decreased the level of TNF-
a in the spinal cord and sciatic nerve after SNC. Lastly, chronic LEDT
neither accelerate motor functional recovery, nor morphological nerve
regeneration after SNC. Taken together these data provide, for the first
time, evidence that LEDT promoted antihypersensitivity effect via
decrease of pro-inflammatory cytokines levels, both in the sciatic nerve
and the spinal cord, but failed to accelerate nerve regeneration of mice
submitted to the SNC injury.

Keywords: Light-emitting diode therapy, neuropathic pain, sciatic nerve
crush.
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1 INTRODUCAO

1.1 SISTEMA NERVOSO PERIFERICO

No ser humano, o sistema nervoso periférico (SNP) ¢ composto
pelo conjunto de todo o tecido nervoso localizado fora do sistema
nervoso central (SNC), incluindo os receptores sensoriais, 0s nervos e
ganglios associados, bem como os plexos nervosos. O SNP fornece uma
via de comunicagdo para os impulsos entre o SNC e o restante do corpo
(VAN DE GRAAFF, 2001).

Os nervos sdo classificados, de acordo com sua distribuigdo
anatdmica, em cranianos ou espinais (Figura 1). Ha doze pares de
nervos cranianos que emergem da base do cranio e passam através de
forames indo inervar estruturas na cabeca, pescoco e 6rgios do tronco.
Por outro lado, cada um dos 31 pares de nervos espinais estd ligado a
medula espinal por meio de raizes posteriores e anteriores. A raiz
posterior contém os processos de neurdnios sensoriais que transportam
informagdes ao SNC, com corpos celulares agrupados em ganglios
espinais na extremidade distal da raiz posterior. A raiz anterior, por sua
vez, contém fibras nervosas motoras, que transmitem sinais do SNC
para o restante do organismo, com corpos celulares localizados na
regido anterior da medula espinal. Os 31 pares de nervos espinais
(Figura 1) sdo agrupados da seguinte forma: 8 cervicais, 12 toracicos, 5
lombares, 5 sacrais e 1 coccigeo (DRAKE; MITCHELL, 2004).

Um nervo espinal se divide em ramos imediatamente apos
emergir através do forame intervertebral: (1) ramo das meninges que
inerva as meninges, as vértebras e ligamentos vertebrais; (2) ramo
posterior, que inerva os musculos, articulagdes e pele das costas ao
longo da coluna vertebral; (3) ramo anterior, que inerva os musculos e a
pele nos aspectos lateral e anterior do tronco. E importante mencionar
que combinag¢des de ramos anteriores inervam os membros (VAN DE
GRAAFF, 2001). Salvo no caso dos nervos toracicos T2 a T12, os
ramos anteriores dos nervos espinais se combinam e depois se dividem
em redes de fibras nervosas denominadas plexos nervosos. Ha quatro
plexos de nervos espinais: cervical, braquial, lombar e sacral (VAN DE
GRAAFF, 2001).
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Hervos Cranianos
{12 pares)

Hervos Espinais

Plexus (31 pares)
Cervical
— Cervical (8 pares)
Braguial
Lombar
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Ullnar
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Lateral Femoral
Cuténeo

Femaral

Cidtico

Figura 1 — Sistema Nervoso Periférico.

O sistema nervoso periférico compreende os nervos cranianos, espinais, € 0s
nervos que surgem a partir deles. Plexos e ganglios (ndo mostrados) também
fazem parte do sistema nervoso periférico.

Fonte: Van De Graaff (2001).

De interesse para este estudo € o nervo cidtico ou isquiatico
(Nomina Anatdmica) (Figura 2)'. O nervo ciatico emerge do plexo
sacral, passa pela regido glitea, e, em seguida, entra no compartimento
posterior da coxa onde se divide em seus dois grandes ramos, o nervo
fibular comum e o nervo tibial. O nervo cidtico inerva todos os
musculos do compartimento posterior da coxa, da perna e do pé
(DRAKE; MITCHELL, 2004).

1 . ~ . e
Neste trabalho se optou pela denominagéo usual, i.e., nervo ciatico.
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Figura 2 — O nervo ciatico e suas principais subdivisdes.
Fonte: Adaptado de Drake e Mitchell (2004).

Cada nervo ¢é constituido de tecido conjuntivo € componente
neural. As estruturas de tecido conjuntivo dos nervos formam trés
camadas distintas: endoneuro, perineuro e epineuro, do interior para a
exterior, respectivamente. Essas estruturas organizam e protegem as
fibras nervosas (KAPLAN et al., 2009) (Figura 3).
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f/— AXONIO

Fo)
1{/ BAINHA DE MIELINA

ENDONEURO

PERINEURO

EPINEURO

Figura 3 — Organizacédo geral do nervo e seus compartimentos.
Fonte: Adaptado de Marieb e Hoehn (2006).

O epineuro ¢ a camada mais externa de tecido conjuntivo que
envolve todo o nervo. Esta camada inclui um plexo de vasos sanguineos
e linfaticos, alguns macrofagos residentes, fibroblastos e mastocitos. Sua
espessura pode ser bastante variavel e, as vezes, incluir tecido adiposo
(GEUNA et al., 2009). O perineuro € a bainha de tecido conjuntivo que
envolve as fibras nervosas, e ¢ constituido por camadas celulares
dispostas concentricamente (KAPLAN et al.,, 2009). Finalmente, o
endoneuro € composto de feixes de fibras coldgenas dispostas
longitudinalmente, esta é a camada mais interna que envolve as células
de Schwann com as fibras nervosas em seu interior (KAPLAN et al.,
2009). O endoneuro contém ainda mastocitos, macrofagos residentes,
alguns fibroblastos e vasos sangiiineos (ZOCHODNE, 2008).

Os componentes neurais do nervo do SNP sdo as fibras nervosas,
em geral, um axdénio com célula de Schwann e bainha de mielina. Os
axOnios sdo mielinizados em segmentos (internodos) separados por
nodos de Ranvier. Uma unica célula de Schwann supre a bainha de
mielina de cada internodo. Um nervo consiste em numerosas fibras
agrupadas em fasciculos por bainhas de tecido conjuntivo. As fibras
nervosas mielinizadas e nao-mielinizadas estdo entremeadas dentro do
fasciculo (DRAKE; MITCHELL, 2004).
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Em relagdo a sua fungdo, um nervo pode ser motor, sensorial ou
motor-sensorial (misto). Existem trés tipos de fibras nervosas em um
nervo misto que incluem: fibras nervosas sensoriais (aferentes), motoras
(fibras eferentes) e autonomicas (fibras autondmicas). As fibras podem
ainda ser classificadas com base em seu didmetro em tipo A, B ou C.
Fibras A possuem didmetros, mielinizacdo e velocidade de condugdo
graduada, sendo subdivididas em quatro tipos: Aa, AB, Ay e Ad. Fibras
do grupo B sdo mielinizados com didmetro pequeno e estdo presentes no
sistema nervoso autonomo (SNA). Por fim, As fibras do grupo C
apresentam pequeno didmetro e baixa velocidade de condugdo
(KIERNAN, 2009). E importante ressaltar que grandes axonios
mielinizados aferentes (A) estdo associados com mecanorreceptores de
baixo limiar; enquanto que axdnios pouco mielinizados (Ad) e nao-
mielinizados (C) contém receptores de alto limiar que transmitem
estimulos dolorosos (nociceptores) (KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009)

1.2 NEUROPATIAS PERIFERICAS

A neuropatia periférica (NP) ¢ uma doenca neuromuscular
comum, geralmente desencadeada por trauma ou lesdo ou ainda por
alguma condigdo patologica que adversamente afeta os nervos, causando
deficiéncias sensorio-motoras e desabilidades funcionais (VALLAT;
MAGY, 2005). NPs estdo entre os problemas neurologicos mais
comuns, entretanto poucas terapias e intervengdes estdo disponiveis para
impedir ou reverter os danos associados (ZOCHODNE, 2008).

As NPs mais comuns sdo aquelas que afetam primariamente o
axonio, chamadas de axonopatias. Estas sdo freqlientemente causadas
por traumas agudos, podendo ocorrer esmagamento por compressio, por
contusdes traumaticas, ou sec¢do por artefatos penetrantes (PARKER,
2002). NPs podem ser ainda resultantes de doengas sisté€micas, tais
como diabetes, uremia, AIDS ou deficiéncias nutricionais ¢ doencas
vasculares ou do tecido colageno, tais como aterosclerose, lupus
eritematoso sistémico, esclerodermia, sarcoidose, artrite reumatoide, e
poliartrite nodosa (PARKER, 2002).

Estima-se que a prevaléncia das NPs seja de aproximadamente
2.400 a cada 100.000 pessoas (2,4 % da populagdo mundial), e que entre
as pessoas com mais de 55 anos esta prevaléncia alcance 8%
(ENGLAND; ASBURY, 2004).
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Existe um consenso generalizado sobre a classificagdo das lesdes
nervosas em trés classes (ou tipos, ou graus). Lesdes leves afetam a
bainha de mielina, lesdes mais graves afetam o axoOnio, ¢ as mais
severas, o tecido conjuntivo (PARKER, 2002)

As lesdes do tipo 1 sdo denominadas de neuropraxias. Sdo lesdes
decorrentes de compressdo que levam a isquemia transitoria ou
desmielinizagdo paranodal. Isquemia resulta em perda funcional
transitoria reversivel associada ao bloqueio temporario dos impulsos
nervosos. A desmielinizagdo paranodal, por sua vez, decorre de
compressdo mais grave ¢ ¢ uma lesdo estrutural leve. A disfungéo
persiste até a remielinizagdo paranodal, que geralmente ocorre apds
algumas semanas (MCMAHON, 2006). Este tipo de lesdo é comumente
associada a compressdo focal moderada do nervo (por exemplo,
Saturday night palsy) e apresenta bom prognostico e recuperacdo rapida
devido a preservagdo da continuidade axonal (PARKER, 2002).

As lesdes do tipo 2 ou axonotmeses, sdo desencadeadas por
esmagamento que interrompem a continuidade axonal, entretanto as
células neurilemais da lamina basal permanecem intactas. Nesta lesdo
ocorre a degeneracdo walleriana distal ao local da lesdo (descrita abaixo
- Figura 4). Esta lesdo comumente acarreta importante déficit sensorial,
simpatico ¢ motor. Nao obstante, o prognostico ¢ bom, mas de
recuperacdo lenta (geralmente meses) (PARKER, 2002).

Por fim, nas lesdes do tipo 3 ou neurotmeses, o axdnio ¢
secionado e o tecido conjuntivo interrompido com rompimento total do
nervo. A degeneracdo walleriana € inevitavel e a regeneracdo axonal ¢
severamente limitada, além disso, a formag¢do de neuromas e
regeneracdo aberrantes sdo comuns. Desta forma, o prognostico € ruim
devido rompimento do tecido conjuntivo e formacdo de cicatrizes que
podem interferir na regeneracdo axonal, sendo que corre¢do cirurgica
com ou sem autotransplante ¢ muitas vezes necessaria (PARKER,
2002).

Degeneragdo walleriana € um processo que ocorre quando uma
fibra nervosa é esmagada ou secionada, no qual a parte do axonio
separada do corpo celular degenera distalmente a lesio (COLEMAN et
al., 1998), com infiltragdo de macréfagos que removem a mielina e os
restos axonais. Durante este processo, a membrana basal que envolve o
axonio e células de Schwann permanecem intactas formando um tubo.
Dentro de 96 horas da lesdo, a extremidade proximal da fibra nervosa
envia brotamentos em dire¢do ao tubo atraidos por fatores de
crescimento produzidos pelas células de Schwann. Se um brotamento
alcanca o tubo, ele avanca cerca de 1 mm por dia em seu interior,
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eventualmente reinervando o tecido alvo. Se os brotos ndo alcangam o
tubo, por exemplo, porque a distdncia ¢ muito grande ou devido a
formacdo de tecido cicatricial, intervengdo cirlirgica ¢ necessaria
(MCMAHON, 2006). Importante observar que a degeneragdo walleriana
em nervos distais pode contribuir para o desenvolvimento da
hipersensibilidade na dor neuropatica. Quando um nervo é secionado ou
esmagado, as fibras nervosas distais ao corte sofrem degeneragdo
walleriana e as fibras adjacentes ndo lesionadas sdo expostas a um
ambiente endoneural alterado com a presenca de diversas substincias
tais como quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento, o que pode
levar ao desenvolvimento de sensibilizagdo periférica ou central
(MCMAHON, 2006).
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Figura 4 — Regeneragao walleriana apds sec¢ao nervosa.

(A) fibra nervosa normal; (B) lesdo por transec¢@o das fibras e fase inicial da
degeneragdo Walleriana; (C) Células de Schwann direcionam o crescimento
axonal; (D) Regeneragdo axonal.

Fonte: Adaptado de Navarro et al. (20006).
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1.2.1 Neuropatias envolvendo o nervo ciatico

A maioria das neuropatias envolvendo o nervo ciatico sdo
traumaticas, seja por compressdo externa, lesdo localizada, injegdes mal
direcionadas, ou fratura, luxacdo ou artroplastia do quadril. Outras
etiologias incluem hematomas, fibroses, endometriose (dor cidtica
catamenial), tumores (neurofibroma, schwannoma, linfoma), aneurisma,
pseudo-aneurismas, sindrome compartimental e neuropatia isquémica. A
compressdo do nervo ciatico proximal pelo musculo piriforme
(sindrome do piriforme ou ciatica extraspinal) é controversa e com
freqiiéncia incerta (BARON, 2009).

Os sintomas incluem dor na coxa e gluteos, acentuada por
movimento de flexdo do quadril, adugdo e rotagdo interna. Em casos
mais graves ocorre debilidade dos musculos isquiotibiais bem como de
todos os musculos abaixo do joelho com perda sensorial que envolve
todo o pé e panturrilha. Dor e caracteristicas da sindrome de dor
complexa regional, podem estar presentes (PARKER, 2002).

O tratamento depende da etiologia e gravidade da lesdo. A
maioria das lesdes parciais resultantes da artroplastia de quadril ou
inje¢des mal-localizadas sdo tratadas de forma conservadora. O
progndstico ¢ delicado em lesdes graves com perda axonal (PARKER,
2002).

1.2.2 Modelos animais de neuropatia periférica

Atualmente, os modelos animais de NP cobrem diversas
etiologias e estdo relacionadas a um quadro extenso de manifestagdes
clinicas de NPs (SORKIN; YAKSH, 2009). A lesdo pode ser induzida
por injuria mecanica (sec¢do; esmagamento ou compressdo), quimica,
metabolica ou imunoldégica dirigida ao nervo, ganglio ou medula
espinal. O modelo do ENC utilizado neste estudo ¢ decorrente de uma
lesdo fisica (por esmagamento) dirigida ao nervo. A figura 5 demonstra
as lesdes especificamente geradas por trauma fisico do nervo periférico
(KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009).

O ENC se presta tanto para a avaliagdo da regeneracdo nervosa,
quanto da hipersensibilidade mecénica e térmica que se desenvolvem
apos a lesdo. Por ser um modelo de axoniotmese, a estrutura do nervo ¢
preservada, ao menos em parte, facilitando a regeneracdo, bem como a



35

avaliagdo da hipersensibilidade mecénica e térmica, considerados como
sinais representativos de dor neuropatica em estudos translacionais
(KONTINEN; MEERT, 2003).

Finalmente, este modelo ¢é de facil execugdo ¢ alta
reprodutibilidade (BRIDGE et al., 1994). Por ndo haver necessidade de
sutura, dispensa o conhecimento de técnicas microcirurgicas e
instrumental e material de alto custo (BOCCABELLA et al., 1964;
NICHOLLS; ROSSITER, 1964; DE MEDINACELI et al., 1994).

Esmagamento do

Nervo Ciatico

Figura 5 — Modelos experimentais de dor neuropatica.

Tlustrag@o esquematica dos modelos experimentais de dor neuropatica, com base
em danos as estruturas nervosas periféricas: * Esmagamento do nervo ciatico
(BOCCABELLA, 1964). (1) Transecg@o do nervo ciatico (WALL et al., 1979).
(2) Lesao por constrigao cronica (BENNET; XIE, 1988). (3) Ligadura parcial do
nervo ciatico (SELTZER et al., 1990). (4) Modelo de lesdo do nervo poupada
(DECOSTERD; WOOLF, 2000). (5) Ligadura dos nervos espinais L5/L6
(KIM; CHUNG, 1992). (6) Constri¢ao da raiz dorsal (TABO et al., 1999). (7)
Rizotomia dorsal (LOMBARD et al., 1979). (8) Rizotomia Ventral (LI et al.,
2002).

Fonte: Adaptado de Klusakova e Dubovy (2009).
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1.3 DOR NEUROPATICA

A grande maioria das NPs ¢ acompanhada pelo desenvolvimento
de dor neuropatica, que de acordo com a IASP (International
Association for the Study of Pain) é desencadeada como conseqiiéncia
direta de les@o ou doenga afetando o sistema somatosensorial (LOESER;
TREEDE, 2008).

A dor de origem neuropatica ¢ relativamente comum, com
incidéncia estimada na populacdo mundial, em torno de 1 a 3%
(DWORKIN et al., 2003; IRVING, 2005), principalmente pelo fato de
acompanhar uma grande gama de patologias e disfungdes, como
diabetes, herpes-zoster, lesdo medular, acidente vascular encefilico,
esclerose multipla, céancer, infeccio por HIV, bem como as
radiculopatias cervical ou lombar, além de poder ser desencadeada por
lesdes nervosas traumaticas ou pos-cirurgicas (BOUHASSIRA et al.,
2008).

A principal sintomatologia clinica das neuropatias periféricas
inclui dor espontanea ou hipersensibilidade da area afetada, levando a
hiperalgesia ou alodinia (FINNERUP; JENSEN, 2004), que ocorrem
principalmente devido as alteragdes ocorridas na medula espinal
(CODERRE et al., 1993; WOOLF, 2000; WOOLF, 2004).

A dor neuropatica é geralmente cronica e incapacitante, e em boa
parte resistente aos tratamentos farmacoldgicos, estando entre as mais
dificeis de tratar (DWORKIN et al., 2003; FINNERUP et al., 2005;
ATTAL et al., 2010). Pacientes com dor neuropatica freqlientemente
ndo respondem bem a antiinflamatdrios ndo-esteroidais e sdo muitas
vezes resistentes ou insensiveis aos opidides. Atualmente o tratamento ¢é
realizado com a utilizagdo de antidepressivos triciclicos, inibidores da
recaptagdo de serotonina, anticonvulsivantes e capsaicina de uso topico
(creme ou pomada), dentre outros. Entretanto, estes farmacos
apresentam limitada eficacia e/ou significativos efeitos adversos que
comprometem sua utilizagdo (BARON, 2009).

A lesdo ao longo de uma via nociceptiva, como a induzida pelo
esmagamento do nervo cidtico, pode afetar ndo apenas os nervos
periféricos mas também varios niveis do sistema nervoso central (SNC)
ocasionando dor neuropatica, caracterizada, em modelos animais, pelo
desenvolvimento de hipersensibilidade a estimulos mecanicos e
térmicos (KONTINEN; MEERT, 2003).

Saade e Jabbur (2008), com base em evidéncias acumuladas
durante as ultimas duas décadas, descreveram a seqii€éncia de eventos
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que podem ocorrer no nervo apés a indugdo da lesdo: (1) producdo
imediata de disparos nervosos ocasionados pela lesdo, que podem
continuar por um longo periodo de tempo; (2) liberagdo de
neuropeptideos e mediadores pro-inflamatorios no local da lesdo bem
como no SNC; (3) sensibilizagdo de nociceptores e ativagdo de
nociceptores  silenciosos através da liberacdio de mediadores
inflamatorios ou expressdo de novos receptores ou canais ionicos; (4)
mudanc¢as na expressdo génica e na expressdo de diversos peptideos e
receptores; (5) crescimento anormal de fibras periféricas e centrais; (6)
mudan¢as nos campos receptivos ¢ modalidades sensoriais de fibras
periféricas lesionadas e intactas;

Com relag@o ao efeito de lesdes periféricas na medula espinal,
Saade e Jabbur (2008), relatam que ocorrem mudangas nos campos
receptivos das dreas periféricas no corno dorsal, acompanhados de
diminuicdo da inibi¢do pré-sinaptica, fatos estes que sugerem mudancas
importantes no processamento das informagdes sensoriais no corno
dorsal. Além disso, segundo os mesmo autores (SAADE; JABBUR,
2008), a lesdo de nervos sensoriais pode desencadear uma cascata de
eventos no segmento correspondente da coluna vertebral ou nucleo do
trigémeo, que comega instantaneamente e perdura por periodos de
tempo variaveis, dependendo do tipo, extensdo e reversibilidade do dano
resultante. Ocorrem ainda mudancas importantes na expressio
fenotipica e sintese de neurotransmissores ¢ neuropeptideos, como por
exemplo, uma reducdo na liberagio de GABA e receptores
GABA¢érgicos; mudangas na localizacdo e/ou expressdo de receptores
para a substancia P, para bradicinina, para opidides, para serotonina e
ainda de transportadores de glutamato. Assim, o aparecimento de dor
espontanea, disestesia e hiperalgesia tem sido correlacionado ao
aumento da atividade espontinea e sensibilizacdo dos neurdénios do
corno dorsal observado ap6s trauma ou lesdo dos tecidos periféricos e
nervos (KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009). As possiveis moléculas
sinalizadoras da lesdo do nervo, responsaveis pela ativagdo microglial na
por¢do do corno da raiz dorsal que recebe aferéncias diretas do nervo
lesionado sdo a monocyte chemoattractant protein-1 (MCP -1 ou CCL2)
e a metaloproteinase-9 (MMP-9) uma vez que ambas apresentam
expressdo significativamente aumentada no ganglio da raiz dorsal de
neurdnios apods lesdo do nervo (microglia e dor neuropatica) (SAADE;
JABBUR, 2008).

Além disso, estudos indicam que a dor neuropatica periférica ¢
induzida ndo apenas pelo dano fisico direto aos neurdnios aferentes e
seus ramos axonais, mas também indiretamente por moléculas
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sintetizadas por células gliais e imunes durante a degeneragdo walleriana
distal a lesdo do nervo, tais como, citocinas (TNFa, IL-1b, IL-6, IL-10),
quimiocina MCP-1, bem como fatores neurotroficos, BDNF, GDNF,
NGF e NT-3 (Figura 6) (KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009). Estas
moléculas parecem estar envolvidas na iniciagdo de estados de dor
neuropatica. Além disso, citocinas e quimiocinas sdo capazes de
influenciar diretamente a excitacdo dos neurénios aferentes e seus
axonios (XIAO et al., 2002; SORKIN; YAKSH, 2009).
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Figura 6 — Ativagdo microglial em NPs.

Na presenca de uma entrada nociva constante, como no caso de inflamagao
cronica ou dano do nervo, sensibilizagdo central sustentada leva a altera¢des
transcricionais em neur6nios do corno dorsal que alteram suas fungdes por
periodos prolongados. Os astrocitos respondem a esta atividade sinaptica
continua através da mobiliza¢do interna de Ca2+, levando a liberagdo de
glutamato (Glu), ATP, que se liga ao P2X4, fator de necrose tumoral-o (TNFa),
interleucinas IL-1f, IL-6, 6xido nitrico (NO) e prostaglandina E2 (PGE2). A
microglia ativada ¢ também uma fonte de todos esses fatores pro-inflamatorios.
Matriz metaloproteinase 9 (MMP9) induz a clivagem de pro-IL-1f e ativag@o da
microglia, enquanto MMP2 induz a clivagem pr6-IL-18 e mantém a ativagdo de
astrocitos. A ativacdo da p38 proteina quinase ativada por mitégeno (p38
MAPK) ¢ induzida em ambos microglia e astrocitos na sinalizagdo da IL-1.
Astrocitos e microglia expressam os receptores de quimiocina CX3CR1 (ndo
mostrado) e CCR2 e tornam-se ativados apos a ligagdo com as respectivas
quimiocinas. Apds a lesdo do nervo, proteinas de choque térmico (HSPs) sdo
liberados e podem se ligar aos receptores Toll-like (TLRs), expressos em ambos
astrocitos e microglia, levando a uma maior ativagio desses tipos celulares.
Fonte: Adaptado de Watkins et al. (2001).
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1.4 TERAPIA POR DIODO EMISSOR DE LUZ

A terapia por diodo emissor de luz (Light-emitting diode therapy
— LEDT) é uma forma de fototerapia, que utiliza como fonte de
irradiagdo LEDs (VINCK et al, 2005). LEDs sdo diodos
semicondutores (jungdo P-N) que quando energizados emitem luz
(SCHUBERT, 2006) (Figura 7).
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Figura 7 — LED e Jungéo P-N.

(A) LED; (B) Jungao P-N: caracterizada pela jungdo de um semicondutor do
tipo P (com cargas elétricas positivas) e de um semicondutor tipo N (com cargas
elétricas negativas). A aplicag@o de tensdo suficiente induz recombinagdes entre
lacunas (P) e elétrons (N). Em cada recombinagdo um quantum de energia
eletromagnética € liberado sob a forma de um foton de luz.

Fonte: Adaptado de Schubert (2006).

Os termos "Fototerapia" e “Terapia Fotonica” aqui empregados
dizem respeito as intervengdes terapéuticas nao invasivas com luz, como
por exemplo, situagdes envolvendo a irradiagdo do tecido cutineo e
subcutaneo para a reparacgdo tecidual, a acupuntura a base de luz e
irradiag@o transcutanea para alivio da dor (ENWEMEKA, 2005).

N3io obstante a moderna nomenclatura, o emprego terap€utico da
luz é bastante antigo, datando dos primodrdios da humanidade. Os
primeiros relatos sdo egipcios, de aproximadamente 1400 aC, e
descrevem o tratamento de doengas de pele pela exposi¢do a luz solar.
Ao longo dos séculos, a irradiagd@o solar tem sido utilizada no tratamento
de diversas afecgoes em diferentes paises, como China, Grécia ¢ Roma
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(BAROLET, 2008). Relatos similares continuaram através dos séculos,
entretanto de forma esparsa e desorganizada. No inicio do século XX,
pode-se destacar o trabalho de Nils Finsen, que em 1901 publicou os
resultados do tratamento de lupus vulgaris com doses concentradas de
radiagdo UV, trabalho este que lhe rendeu o Prémio Nobel de Medicina
em 1903 (ROELANDTS, 2002). Anos mais tarde, na década de 1960,
Endre Mester conduziu uma série de experiéncias sobre o potencial
cancerigeno do LASER (do inglés Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation; Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada de
Radiacdo) de baixa poténcia em camundongos. Seus resultados
demonstraram que o LASER além de ndo induzir tumor, estimulou o
crescimento do pélo dos animais (MESTER et al., 1968). Esta foi a
primeira demonstracdo de efeito biologico da fototerapia com fonte de
LASER de baixa intensidade, fato que estimulou este cientista huingaro a
realizar outros estudos que culminaram na confirmagdo da eficicia da
luz vermelha na cicatrizacdo de ferimentos (BAROLET, 2008).

Figura 8 — Aspectos fisicos da luz irradiada por LASERS e LEDS.

(A-B) Diferentes comprimentos de onda: Comprimento de onda ¢ a distancia
entre dois picos de onda. (C) Irradiagdo coerente: Na irradiagdo coerente as
ondas dos fotons que compde o feixe de luz estio em fase, ocorre com a
irradiagdo LASER. (D) Irradiag@o incoerente: na irradia¢@o incoerente as ondas
dos fétons que compde o feixe de luz ndo se encontram em fase, caracteristica
da irradiagdo LED. (E) Irradiacdo colimada: Irradiagdo que se propaga com
feixe de ondas praticamente paralelas, ocorre com a irradiagdo LASER. (F)
Irradiacdo divergente: Irradiacdo que se propaga com feixe de ondas
desalinhadas, caracteristica da irradiagdo LED.

FONTE: Adaptado de Baxter (2003).
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Primeiramente, os efeitos biologicos da fototerapia foram
explicados pela propriedade de coeréncia (Figura 8 e Tabela 1) da luz
emitida por LASERS (MESTER et al., 1985). Entretanto, novos estudos
indicaram que a coeréncia ndo desempenha um papel essencial na
interagdo Luz-tecido, em primeiro lugar, foi demonstrado que tanto a luz
coerente como a ndo-coerente apresentam a mesma eficacia (LOBKO et
al., 1985; PONTINEN et al., 1996) e que além disso, a coeréncia &
perdida assim que atravessa as primeiras camadas da pele (LOBKO et
al., 1985; BASFORD, 1995; NUSSBAUM; BAXTER, 2003). Estas
pesquisas impulsionaram a expansdo da fototerapia com fontes
emissoras de luz ndo coerentes como os diodos emissores de luz — LEDs
(LOBKO et al., 1985; PONTINEN et al., 1996; VINCK et al., 2003).
Outras diferencas importantes entre os aparelhos de LASER e LED
estdo descritas na tabela 1. (SCHUBERT, 2006).

Tabela 1- Diferencas de irradiacio LASER e de LEDs.

LED | LASER
Light Amplification by Stimulated Emission
Light-emitting diode - diodo emissor de luz. of Radiation; Amplificagdo da Luz por

Emissdo Estimulada de Radiagdo.
Sdo maiores em tamanho, com vida mais
longa, sdo menos confidveis e necessitam de
mais energia.

Pequenos no tamanho, possuem longa vida
util, sdo confiaveis e requerem pouca energia.

Produzem feixe de luz incoerente®,
divergente® com grande gama de
comprimentos de onda°®.
Aparelhos de LED podem ser feitos para
produzir multiplos comprimentos de onda,
estimulando uma ampla gama de tecidos.

Produzem feixe de luz monocromatica,
coerente’ e colimada’.

Aparelhos de LASER sdo em geral
produzidos com um comprimentos de onda.

Resposta rapida. Resposta ¢ ainda mais rapida.
Pequeno custo. Alto custo.
Intensidade de geragédo de luz ¢ menor. Intensidade de geragdo de luz ¢ maior.
As sondas dos aparelhos de LEDs podem As sondas dos aparelhos de LASER cobrem
cobrir uma area de tratamento mais extensa. uma pequena area de tratamento.

(a) Incoerente: As ondas dos fotons que compde o feixe de luz ndo se encontram
em fase. (b) Divergente: Irradiagdo que se propaga com feixe de ondas
desalinhadas. (¢) Comprimento de onda: diz-se da distancia entre dois picos de
onda. (d) Coerente: As ondas dos fotons que compode o feixe de luz estdo em
fase. (¢) Colimada: Irradiagdo que se propaga com feixe de ondas praticamente
paralelas.

A década de 90 foi marcada por importante impulso na pesquisa
com LEDs dada pela National Aeronautics and Space Administration
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(NASA), a qual constatou que a luz de LEDs em comprimentos de onda
especificos acelera o crescimento das plantas bem como a cicatrizagdo
de tecidos (BAROLET, 2008). Esta investiga¢do despertou o interesse
da utilizagdo da terapia por LED em uma variedade de condi¢des que
vao desde fins cosméticos, cicatriza¢do de tecidos e tratamento de lesdes
de tecidos moles (VINCK et al., 2005) até¢ o tratamento do cancer de
pele (BAROLET, 2008).

Estudos indicam que as radia¢des vermelha e infravermelha
penetram os tecidos bioldgicos com menor perda, atingindo estruturas
mais profundas, fato que delimita uma importante “janela terapéutica”,
entre cerca de 600 nm e 1200 nm (NIEMZ, 2007, BAROLET, 2008)
(Figura 9). Em nivel celular, a LEDT com comprimento de onda no
espectro do vermelho e infravermelho (600-1200 nm) pode modular a
proliferacdo de fibroblastos, sintese de colageno, promover angiogénese,
estimular macréfagos e linfécitos por melhorar o metabolismo
energético no interior da mitocondria, além de promover a produgio de
fatores de crescimento (EELLS et al., 2004; DESMET et al., 2006).
Além disso, sugere-se que a LEDT nesta faixa espectral (600—-1200 nm)
altera a expressdo de genes envolvidos na cicatrizagdo de tecidos e
modulacgdo da dor (EELLS et al., 2004), sendo potencialmente eficaz no
tratamento da dor de diferentes etiologias, embora esta afirmacdo ainda
ndo tenha sido substancialmente investigada (VINCK et al., 2003;
VINCK et al., 2005; VINCK et al., 2006; SUSHKO et al., 2007).
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Figura 9 — Profundidade de penetracdo x comprimento de onda (1).

Estudos indicam que as radiagdes vermelha e infravermelha penetram os tecidos
bioldégicos com menor perda, atingindo estruturas mais profundas, fato que
delimita uma importante “janela terapéutica”, entre cerca de 600 nm e 1000 nm.
Fonte: Adaptado de Barolet (2008).

1.4.1 Parametros para dosimetria

Em fototerapia o conhecimento dos varios parametros envolvidos
na dosimetria sdo essenciais para determinar a quantidade correta de
energia necessaria para o tratamento (ENWEMEKA, 2009). Abaixo
segue descri¢do dos seguintes parametros: (1) de comprimento de onda,
(2) poténcia radiante, (3) energia radiante, (4) densidade de poténcia, (5)
densidade de energia (6) area do feixe luminoso. Segue breve descri¢do
destes parametros, segundo Enwemeka (2009).
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1.4.1.1 Comprimento de onda (L)

O comprimento de onda da luz emitida pelo LED depende da
distancia entre os polos da jungdo P-N, bem como dos materiais que a
formam (SCHUBERT, 2006). Como ilustrado na Figura 8, a distancia
entre dois picos de onda é definida como um comprimento de onda.
Quanto menor o comprimento de onda, maior a freqiiéncia de vibracdo
da particula de Iuz. Como regra geral, quanto maior o comprimento de
onda de um dispositivo de fototerapia, maior a profundidade de
penetragdo de seu feixe nos tecidos (ESNOUF et al, 2007;
ENWEMEKA 2008; MEINHARD et al. 2008). Note que na figura 8§,
950 nm (infravermelho) tem um maior comprimento de onda que a luz
vermelha de 670 nm, o que implica em maior grau de penetragdo. Por
esta razdo comprimentos de onda mais longos, em geral infravermelhos,
sdo geralmente recomendados para o tratamento de lesdes mais
profundas.

1.4.1.2 Poténcia radiante phi (®)

Poténcia radiante pode ser definida como a taxa na qual a energia
¢ gasta. Geralmente ¢ medida em watts (W), mas em fototerapia, uma
vez que a quantidade de energia necessaria para se obter beneficios
terapéuticos ¢ relativamente baixa, muitas vezes a poténcia radiante é
medida em miliwatts (mW). Um milliwatt ¢ um milésimo de watt. Por
definicdo, poténcia pode ser determinada matematicamente pelo calculo
de energia por unidade de tempo, ou seja, dividindo a energia medida
em joules (J) pelo tempo medido em segundos (s):

Poténcia (W) = Energia (J) / Tempo (s)

1.4.1.3 Energia radiante (Q)

A energia radiante ¢ uma medida da energia da radiacdo
eletromagnética e ¢ expressa em joules (J). A energia radiante ¢
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calculada multiplicando-se a poténcia radiante pelo tempo, como mostra
a seguinte relacdo matematica:

Energia (J) = Poténcia (W) x Tempo (s)
1.4.1.4 Area do feixe luminoso (a)

A area do feixe luminoso define a area coberta pelo feixe quer na
ponta do aplicador ou a qualquer distdncia dada além desse ponto. Na
ponta do aplicador, a area do feixe luminoso é essencialmente o mesmo
que a area efetiva de radiacdo, portanto, pode ser facilmente assumido
que ambos sdo intercambiaveis, quando o aplicador é colocado em
contato direto com a pele do paciente.

1.4.1.5 Densidade de poténcia ou irradidncia (E.)

A densidade de poténcia ou irradidncia pode ser definida como a
razdo da poténcia sobre a area da superficie irradiada. A irradidncia é
basicamente a energia emitida pelo feixe de luz por unidade de area. A
densidade de poténcia ¢ medida em watts por centimetro quadrado
(W/cm?2) e € calculada:

Densidade de poténcia (W/cm?) = Poténcia (W) / Area (cm?)

1.4.1.6 Densidade de energia ou fluéncia (H)

Densidade de energia, também conhecida como fluéncia, pode ser
definida como a quantidade de energia fornecida por unidade de area
sendo geralmente expressa como a dose na pratica. Em outras palavras,
¢ a energia dividida pela area, medida em joules por centimetro
quadrado e representada por H. Como energia (J) = (W) x tempo
(segundo) e densidade de energia = energia / area (a), segue-se que:

Densidade de energia (H) = Poténcia (®) x tempo (t) / Area (a)
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1.5 MECANISMOS DE ACAO DA FOTOTERAPIA

Segundo Baxter (2003) e Low (2001), ao ser irradiado sobre a
pele, o feixe luminoso sofre dois processos: parte ¢ refletido e parte
penetra na mesma em propor¢des dependentes do comprimento de onda,
da natureza da superficie tecidual e do angulo de incidéncia. A parcela
da radiagdo luminosa que ndo ¢ refletida, por sua vez pode sofrer
absor¢cdo ou espalhamento. O espalhamento compreende qualquer
mudanca na direcdo da propagacdo do feixe luminoso e depende do
comprimento de onda do feixe incidente e das caracteristicas do tecido
receptor (TIPLER, 2000; BAXTER, 2003). A parcela restante da
radiacdo luminosa ¢é absorvida por moléculas fotoaceptoras ou
fotorreceptoras, capazes de serem excitadas pelos fotons incidentes, em
decorréncia de suas configuracdes eletronicas ou atdmicas. Dentre as
moléculas capazes de reagir com os fotons estdo os aminoacidos, os
acidos nucléicos e os cromodforos. Os aminoacidos e acidos nucléicos
apresentam absor¢do significativa no espectro ultravioleta (BAXTER,
1995). Os cromoforos, por sua vez, absorvem luz no espectro visivel,
sendo os mais comuns a hemoglobina ¢ a melanina (BAXTER, 1995;
NUSSBAUM; BAXTER, 2003), além de alguns componentes da cadeia
respiratoria, sobretudo a citocromo c-oxidase, que absorve tanto a
radiacdo no espectro visivel quanto no infravermelho (KARU, 1999).

Segundo Karu (1999), a interagdo entre a molécula fotoaceptora
e o feixe luminoso resulta na aceleracdo da transferéncia de elétrons na
cadeia respiratoria através de uma mudanca nas propriedades de
oxiredugdo dos transportadores. Uma fragdo da energia de excitagdo ¢
convertida em calor, com incremento na temperatura local dos
cromoforos. Tal incremento, por sua vez pode causar alteragdes
estruturais nos fotorreceptores e, deste modo, desencadear alteracdes
bioquimicas (LETOKHOV 1991).

Além disso, certas moléculas fotoaceptoras, como as porfirinas
e flavoproteinas, podem ser reversivelmente convertidas em estruturas
fotosensibilizadas, com a geracdo de oxigénio molecular (O2), o qual
pode exercer papel mediador nos efeitos bioldgicos da irradiagao.
Finalmente, ocorre a liberagdo de radicais livres, como o superoxido
(0,)) e o perdxido de hidrogénio (H,0,), frente a reducdo do oxigénio
em agua no final da cadeia respiratéria. Embora a mitocondria apresente
um mecanismo de reabsor¢do de tais radicais, essas substiancias podem
desencadear respostas secundarias multiplas, uma vez que constituem
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fonte de elétrons para a fosforilagio do ADP (KARU, 1989; KARU,
1999).

Estes principais mecanismos que ocorrem durante a exposicdo a
luz sdo seguidos por reagdes escuras (mecanismos secundarios), que
ocorrem quando a radiagdo efetiva é desligada. Assim, se inicia uma
complexa cascata de sinalizag@o celular ou transducdo e amplificagdo do
sinal fotonico, associada por exemplo, a mudancas na homeostase
celular, alteracdes no ATP ou nos niveis de AMPc, modulagdo da
sintese de DNA e RNA, alteragdes da permeabilidade da membrana,
alcaliniza¢do do citoplasma e despolarizagdo da membrana da célula
(GRECO et al., 1989; KARU, 1989; VACCA et al, 1993; VACCA et
al., 1994; KOLAROVA et al., 1999; REDDY, 2004).

A seqiiéncia de eventos, finalmente, resulta em uma série de
efeitos fisiologicos essenciais para a promogdo do processo de
cicatrizagdo de feridas, para analgesia, ou outros respostas favoraveis,
dentre as quais, aceleracdo de processos inflamatdrios, re-absorg¢do de
edemas, regeneracdo de vasos linfaticos ou regeneragdo nervosa
(GRECO et al.,, 1989; VACCA et al, 1993; VACCA et al., 1994;
BAXTER, 1995; SKINNER et al., 1996).

Os mecanismos possiveis para a analgesia induzida pela LEDT
sdo ainda menos compreendidos, uma vez que, provavelmente, nem
todos os mecanismos de ac¢do sdo identificados atualmente. No entanto,
estd bem estabelecido que a terapia fotonica influencia a sintese,
liberagdo e metabolismo de inimeras substincias sinalizadoras
envolvidas na analgesia, tais como endorfinas, Oxido nitrico,
prostaglandinas, bradicinina, acetilcolina e serotonina. Além desses
efeitos neurofarmacologicos existem evidéncias experimentais da
diminuic¢do do processo inflamatdrio, diminui¢do da atividade das fibras
C, aumento da circulacdo sangiiinea e reducdo da excitabilidade do
sistema nervoso (VACCA et al., 1994; REDDY, 2004; VINCK et al.,
2000).

1.6 JUSTIFICATIVA

As neuropatia periféricas (NP) sdo doengas neuromusculares que
afligem em torno de 2,4 % da populacio mundial (ENGLAND;
ASBURY, 2004), entretanto, poucas terapias e intervengdes estdo
disponiveis para impedir ou reverter os danos associados (ZOCHODNE,
2008). Além disso, as NPs sdo freqiientemente acompanhadas de dor
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neuropdtica, geralmente cronica e incapacitante, e em boa parte
resistente aos tratamentos farmacologicos disponiveis, estando entre as
mais dificeis de tratar (DWORKIN et al., 2003; FINNERUP et al., 2005;
ATTAL et al., 2010).

Estudos recentes demonstraram que a terapia por diodo emissor
de luz (LEDT) apresenta atividade analgésica em casos de dor cronica
(COSTA et al., 2008), bem como em modelos animais de nocicepgao
aguda, como a estimulacdo elétrica da pata e o teste da formalina
(LIMANSKY et al., 2006; TAMAROVA et al., 2009). Além disso, a
LEDT foi capaz de estimular o processo de reparacdo do tenddo
calcaneo em ratos (BASTOS et al., 2009; CASALECHI et al., 2009). No
entanto, sua possivel eficacia na indugdo de anti-hipersensibilidade ¢ na
estimulacdo da regeneragdo nervosa e fungdo motora apos lesdo nervosa
ndo foi investigada.

Neste contexto, e no intuito de contribuir para o desenvolvimento
de terapias ndo invasivas que possam complementar o tratamento das
NPs e da dor neuropatica associada, o presente estudo investigou o
efeito da LEDT sobre as alteragdes comportamentais, bioquimicas e
morfologicas, induzidas pela lesdo nervosa periférica no modelo do
esmagamento do nervo cidtico em camundongos. Adicionalmente, a fim
de contribuir para a compreensdo dos mecanismos de acdo da LEDT,
avaliamos o papel das citocinas anti e pro-inflamatorias nesse efeito.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a possivel eficicia da LEDT na redugdo da
hipersensibilidade e na estimulagdo da regeneragdo nervosa e funcdo
motora apos lesdo por esmagamento do nervo ciatico em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar, em camundongos submetidos ao ENC, o efeito da LEDT
sobre:

* ahipersensibilidade mecanica com filamentos de von Frey e por
meio da avaliag@o da forca de preensio;

* ahipersensibilidade térmica no teste da placa fria;

* aatividade locomotora no teste do campo aberto;

* arecuperagdo da fungdo motora através dos indices funcional e
estatico do nervo ciatico (IFC e IEC);

* a regeneracdo nervosa através da analise de parametros
morfométricos em cortes histologicos do nervo ciatico;

* aperda de massa dos musculos sdleo e gastrocnémio;

* os niveis das citocinas anti (IL-10) e pro-inflamatorias (TNF-a
e IL-1P) no nervo cidtico e na medula espinal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos com camundongos Swiss
machos pesando entre 30 e 40g com 90 dias de idade no inicio dos
experimentos.

Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas (06
as 18h) em temperatura de 22+2 °C, com acesso a dgua e comida ad
libitum. Todos os animais utilizados foram aclimatizados no laboratorio
pelo menos uma hora antes do inicio dos testes, realizados na fase clara
do ciclo.

Os experimentos foram realizados ap6s a aprovagdo do
protocolo pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA), UFSC
e foram realizados em conformidade com as diretrizes atuais para o
cuidado dos animais de laboratdrio e as normas éticas para investigacao
de dor experimental em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983).

O numero de animais ¢ a intensidade dos estimulos utilizados
foram os minimos necessarios para demonstrar de forma consistente o
efeito dos tratamentos.

3.2 TERAPIA POR DIODO EMISSOR DE LUZ

Quatro grupos experimentais foram utilizados durante os
experimentos (n = 8): controle (ENC - ndo tratado), sham (nervo ciatico
¢ exposto mas ndo esmagado), local (ENC - tratado) e distal (ENC -
tratado). Durante a LEDT, os animais foram contidos em um tubo de
plastico com cauda e os membros posteriores expostos. Os animais do
grupo local foram tratados sobre a pele no local do esmagamento,
enquanto os animais do grupo distal foram tratados distalmente ao local
do esmagamento, no aspecto medial do membro posterior direito, com
area de irradiagdo comecando logo acima do maléolo medial (Figura
10). Durante o tratamento com LED o dispositivo foi mantido em leve
contato com o local do tratamento. O dispositivo de LED utilizado nos
experimentos foi um MOLIMEDpen® (MDT Bioelectronics, Bettwiesen,
Suica), com 950 nm, irradiancia de 80 mW/cm2 e fluéncia final de 2,5 J.
Os parametros da LEDT utilizados estdo detalhados na tabela 2.
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A fim de determinar a fluéncia da LEDT utilizada no estudo,
grupos adicionais de animais foram utilizados no primeiro experimento
(Figura 15): Distal 1 J (13 segundos de irradiacdo) e Distal 4 J (50
segundos de irradiagdo). No mesmo experimento, para investigar se o
estresse induzido pela contengdo seria responsavel pelo efeito da LEDT
na hipersensibilidade, um grupo de animais (n = 8) foi tratado com o
dispositivo LED desligado (grupo off - os animais foram mantidos por
32 segundos com o dispositivo em leve contato com a face medial do
membro posterior direita).

Tabela 2- Parametros de LEDT utilizados

Parimetro | Valor
Comprimento de onda (nm) 950
Irradiagdo (mW/cm2) 80
Fluéncia (J/cm2) 2,5
Tempo de irradiag@o (segundos) 32
Area irradiada (cm2) 1
Numero de tratamentos 15

Intervalo entre tratamentos (horas) 24
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Figura 10 — Locais de irradiagdo da LEDT utilizadas neste estudo.
(A) Esquema dos locais de irradiagdo; (B) Camundongo dentro do tubo plastico
de contensdo; (C) Tratamento do grupo distal; (D) Tratamento do grupo local.

3.3 ESMAGAMENTO DO NERVO CIATICO

Os procedimentos cirurgicos foram realizados com os animais
sob anestesia profunda induzida por uma solucdo de cetamina (100
mg/kg, i.p.) e xilazina (20 mg/kg, i.p.). Apods a verificacdo do estado de
consciéncia do animal (através do pingamento da cauda), foi efetuada
tricotomia da area operada (coxa direita). Em seguida, foi feita uma
incisdo curvilinea na coxa direita do animal, iniciando acima e
medialmente ao trocanter maior do fémur e terminando proximo a fossa
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poplitea, ao nivel da inser¢do dos musculos isquiotibiais (Figura 11 A).
A exposicdo do nervo ciatico foi obtida apos a divulsdo dos musculos
semitendinoso e reto femoral (Figura 11 B). Com o auxilio de uma pinga
hemostatica ndo-serrilhada (Baptista, Gomes et al. 2007), foi realizado o
esmagamento do nervo ciatico direito por 30 segundos, apertando até o
primeiro estadgio da gramalheira da pinga, aproximadamente 10 mm
acima da trifurcac¢do do nervo (BRIDGE et al., 1994) (Figura 11 C - D).
Em seguida, um fio de sutura estéril ndo-absorvivel (9-0) foi amarrado
na bainha epineural para marcar o local do esmagamento (analise
histologica) (REINECKE et al., 2003). Logo apo6s, a divulsdo muscular
foi reparada com 3 pontos de sutura com fio absorvivel (5-0) e realizada
a assepsia no local com anti-séptico (Povidine®). Ao final dos
procedimentos cirirgicos, os animais foram mantidos em sala aquecida
até a completa recuperacdio da anestesia. Todos os grupos experimentais
foram operados, com excecdo dos animais do grupo Sham, submetidos
ao mesmo procedimento cirirgico, embora o nervo ciatico ndo tenha
sido esmagado.
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Figura 11 — Esmagamento do nervo cidtico em camundongos.
(A) Incisdo; (B) Nervo ciatico exposto; (C) Esmagamento do nervo ciatico; (D)
Nervo apds esmagamento.

3.4 HIPERSENSIBILIDADE MECANICA

3.4.1 Filamentos de von Frey

A hipersensibilidade mecénica foi avaliada de acordo com o
método desenvolvido por Dixon (DIXON, 1980; CHAPLAN et al,
1994), modificado para camundongos (SOMMER; SCHAFERS 1998).
Os animais foram aclimatados, por uma hora, em compartimentos
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individuais de acrilico (9 cm x 7 cm x 11 cm) sobre uma plataforma de
fundo gradeado (Figura 12 A). O estimulo mecénico foi direcionado
perpendicularmente a superficie plantar dos animais (Figura 12 B).
Foram analisadas as respostas (retirada ou ndo da pata) em relagdo a
tens@o aplicada por filamentos de von Frey (VFH; Stoelting, Chicago,
EUA) calibrados para produzir for¢as que produzem diferentes graus de
estimulacdo mecanica (indcua ou nociva).

As sessOes iniciaram com a aplicagdo do filamento 0,04g.
Quando o estimulo era nocivo — indicado pela retirada da pata — era
utilizado filamento com menor valor em (g). Quando o estimulo era
inocuo — indicado pela permanéncia da pata — era apresentado o
filamento com maior valor subseqiiente em (g) a partir da ultima
resposta, num total de no maximo seis testes ndo consecutivos. A
seqiiéncia resultante de respostas positivas e negativas foi utilizada para
interpolar a forca correspondente a 50% do limiar de retirada da pata
(em gramas, g).

Os grupos foram avaliados antes do procedimento cirurgico e nos
dias poés-operatorios de 7, 10, 13, 16, 19 e 21, antes ¢ 30 min apos
LEDT.

3.4.2 Forca de Preensio

A avaliagdo da forca de preensdao do membro posterior apés ENC
foi utilizada como uma medida comportamental de hipersensibilidade
mecanica, como ¢ comumente utilizada para avaliar a hiperalgesia
muscular (KEHL et al. 2000; SUAREZ-ROCA et al. 2006; AVILA-
PENA et al. 2007; HORI et al. 2010). A forga maxima de preensdo de
cada membro posterior do animal, foi mensurada por meio de um
dinamometro, disponivel comercialmente (Instrutherm, Instrumentos de
Medigdo, Sao Paulo, Brasil - Figura 12 C). Durante os testes, permitia-
se que cada animal agarrasse a grade de arame (10x12 cm) presa ao
dinamometro, com um Unico membro traseiro. O experimentador, em
seguida, movia o animal na dire¢do rostro-caudal até que o mesmo
soltasse a grade. Cada animal foi testado seqiiencialmente trés vezes
com intervalo de cerca de 2-3 minutos para obter a forga de preensdo
unilateral média para o membro posterior. Desta forma, a forca de
preensdo do membro posterior operado e ndo operado de cada animal foi
obtida. Os dados finais apresentados foram calculados como sendo a
diferenca entre os do membro unilateral e o contralateral ao ENC a fim
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de compensar por diferengas individuais. O teste foi realizado antes do
procedimento cirirgico e nos dias pos-operatorio 7, 10, 13, 16, 19 e 21,
antes e 30 min apos LEDT.

N -d/ A CZVW;\ Q— — B

o Y

Figura 12 — Avaliag@o da hipersensibilidade.

(A) Camundongo sobre a plataforma de fundo gradeado; (B) Esquema de
avaliacdo da hipersensibilidade mecanica com filamentos de von Frey; (C)
Aparelho utilizado avaliagdo da for¢a de preensdo; (D) Placa fria.

Fonte: (B) Adaptado de Decosterd e Berta (2009).

3.5 HIPERSENSIBILIDADE AO FRIO

Hipersensibilidade ao estimulo frio foi avaliada utilizando o teste
de placa fria (CQF, AVS, Sao Paulo, Brasil — Figura 12 D), conforme
descrito por Bennett ¢ Xie (1988), com pequenas modificagdes. Os
animais foram colocados em um cilindro de vidro sobre a superficie fria
da placa ajustada a uma temperatura de 10+1°C. Durante 2 minutos o
comportamento de retirada da pata da superficie, balango repetido,
mordida ou lambida na pata foi registrado, além do tempo de laténcia
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até o inicio do comportamento. Os grupos foram avaliados antes do
procedimento cirtrgico e nos dias pds-operatorios de 7, 10, 13, 16, 19 ¢
21, antes ¢ 30 min ap6s LEDT.

3.6 INDICES DO NERVO CIATICO

As analises foram feitas em uma pista de marcha confeccionada
de MDF e vidro, com 50 cm de comprimento, 4,5 cm de largura e
10 cm de altura para as protecdes laterais. O fundo da pista ¢ feito
de vidro, abaixo da pista h4 um espelho em um 4ngulo de 45° de
inclinagdo (DIJKSTRA et al. 2000; BAPTISTA et al. 2007) (Figura
13 A). Durante os 10 primeiros dias que antecederam a cirurgia, os
animais receberam treinamento diario para se familiarizarem com a
pista de marcha.

A digitalizagdo da marcha dos animais foi obtida através de
uma camera filmadora digital Panasonic PV-GS19 Mini DV,
posicionada a 1 m de distancia da pista de marcha, acoplada a um
microcomputador (IBM-PC compativel genérico). As capturas
continham imagens da marcha dos animais em perfil, e através de
um espelho colocado embaixo da pista num angulo de 450 de
inclinagdo, as pegadas dos animais. Através do programa “Pinnacle
Studio” versdo 8.0 as filmagens foram armazenadas (formato mpeg,
640 x 480 pixels / polegadas, taxa de amostragem 1096 K bps e
escrutinadas “off — line”, etapa em que foram isolados diversos
“frames” utilizados para calculo do pardmetros dos indices no
programa “Image-J” (versdo 1.30, National Instituto of Health;
2003).

As imagens obtidas durante a marcha dos animais foram
utilizadas para o calculo do Indice Funcional do nervo Ciatico
(IFC). Para calcular o Indice Estatico do nervo Ciitico (IEC)
imagens sdo obtidas com os animais em posi¢do de repouso, sobre a
pista de marcha, em espago delimitado em 10 cm por barreiras que
evitam que os animais caminhem livremente.

A partir das imagens coletadas os seguintes pardmetros foram
obtidos: distancia do calcanhar ao topo do terceiro dedo (PL), que
depende da ativacdo do musculo gastrocnémio e distincia entre o
primeiro e quinto dedo (TS) influenciada pelos musculos extensores
e intrinsecos da pata (BRAIN et al, 1989) (Figura 13 B-D). Estes
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dados foram coletados do lado ndo operado (NPL e NTS) e do lado
operado, pata experimental (EPL e ETS).

Para o calculo do Indice Funcional do nervo Ciatico (IFC) foi
utilizada a seguinte formula (Inserra, Bloch et al. 1998):

IFC = 118.9 x TSF-51.2 x PLF — 7.5. , onde, TSF = (ETS -
NTS)/ NTS; PLF = (EPL — NPL)/NPL

Para o calculo do indice Estatico do nervo Ciatico (IEC) foi
utilizada a seguinte formula (BAPTISTA et al., 2007):

IEC = 101.3 x TSF - 54.03 x PLF - 9.5., onde, TSF = (ETS —
NTS)/ NTS; PLF = (EPL — NPL)/NPL

Em ambos os indices, um valor de O corresponde a fungdo
normal (ie, ambos os lados com o mesmo grau funcional) e um
valor de -100 corresponde a completa perda de fun¢do de um lado.
O teste foi realizado antes do procedimento cirurgico e nos dias pos-
operatorios de 7, 10, 13, 16, 19 ¢ 21.
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Figura 13 — Indices funcional e estatico do ciatico.

(A) Esquema da plataforma para avaliagdo dos indices do nervo ciatico; (B)
Esquema representativo das medidas avaliadas nos indices; (C) Foto da marcha
camundongo sobre a plataforma utilizada na avaliacdo do IFC; (D) Foto de
camundongo em repouso sobre a plataforma utilizada na avaliacdo do IEC.
Fonte: (A-B) Adaptado de Baptista et al. (2007).

3.7 HISTOLOGIA E ANALISE MORFOMETRICA

3.7.1 Preparaciao das Amostras

No 21° dia ap6és o esmagamento do nervo cidtico, os
camundongos foram eutanasiados, por deslocamento cervical. O nervo
ciatico foi retirado através de uma nova incisdo no mesmo local da
utilizada no procedimento inicial.
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As amostras foram fixadas em uma solucdo de formalina zinco
(cloreto de zinco 1.6%, formaldeido 4%, acetato de calcio 20%) durante
24 horas. Apos a fixacdo, as amostras foram colocadas em dicromato de
potassio a 5% por 5 dias. Passado esse periodo, as amostras foram
lavadas em agua corrente e deixadas na agua por toda noite para retirar
todo o dicromato antes da desidratacdo gradual com etanol. Em seguida,
foi secionado segmento do nervo de 5 mm, 3 mm distalmente a lesdo.
Depois de uma cuidadosa desidratagdo em etanol, foi utilizada a
metodologia de rotina (CARGNIN-FERREIRA; SARASQUETE 2008),
para a inclusdo em parafina 58°C, utilizando como liquido intermediario
o xilol e levando a cabo os seguintes passos: Desidratacdo e inclusdo em
parafina: Etanol 70% (minimo 24 horas), Etanol 80% (45 minutos),
Etanol 90% (45 minutos), Etanol absoluto 100% I (45 minutos), Etanol
absoluto II (45 minutos), Etanol-Xilol 1/1 (45 minutos), Xilol I
(45minutos), Xilol II (45 minutos), Parafina I (1 hora), Parafina II (1
hora), Parafina III (1 hora). O material incluido verticalmente em
parafina e cortado em amostras de 5 um em micrétomo Leica RM 2025.
Os cortes foram entdo estirados e recolhidos em um banho termostatico
a 52°C e dispostos sobre laminas.

3.7.2 Técnicas Histomorfoldgicas

Os cortes obtidos foram desparafinizados e hidratados segundo a
metodologia de rotina e corados com a técnica de Cason (CARGNIN-
FERREIRA; SARASQUETE 2008) e “Oil Red” (KIERNAN, 2004)
descritas a seguir: As preparagdes histologicas foram dispostas numa
solugdo de Orange G (1%), Fucsina Acida (1%), Azul de Anilina (1%) e
acido fosfotungstico (1%) durante 5 minutos e depois em solugdo
hidroalcoolica “Oil Red” (1%) por 1 minuto. Passado esse tempo, as
laminas foram lavadas para retirada do excesso de corante, desidratadas
¢ montadas em meio de montagem aquoso.

3.7.3 Tratamento das Imagens

A andlise histologica foi realizada em corte transversal da por¢ao
distal do nervo direito restrita ao tecido conjuntivo e a area de bainha
mielinizada. As imagens foram adquiridas usando-se uma camera digital
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de microscopia modelo TA — 0124-A, conectada a um microscépio de
luz DME (Leica). As imagens foram capturas em aumento de 400x e
1000x para analise no programa Image Pro Plus Software 6.0 (Media
Cybernetics, Bethesda, Maryland). Posteriormente, as imagens foram
analisadas em um programa de imagem (Chptool) desenvolvido pelo
Projeto Cyclops (Depto. De informatica — UFSC) para andlises
histopatologicas para o Servico de Anatomia Patologica do Hospital
Universitario.

3.7.4 Morfometria

Os critérios de selecdo dos cortes foram a integridade da
morfologia do nervo, particularmente do perineuro, qualidade da
coloragdo, auséncia de artefatos de técnicas (rachaduras, dobras). Depois
de corados, os cortes foram observados e fotografados com microscopia
de luz e uma série de 4 parametros foram quantificados: (1) densidade
de fibras mielinizadas (fibras/area: 150x150 pixels. Area delimitada a
partir das imagens coletadas) e (2) area da bainha de mielina (um). Para
este ultimo parametro, foi escolhida uma 4rea representativa, na qual
foram contados 10 axonios integros. (3) Area de fibras mielinizadas (%)
e (4) area de tecido conjuntivo (%). Os dados finais apresentados foram
efetuados a partir da média dos valores obtidos em trés imagens
diferentes de cada animal avaliado (Figura 14 A-D).



Figura 14 — Anélise morfométrica do nervo ciatico.

(A) Porgéo distal do nervo ciatico no aumento de 400x; (B) Quantificacdo da
area de tecido conjuntivo; (C) Quantificacdo da area de fibras mielinizadas; (D)
Porgao distal do nervo ciatico no aumento de 1000x para quantificacdo da area
da bainha de mielina; (E) Quantificagdo da area de bainha de mielina ¢ feita
subtraindo-se o valor da area preta em (F) da area em (G). As se¢des foram
coradas com Cason e “oil red”.

3.8 MASSA MUSCULAR DO MEMBRO POSTERIOR

Para investigar os possiveis efeitos da LEDT na preven¢do da
perda de massa muscular desencadeada pelo ENC, foi avaliado o peso
dos musculos soéleo e gastrocnémio (musculos inervados pelo nervo
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tibial, uma ramificacdo do nervo ciatico, indiretamente afetados pela
lesio do ENC) dos diferentes grupos experimentais no final dos
experimentos cronicos, i.e., no dia 21 apos a lesdo.

Para tanto os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e pesados. Em seguida os musculos soleo e gastrocnémio
direito foram coletados e imediatamente pesados. A fim de normalizar
os dados, evitando-se a influéncia espuria do tamanho dos animais no
peso do musculos, os mesmos foram calculados com a formula:
VALOR FINAL= peso do musculo x 10 / peso do animal.

3.9 ATIVIDADE LOCOMOTORA

O teste de campo aberto foi usado para excluir a possibilidade de
que a acdo antinociceptiva da terapia por LED possa estar relacionada
com efeitos inespecificos, tanto em nivel central quanto periférico, sobre
a atividade locomotora dos animais. O comportamento dos animais foi
verificado conforme descrito previamente (Rodrigues, da Silva et al.
2002). O aparato consiste em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x
50 cm. O assoalho da arena ¢ dividido em 12 quadrados iguais, € o
nimero de cruzamentos com todas as patas (crossing) € o niumero de
vezes que o animal fica de pé nas duas patas posteriores (rearing) foram
contados cumulativamente durante 6 min. O teste foi realizado no dia 13
apos ENC, 30 min apos a LEDT.

3.10 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE CITOCINAS

No 13° dia apés o esmagamento do nervo ciatico (apos 7
tratamentos consecutivos), os camundongos foram sacrificados, por
deslocamento cervical. A medula espinal e nervo ciatico direito dos
camundongos foram coletadas, homogeneizados com tampao contendo
inibidores de proteinases e utilizadas para avaliagdo dos niveis de
citocinas por enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (MIZGERD
et al., 2001).

Aliquotas de 100 pl da amostra foram utilizadas para medir os
niveis de fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina (IL)-1p e IL-10
usando kits ELISA para avaliacdo de citocinas de camundongo (R & D
Systems, Minneapolis, MN), de acordo com as instru¢des do fabricante.
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A absorbancia das citocinas acima foi medida utilizando um leitor
de microplacas a 450 e 550 nm. Ao final, os valores das amostras foram
normalizados através do método de Bradford, técnica para a
determinacdo de proteinas totais que utiliza o corante de “Coomassie
brilliant blue” BG-250, a 620 nm. Os dados totais foram assim expostos
em picrogramas de citocina por miligrama de proteina.

3.11 DROGAS

As seguintes substincias foram utilizadas: isoflurano (Abbott
Limited, Brasil), cetamina (Vetbrands Limited, Brasil); xilazina (Carlier
SA, Barcelona, Espanha). Niveis de citocinas foram avaliados
utilizando-se kits ELISA R & D Systems. Finalmente, tween, PMSF,
EDTA, Aprotinina A e cloreto de benzametonio (Estados Unidos
Biologicas, MA, EUA) foram usados nos ensaios para a determinagdo
das citocinas.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados no programa Graph-Pad 5 (San
Diego, CA, EUA) e apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM). Valores de P <0,05 foram considerados indicativos de
significancia. Dados de hipersensibilidade mecénica, térmica ao frio,
forca de preensdo e indices funcional e estatico do nervo ciatico foram
avaliados através do teste Two-way ANOVA seguido do teste de
Bonferroni. Para analise estatistica dos resultados morfométricos e
daqueles referentes ao peso muscular, campo aberto, avaliagdo das
citocinas e area sobre a curva foi utilizado o teste one-way ANOVA
seguido por Newman Keuls.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DA LEDT NA HIPERSENSIBILIDADE MECANICA

A lesdo por ENC induziu desenvolvimento de hipersensibilidade
mecanica na pata ipsilateral dos camundongos operados do 7° ao 19° dia
apos o procedimento cirargico em relagdo ao grupo sham (Figuras 15 A
e 16 A-D).

Os resultados apresentados na figura 15 A mostram que a
LEDT, irradiada na face medial do membro posterior direito nas
fluéncias de 2,5 e 4 J, inibiu significativamente a hipersensibilidade
mecanica induzida pelo ENC, com efeito por uma hora. Os valores de
inibi¢do 30 min apds o tratamento foram de 62 + 14% para 2,5 J, ¢ 60 +
8% para a fluéncia de 4 J. Contudo, o tratamento com o dispositivo LED
desligado (grupo Off) bem como o efetuado com a fluéncia de um 1 J
ndo inibiram a hipersensibilidade mecanica induzida pelo ENC (Figura
15 A).

Uma vez que 2,5 J requer menos tempo de irradiagdo (32
segundos) e seu efeito ndo diferiu estatisticamente do resultado obtido
com a fluéncia de 4 J (50 segundos de irradiacdo), conforme indicado
pelo analise da area sobre a curva (AUC - Figura 15 B), todos os
experimentos subseqiientes foram realizados com a fluéncia de 2,5 J.
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Figura 15 — Avaliag@o da Hipersensibilidade mecanica: diferentes fluéncias.

(A) Efeito da LEDT em diferentes fluéncias sobre a hipersensibilidade
mecanica induzida pelo ENC em camundongos (950 nm, 1 J, 2.5 J e 4 J); (B)
Area sobre a curva correspondente (AUC). “B” corresponde a avaliagio
anterior ao procedimento cirurgico; “P” indica avaliacdo antes de cada
tratamento. Os dados sdo expressos como a média + erro padrio da média
(EPM), N = 8 animais. (*) representa a comparagdo entre os grupos tratados em
relagdo ao grupo controle; (#) denota a comparagdo entre os grupos sham e
controle (+) indica comparagdo entre os grupos tratados. NS significa nao
significativo. **p<0.01, ***p<0.001, ###p<0.001, +p<0.05. A estatistica foi
realizada por analise de variancia de duas vias (two-way-ANOVA) seguida pelo
teste de Bonferroni ou one-way ANOVA seguida de Newman-Keuls Teste de
comparagdo multipla (AUC).

Os resultados apresentados na figura 16 A demonstram que a
LEDT diminuiu a hipersensibilidade mecanica produzida pelo ENC em
ambos locais de irradia¢do, ou seja, nos grupos local e distal. Efeitos
mais pronunciados foram observados no grupo distal, em ambos os
tratamentos agudo e cronico, como indicado pela area sob a curva na
figura 16 B e 16 D, respectivamente.

Valores de inibi¢do da LEDT 30 min apds o tratamento foram
de 62 £ 14% para o grupo distal e 49 + 6% para o grupo local (Fig. 3A).
O tratamento cronico com LEDT apresentou os valores inibigdo maxima
de 71 = 12% para o grupo distal no 13° dia pos-operatdrio, e 63 £ 12%
para o grupo local no 10° dia pds-operatorio (Figura 16 C).
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Figura 16 — Avaliagao da hipersensibilidade mecénica no teste de von Frey.
Efeito da LEDT sobre a hipersensibilidade mecanica induzida pelo ENC em
camundongos. (A) Decurso temporal do efeito agudo da LEDT (950 nm, 2.5 J)
e (B) AUC correspondente; (C) efeito do tratamento cronico e (D) AUC
correspondente. “B” corresponde a avaliagdo anterior ao procedimento
cirargico; “P” indica avaliacdo antes de cada tratamento. Os dados sdo
expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), N = 8 animais. (*)
representa a comparagdo entre os grupos tratados em relagdo ao grupo controle;
(#) denota a comparacdo entre os grupos sham e controle (+) indica comparagio
entre os grupos tratados. NS significa ndo significativo. *p<0.05, **p<0.01,
**%p<0.001, ###p<0.001, +++p<0.001. A estatistica foi realizada por analise
de variancia de duas vias (two-way-ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni
ou one-way ANOVA seguida de Newman-Keuls Teste de comparagdo multipla
(AUC).

Além disso, a lesdo por ENC reduziu a forca de preensdo na pata
ipsilateral dos camundongos operados do dia 7 ao 19 apds o
procedimento cirurgico (Figura 17 A). A LEDT em ambos os grupos,
local e distal, induziu aumento da for¢a de preensdo dos animais. Efeitos
mais pronunciados foram obtidos no grupo distal, como indicado pela
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AUC (Figura 17 B). Os valores de inibi¢do maxima do tratamento
cronico com a LEDT foram de 91 + 3% para o grupo distal, e 37 + 7%
para o grupo local, ambos no 16° dia pos-operatdrio.
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Figura 17 — Avaliagdo da forca de preensao.

(A) Efeito da LEDT (950 nm, 2.5 J) sobre a forca de preensdo do membro
posterior direito de camundongos ap6s ENC e (B) AUC correspondente. “B”
corresponde a avaliacdo anterior ao procedimento cirurgico; “P” indica
avaliacdo antes de cada tratamento. Os dados sdo expressos como a média +
erro padrao da média (EPM), N = 8 animais. (¥) representa a comparagao entre
os grupos tratados em relagdo ao grupo controle; (#) denota a comparagio entre
os grupos sham e controle (+) indica comparagdo entre os grupos tratados. NS
significa ndo significativo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ###p<0.001,
+++p<0.001. A estatistica foi realizada por andlise de varidncia de duas vias
(two-way-ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni ou one-way ANOVA
seguida de Newman-Keuls Teste de comparagao multipla (AUC).

4.2 EFEITO DA LEDT NA HIPERSENSIBILIDADE AO FRIO

Em seguida, os efeitos da LEDT (950 nm, 2,5 J) sobre a
hipersensibilidade ao frio induzida pelo ENC foram investigados. O
procedimento cirargico resultou em diminui¢do do tempo de laténcia
para o inicio dos comportamentos relacionados a hipersensibilidade
(retirada da pata da superficie, balango repetido, mordida ou lambida na
pata), com correspondente aumento no tempo total de reag@o, nos
animais do grupo controle nos dias 7 a 19 apos o procedimento cirirgico
(Figura 18 A-D).

A LEDT no grupo distal inibiu significativamente a
hipersensibilidade ao frio induzida pelo ENC, aumentando o tempo de
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laténcia e diminuindo o tempo total de reacdo, entretanto apenas apos 7
tratamentos consecutivos, dia 13 e ainda no dia 16 pds-operatorio
(Figura 18 C).

O tratamento cronico induziu valores maximos de inibi¢ao para
o grupo distal de 68 + 15% para a laténcia e 84 + 7% para o tempo total
de reag@o ambos no 16° dia pos-operatorio.

Por outro lado, a LEDT irradiada no local do esmagamento
(grupo local) ndo foi capaz de inibir significativamente a
hipersensibilidade ao frio induzida pelo ENC.
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Figura 18 — Avaliagao da hipersensibilidade térmica ao frio.

Efeito da LEDT (950 nm, 2.5 J) sobre a hipersensibilidade mecanica induzida
pelo ENC em camundongos. (A) Tempo de laténcia para inicio dos
comportamentos indicativos de nocicepgdo térmica e (B) AUC correspondente.
(C) Tempo total de reagdo (D) AUC correspondente. “B” corresponde a
avaliacdo anterior ao procedimento cirurgico; “P” indica avaliagdo antes de cada
tratamento. Os dados sdo expressos como a média = erro padrdo da média
(EPM), N = 8 animais. (*) representa a comparagao entre os grupos tratados em
relagdo ao grupo controle; (#) denota a comparagdo entre os grupos sham e
controle (+) indica comparagdo entre os grupos tratados. NS significa ndo
significativo.*p<0.05, **p<0.01, ##p<0.01, ###p<0.001, +p<0.05. A
estatistica foi realizada por analise de varidncia de duas vias (two-way-
ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni ou one-way ANOVA seguida de
Newman-Keuls Teste de compara¢do multipla (AUC).
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4.3 EFEITO DA LEDT NA RECUPERACAO FUNCIONAL

A lesdo por ENC induziu comprometimento funcional no
membro posterior ipsilateral a cirurgia dos camundongos, com fun¢ao
motora gradualmente restaurada durante o periodo de avaliacdo, ou seja,
a partir do dia 7 até o dia 19 ap6s o procedimento cirtirgico. Tratamento
cronico com LEDT néo foi capaz de acelerar essa recuperagdo funcional
(Figura 19 A-D).
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Figura 19 — Avaliagao dos indices do nervo ciatico.

Efeito da LEDT (950 nm, 2.5 J) em camundongos submetidos ao ENC. (A)
Avaliagdo do indice estatico do cidtico com (B) correspondente AUC; (C)
Indice funcional do nervo ciatico com (D) AUC correspondente. “B”
corresponde a avaliacdo anterior ao procedimento cirurgico; “P” indica
avaliacdo antes de cada tratamento. Os dados sdo expressos como a média +
erro padrdo da média (EPM), N = 8 animais. (#) denota a comparago entre os
grupos sham e controle. NS significa ndo significativo. #p<0.05, ##p<0.01,
###p<0.001. A estatistica foi realizada por analise de variancia de duas vias
(two-way-ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni ou one-way ANOVA
seguida de Newman-Keuls Teste de comparacdo multipla (AUC).
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4.4 EFEITO DA LEDT NA REGENERACAO NERVOSA

A analise morfométrica demonstra que os grupos submetidos ao
ENC, em comparagdo ao grupo sham, apresentaram menor densidade de
fibras mielinizadas (Figura 20 A), embora sem diferenca estatistica na
area da bainha de mielina das fibras remanescentes (Figura 20 B). A
lesdo ocasionada pelo procedimento cirtrgico também provocou a
reducdo da area das fibras mielinizadas com aumento correspondente da
area do tecido conjuntivo (Figura 20 C-D). Tratamento crénico com
LEDT néo foi capaz de alterar qualquer dos parametros morfoldgicos
acima referidos (Figura 20 A-D).
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Figura 20 — Analise morfométrica do nervo ciatico.

Efeito da LEDT (950 nm, 2.5 J) nos parametros morfométricos do nervo ciatico
de camundongos apds ENC. (A) densidade de fibras mielinizadas (fibras/area),
(B) area da bainha de mielina (um), (C) area de fibras mielinizadas (%) (D) area
de tecido conjuntivo (%). Os dados sdo expressos como a média + erro padrio
da média (EPM), N = 8 animais. (#) denota a comparagdo entre os grupos sham
e controle. #p<0.05, ###p<0.001. A estatistica foi realizada por analise de
variancia de uma via (one-way-ANOVA), seguida de Newman-Keuls Teste de
comparagdo multipla.

4.5 EFEITO DA LEDT NA PERDA DE MASSA MUSCULAR

O procedimento cirargico resultou em uma diminui¢do da massa
dos musculos séleo e gastrocnémio do membro posterior direito dos
animais, como observado no material coletado no dia 21 apoés a lesdo. O
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tratamento cronico com LEDT nao foi capaz de em reverter esta perda
(Figura 21 AB).
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Figura 21 — Avalia¢@o da massa muscular.

Efeito da LEDT (950 nm, 2.5 J) sobre o peso dos musculos (A) soleo e (B)
gastrocnémio de camundongos apés ENC. Os dados sdo expressos como a
média + erro padrao da média (EPM), N = 8 animais. (#) denota a comparagao
entre os grupos sham e controle. ###p<0.001. A estatistica foi realizada por
analise de varidncia de uma via (one-way-ANOVA), seguida de Newman-Keuls
Teste de comparagdo multipla.

4.6 EFEITO DA LEDT NA ATIVIDADE LOCOMOTORA

Os dados apresentados na figura 22 demonstram que nem o
procedimento cirargico (ENC), nem a LEDT afetaram a atividade
locomotora dos animais no teste do campo aberto, realizado no dia 13
apos ENC, 30 min ap6s a LEDT.

Desta forma, a LEDT nao parece estar diretamente associada
com efeito sedativo inespecifico ou com atividade de relaxamento
muscular que possa ter interferido na avaliagdes comportamentais.
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Figura 22 — Avaliag@o da atividade locomotora.

Efeito da LEDT (950 nm, 2.5 J) (A) no numero de quadros cruzados e (B)
comportamento de rearing dos camundongos submetidos ao ENC. Os dados sdo
expressos como a média £ erro padrdo da média (EPM), N = 8 animais. A
estatistica foi realizada por analise de varidncia de uma via (one-way-ANOVA),
seguida de Newman-Keuls Teste de comparagdo multipla.

4.7 EFEITO DA LEDT NOS NiVEIS DE CITOCINAS

A medula espinal e o nervo ciatico dos grupos de animais foram
coletadas para analise de citocinas no 13 © dia apds o ENC, apds sete
tratamentos consecutivos com LEDT, uma vez que os melhores efeitos
nos testes comportamentais foram obtidos nos dias 10 e 16 apos a lesdo.
Os dados apresentados na figura 23 demonstraram que os animais do
grupo controle, em comparagdo ao grupo sham, apresentaram niveis
aumentados de citocinas pro-inflamatérias TNF-o e IL-1B, tanto na
medula espinal como no nervo ciatico. No entanto, a concentragdo de
citocinas anti-inflamatérias (IL-10) ndo diferiu entre os grupos
experimentais, nem no nervo ciatico, nem na medula espinal.

A LEDT no grupo local diminuiu significativamente os niveis
de TNF-a tanto medula espinal como no nervo ciatico, em comparagao
ao grupo controle, com valores de inibicdo de 66 = 9% e 77 £ 5%,
respectivamente (Figura 23 C, D).

Por outro lado, no grupo dista, a LEDT diminuiu
significativamente os niveis de IL1-B e TNF-a na medula espinal. Os
valores de inibi¢do em relagdo ao grupo controle foram de 49 + 8% e 40
+ 6%, respectivamente (Figura 23 A, C).
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Figura 23 — Avaliagao das citocinas anti e pro-inflamatdrias.

Efeito da LEDT (950 nm, 2.5 J) nos niveis de citocinas na medula espinal (A)
IL-1B, (C) TNF-a e (E), IL-10 e no nervo ciatico (B) IL-1B, (D) TNF-a e (F)
IL-10, de camundongos submetidos ao ENC. Os dados sdo expressos como a
média £ erro padrio da média (EPM), N = 8 animais. (*) representa a
comparagdo entre os grupos tratados em relagdo ao grupo controle; (#) denota a
comparagdo entre os grupos sham e controle. NS significa nao significativo.
*p<0.05, **p<0.01, #p<0.05. A estatistica foi realizada por analise de varidncia
de uma via (one-way-ANOVA), seguida de Newman-Keuls Teste de
comparagao multipla.
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5 DISCUSSAO

A terapia por diodo emissor de luz (Light-emitting diode therapy
— LEDT) ¢ uma forma de fototerapia que utiliza como fonte de
irradiagdo diodos emissores de luz (LEDs) (VINCK et al.,, 2005).
Amplamente utilizada como uma ferramenta terapéutica na cicatrizagdo
de tecidos e tratamento de lesdes de tecidos moles, a LEDT foi
inicialmente desenvolvida pela National Aeronautics and Space
Administration (NASA) a partir da observacdo de que a luz em
comprimentos de onda especificos acelera o crescimento de plantas ¢ a
cicatrizagdo de tecidos biologicos. Os estudos da NASA despertaram o
interesse internacional para os efeitos biologicos e fisiologicos da
irradiagdo com diodo emissor de luz, o que levou pesquisadores a
verificar os efeitos da LEDT em diversas condi¢cdes que variam de fins
cosméticos ao tratamento de cancer de pele (BAROLET, 2008).

Estudos indicam que a irradiacdo emitida por LEDs na faixa
espectral de 600-1200 nm penetra nos tecidos bioldgicos com menor
perda, chegando a estruturas mais profundas (BAROLET, 2008) (Ver
figura 9). Nesta faixa espectral, a LEDT modula a proliferagdo de
fibroblastos e a sintese de colageno, promove a angiogénese, estimula
macrofagos e linfocitos, melhorando o metabolismo energético das
mitocondrias e promove a producdo de fatores de crescimento (EELLS
et al., 2004; DESMET et al., 2006). Adicionalmente, em estudos in vivo,
a LEDT apresentou atividade analgésica em 14 relatos de caso de dor
cronica (COSTA et al., 2008), bem como em modelos animais de
nocicep¢do aguda, como a estimulagdo elétrica da pata e o teste da
formalina (LIMANSKY et al., 2006; TAMAROVA et al., 2009). Além
disso, a LEDT estimulou o processo de reparagdo do tenddo calcaneo
em ratos (BASTOS et al., 2009; CASALECHI et al., 2009), fato este
que abre caminho para investigacdo de um possivel efeito regenerador
da LEDT em modelos de lesdo neuropatica.

Nao obstante os dados da literatura, a possivel eficacia da LEDT
na reducdo da hipersensibilidade, bem como na estimulacdo da
regeneracdo nervosa e funcdo motora apds lesdo nervosa ndo foi
investigada. Desta forma, com este objetivo, o presente estudo
investigou o efeito da LEDT na hipersensibilidade, regeneracdo nervosa
e restauragdo da fun¢do motora no modelo de ENC em camundongos.
Adicionalmente, a fim de contribuir para a compreensdo dos
mecanismos de acdo da LEDT, avaliamos o papel das citocinas anti e
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pré-inflamatorias na medula e nervo ciatico de camundongos apos a
lesdo por ENC.

Os resultados aqui apresentados fornecem, pela primeira vez,
evidéncias que a LEDT (950 nm, a 80 mW/cm2, 2,5 J, a cada 24 horas
durante 15 dias) foi capaz de reduzir a hipersensibilidade mecanica, bem
como, apds uma série de aplicagdes diarias, a hipersensibilidade térmica
ao frio, sem entretanto ter sido capaz de acelerar a regeneragdo nervosa
ou motora de camundongos submetidos ao modelo do esmagamento do
nervo ciatico. Além disso, nossos dados demonstram que a LEDT, de
maneira seletiva de acordo com o sitio irradiado, diminuiu os niveis de
TNF-a e IL1-B, tanto na medula espinal como no nervo ciatico dos
animais submetidos ao ENC. A Tabela 3 apresenta um resumo dos
resultados obtidos no presente estudo.

Tabela 3- Resumo dos resultados obtidos neste estudo.

Avaliagdes / Ensaios IM - Grupo Local IM - Grupo Distal
(950 nm - 2.5J) (950 nm - 2.5J)
Hipersensibilidade mecanica 49+6% (30 min ap(')s tto 62+14% (30 min apés tto
Filamentos de von Frey agudo) - 63+12% (dia 10 do  agudo) - 71£12% ( dia 13 do
tto cronico) tto cronico)
Hipersensibilidade mecanica 37+7% (dia 16 do tto 91+3% (dia 16 do tto
Forga de preensio cronico) cronico)
. o . Laténcia: 68£15% e tempo
Elg):;sfiirflblhdade ao frio NS de reagdo: 84+7% (dia 16 do
tto cronico)
Atividade locomotora NS NS
Citocinas TNF-a: nervo (77+5%) e Medula: IL1-B (49+£8%) e
medula (66+9%) TNF-a (40+£6%)
Massa muscular NS NS
Indices do ciatico NS NS
Morfometria NS NS

NOTAS: Valores de inibicdo maxima (IM) em relagcdo ao grupo controle. Os
animais do grupo local foram tratados no local do esmagamento, enquanto que
os animais do grupo distal foram tratados no aspecto medial do membro
posterior direito. NS, ndo significativo em relacdo ao grupo controle; TTO,
tratamento.

O ENC foi o modelo de NP utilizado neste estudo por ter se
demonstrado adequado, tendo sido amplamente empregado nas duas
ultimas décadas, para a avaliacdo do efeito de drogas diversas e outras
abordagens terapéuticas, tanto na regeneracdo nervosa ¢ retorno da
funcdo motora, assim como no tratamento da hipersensibilidade
neuropatica que se desenvolve a partir da lesdo focal induzida por
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trauma fisico, neste caso especifico, por esmagamento (CORONEL et
al., 2008; NAIK et al., 2008; DECOSTERD et al., 2002; BESTER et al.,
2000). Por ser um modelo de axoniotmese, a estrutura do nervo ¢
preservada, ao menos em parte, facilitando a regeneracdo, bem como a
avaliacdo da hipersensibilidade mecanica e térmica, sinais estes
considerados representativos de dor neuropatica em estudos
translacionais (KONTINEN; MEERT, 2003). Além disso, murinos, em
especial ratos e camundongos, t€m sido freqlientemente utilizados no
estudo da regeneragdo nervosa, ndo apenas pela facilidade de cuidado,
facil manejo e pequeno porte, mas principalmente, pela distribui¢do de
seus troncos nervosos que se assemelham aqueles dos humanos
(MACKINNON et al., 1985; RODRIGUEZ et al., 2004). Devido a estas
caracteristicas, este modelo de NP, i.e. ENC, tem contribuido para a
compreensdo dos efeitos de diversos agentes com potencial regenerador
e analgésico. No entanto, até o momento, este € o primeiro estudo a
emprega-lo para investigar os efeitos da LEDT.

E especialmente relevante neste estudo a demonstragdo do efeito
da LEDT na reduc@o da hipersensibilidade mecanica e térmica ao frio,
sinais estes representativos de dor neuropatica em modelos animais de
NP (KONTINEN; MEERT, 2003). Tal relevancia se deve ao fato das
NPs estarem entre os problemas neuroldgicos de incidéncia mais
comum (ENGLAND; ASBURY, 2004). Nao obstante, poucas terapias e
intervencdes estdo disponiveis para impedir ou reverter os danos
associados (ZOCHODNE, 2008). Adicionalmente, a grande maioria das
NPs ¢é acompanhada pelo desenvolvimento de dor neuropatica,
geralmente cronica, incapacitante e em grande parte resistente aos
tratamentos farmacologicos (DWORKIN et al., 2003; FINNERUP et al.,
2005; ATTAL et al.,, 2010), que freqiientemente produzem efeitos
colaterais indesejaveis ou analgesia inadequada (NIEDERBERGER et
al., 2008). Neste contexto, ¢ mister o desenvolvimento de terapias que
possam auxiliar no tratamento das NPs e/ou das dores neuropaticas
associadas, em especial de terapias ndo invasivas, de baixo custo e que
ndo produzam efeitos adversos, como pode vir a ser o caso da LEDT.

Em fototerapia, a correta escolha dos pardmetros de irradiagdo,
que envolvem a sele¢do do comprimento de onda adequado e a
dosimetria sdo essenciais para a obtengdo do efeito terapéutico
(ENWEMEKA, 2009). Os parametros da LEDT utilizados neste estudo
sdo apresentados na Tabela 1. O comprimento de onda de 950 nm foi
selecionado devido a sua capacidade de penetragdo nos tecidos
bioloégicos (dentro da "janela terapéutica" para terapia fotonica - 600-
1200 nm - figura 9) (NIEMZ, 2007). Além disso, Vinck et al. (2005)
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demonstraram que a LEDT no comprimento de onda de 950 nm, com
uma fluéncia de 1,07 J/cm2, irradiada sobre pele intacta no curso do
nervo sural, reduziu a velocidade de condugdo nervosa (VCN) e
aumentou a laténcia de pico negativo (LPN), resultando em um numero
reduzido de impulsos nervosos por unidade de tempo. Essas atividades
neurofisiologicas da LEDT na condugdo nervosa sensorial sugerem seu
provavel emprego no tratamento da dor, concluem os autores.

A fluéncia utilizada no presente trabalho, por sua vez, foi
determinada no experimento cujos resultados sdo apresentados na figura
15. A LEDT com as fluéncias de 2,5 J ¢ 4 J, irradiada no aspecto medial
do membro posterior direito dos animais, inibiu significativamente a
hipersensibilidade mecanica induzida pelo ENC, com efeito que se
estendeu por uma hora. Por outro lado, a fluéncia de 1 J ndo apresentou
efeito significativo. Uma vez que 2,5 J requer menos tempo de
irradiagdo e ndo difere estatisticamente do resultado obtido com 4 J,
conforme indicado pela AUC (Fig. 15 B), todos os experimentos
subseqiientes foram realizados com a fluéncia de 2,5 J.

Em fototerapia a adequada determinagdo da densidade de energia
(fluéncia) ou “dose adequada” ¢ essencial para obten¢do do efeito
terapéutico. De fato, a dose deve ser calculada de acordo com o tipo de
tecido irradiado, caracteristicas fisicas da area de irradiagdo, bem como
efeito desejado (BAROLET, 2008). Nao obstante as particularidades de
cada caso, de uma maneira geral, a Lei de Arndt-Schultz prové a base
teorica para a determinagdo da dosimetria. Tal lei postula que em
densidades de irradiagdo mais baixas ocorre a bioestimulago, e que de
maneira inversa, em densidades de irradiacdo mais altas, ocorre a
bioinibicdo (figura 24) (BAXTER, 2003; TUNER; HODE, 2004). Karu
(1987) explica que doses infimas ndo seriam suficientes para promover
efeitos bioldgicos importantes, e que o incremento da densidade de
energia, para além de um determinado limiar, danificaria os
fotoaceptores, com conseqiiente redugdo do metabolismo. Em
conformidade com a lei de Arndt-Schultz, estudos indicam que a
bioestimula¢do ocorre em densidades de energia entre 0,5 ¢ 10 J/cm2
(O'KANE; SHIELDS, 1994; YU; NAIM, 1997; SCHINDL et al., 2003),
sendo a dose Otima para bioestimulagio entre 0,5 ¢ 4 J/cm2 (TUNER;
HODE, 2004). Ainda que tais estudos tenham sido realizados com
LASER de baixa intensidade, sugere-se que tais mecanismos Ssao
universais para os diferentes tipos de fototerapia de baixa intensidade,
como ¢ o caso da LEDT (BAROLET, 2008; VINCK et al., 2006). A
fluéncia de 2,5 J utilizada no presente estudo se encontra dentro desta
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janela de otima bioestimulagdo indicada por e 4 J, conforme indicada
por Tuner e Hode (2004), i.e, entre 0,5 ¢ 4 J/cm?2.

Bioestimulagao

Estado de
equilibrio

e e 0 R o a0 o

—_ e vawmw-

4 -

Dose ou Fluéncia em Jicm?

Figura 24 — Lei de Arndt-Schultz.

Biomodulagdo da atividade bioldgica frente a densidade de energia irradiada.
(A) Pré-limiar ou auséncia de ativagdo do metabolismo. (B) Bioestimulagao,
ativacdo dos processos bioldgicos. (C) Bioinibicao.

Fonte: Adaptada de Barolet (2008).

Uma vez determinada a fluéncia, a partir deste ponto, dois
diferentes locais de irradiagdo foram utilizados ao longo do estudo
(Figura 10). O primeiro com objetivo de influenciar diretamente o nervo
ciatico e o tecido circundante no local do esmagamento (grupo local). O
segundo foi a face medial do membro posterior direito (grupo distal).
Este ultimo foi escolhido porque, teoricamente, a menor quantidade de
tecido entre a pele e o nervo subjacente, facilitaria a penetracdo e agdo
direta da radiagdo LEDT sobre o nervo tibial, ramificagdo do nervo
ciatico. Vale ressaltar que o segundo sitio coincide com a localizacdo de
pontos de acupuntura importantes, e.g. SP6, que apresenta acdo
analgésica, bem como atividade anti-inflamatéria quando estimulado
pela acupuntura (ALLAIS et al., 2003; WU et al., 2009; DUARTE DA
SILVA et al., 2010; LIU et al., 2010), bem como por irradiacao laser
(O'REILLY et al., 2004; KEMPF et al., 2009).

Assim, os resultados aqui apresentados demonstram claramente o
efeito da LEDT (950 nm, 2,5 J) na reducdo da hipersensibilidade
induzida pelo ENC em camundongos. Quando irradiada em ambos os
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sitios, local e distal, com efeitos mais pronunciados no ultimo, a LEDT
diminuiu a hipersensibilidade mecanica no teste de von Frey (Figura 16
A-B) e no teste da for¢a de preensao (Figura 17). Por outro lado, apenas
a irradia¢do da regido distal foi capaz de inibir a hipersensibilidade ao
frio (Fig. 18 A-B). O fato que resultados mais expressivos tenham sido
obtidos com a irradiagdo do sitio distal pode ser devido as razdes
apontadas no paragrafo anterior, ou seja, devido a caracteristicas fisicas
no sitio além de possivel incremento no efeito analgésico induzido pela
estimulacdo de acupontos ali presentes. No entanto, experimentos
adicionais sdo necessarios para a adequada elucidacdo destes achados.

E importante ressaltar que a capacidade da LEDT em reduzir a
hipersensibilidade ndo se deve ao estresse induzido pela contengdo, uma
vez que a LEDT com o dispositivo desligado ndo alterou o limiar de
sensibilidade dos animais (ver na figura 15 grupo off, o qual foi contido
por 32 segundos com aparelho de LED posicionado na face medial do
membro posterior direito a fim de reproduzir o tempo e condigdo de
tratamento do grupo tratado com 2,5 J/cmz). Nem tampouco a LEDT
pode ser associada a sedagd@o inespecifica ou atividade de relaxamento
muscular que possam ter interferido nas avaliagdes comportamentais,
uma vez que o tratamento ndo alterou a atividade locomotora dos
animais no teste do campo aberto (Figura 22).

Os mecanismos para a analgesia induzida pela LEDT sao pouco
compreendidos, ainda que esteja bem estabelecido que a terapia fotonica
influencia a sintese, liberagdo e metabolismo de inimeras substancias
sinalizadoras envolvidas na analgesia, tais como endorfinas, oxido
nitrico, prostaglandinas, bradicinina, acetilcolina e serotonina (VINCK,
2006). Além desses efeitos neurofarmacologicos existem evidéncias
experimentais da diminui¢do do processo inflamatorio, aumento da
circulagdo sangiiinea e diminuic¢do da atividade das fibras C (GRECO et
al., 1989; VACCA et al., 1993; VACCA et al., 1994; REDDY, 2004,
VINCK, 2006). Importa enfatizar que a dor neuropatica periférica é
induzida ndo apenas por lesdes focais diretas nos neurdnios aferentes e
seus ramos axonais, mas também indiretamente, por moléculas
sintetizadas (dentre as quais as citocinas) por células gliais e
imunoldgicas tanto no local, como na por¢do da raiz dorsal
correspondente a lesdo (KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009). Com base
nestes dados, no que tange os mecanismos envolvidos na redugdo da
hipersensibilidade induzida pela LEDT, o presente estudo investigou o
papel das citocinas anti e pré-inflamatorias no nervo ciatico e na medula
dos camundongos apoés a lesdo por ENC.
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Em conformidade com os dados da literatura, nossos resultados
demonstram que o modelo de ENC promoveu aumento dos niveis de
TNF-a e IL-1B, tanto na medula espinal como no nervo ciatico dos
animais do grupo controle, em comparagdo com o grupo sham, sem
entretanto modificar significativamente os niveis de IL-10 (Figura 23).
Primeiramente, com relagdo a avaliagdo no local da lesdo, destaca-se
que a LEDT no grupo local diminuiu os niveis de TNF-a no nervo
ciatico (Figura 23 D). Tem sido demonstrado que apds o ENC, varios
tipos de células sdo ativadas e recrutadas para o local da lesdo, dentre as
quais mastocitos, macréfagos, fibroblastos, neutrdéfilos e células de
Schwann. Estas células liberam citocinas pré-inflamatorias, juntamente
com outros mediadores inflamatorios, tais como quimiocinas,
bradicinina e prostaglandinas (SCHOLZ; WOOLF, 2007) que
contribuem ndo apenas para a manuten¢do da inflamagdo, mas também
para o desenvolvimento da dor (KULMATYCKI; JAMALI 2007).
Resultados similares foram obtidos por Xavier et al. (2010) que
observaram que a LEDT foi capaz de reduzir a expressdo de mRNA de
TNF-a e IL-1B no local da tendinite experimental induzida no tendio
calcaneo em ratos.

Adicionalmente, nossos resultados demonstram que a LEDT
diminuiu os niveis de TNF-a (grupos local e distal) e IL1-f (grupo
distal) na medula espinal dos animais submetidos ao ENC (Figura 23 A,
C). No sistema nervoso central (SNC) o envolvimento de citocinas pro-
inflamatorias na iniciacdo e manutengdo da dor neuropatica é um fato
bem estabelecido. Além disso, diversas citocinas, como interleucina-1§
(IL-1B) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) apresentam niveis
aumentadas no corno dorsal apos lesdo nervosa, contribuindo para a dor
neuropatica induzida pela lesdo, possivelmente alterando a transmissdo
sinaptica no SNC, inclusive na medula espinal (INOUE, 2006; GUO et
al., 2007). Juntos, estes dados indicam que o efeito da LEDT na redugao
da hipersensibilidade aqui apresentado pode ser, pelo menos em parte,
devido a uma diminui¢do dos niveis de citocinas pro-inflamatorias, tanto
no local do esmagamento (nervo ciatico), bem como na medula espinal.

Por fim, em relagdo ao possivel efeito regenerativo da LEDT, os
dados aqui apresentados demonstram que a irradiagdo cronica didria
com LEDT (950 nm, 2,5 J, por 15 dias), ndo foi capaz de acelerar a
recuperacdo funcional, expressa pelos indices estatico e funcional do
ciatico (Figura 19 A-B), nem tampouco estimular a regeneragdo
nervosa, como demonstrado na analise morfologica (Figura 20 A-D).
Além disso, a LEDT nao impediu a perda de massa muscular do séleo e
gastrocnémio induzida pelo ENC (Figura 21). E importante ressaltar que
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os dados aqui apresentados diferem dos obtidos com a regeneragdo do
tenddo calcaneo em ratos (BASTOS et al., 2009; CASALECHI et al.,
2009). Estes resultados aparentemente contraditorios do efeito
regenerativo da LEDT s@o provavelmente devido as diferencas inerentes
do tecido-alvo (tenddo vs. nervo), bem como as diferengas nos
pardmetros da LEDT utilizados nesses estudos, especialmente nas
fluéncias de 6 a 20J/cm2 que sdo muito mais intensas do que os 2,5
J/em?2 utilizados em nosso estudo.

Em conjunto, os resultados do presente estudo demonstram, pela
primeira vez, que a LEDT (950 nm, a 80 mW/cm2, 2,5 J, a cada 24
horas durante 15 dias), quando irradiada em ambos os sitios, local e
distal, reduziu a hipersensibilidade mecanica induzida pelo modelo de
ENC em camundongos. Por outro lado, apenas no grupo distal a LEDT
foi capaz de inibir a hipersensibilidade ao frio induzida pelo
procedimento cirargico. Além disso, a LEDT, irradiada no sitio distal,
diminuiu os niveis de TNF-a e IL1-B na medula espinal; e no grupo
local, diminuiu os niveis de TNF-o na medula espinal e no nervo ciatico
apos o ENC. Por ultimo, a LEDT nao foi capaz de acelerar a
recuperacdo da fun¢@o motora, nem estimular a regeneracdo nervosa
apos lesdo por ENC.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados no presente estudo fornecem
evidéncias de que a LEDT (950 nm, a 80 mW/cm2, 2,5 J, a cada 24
horas durante 15 dias) é capaz de reduzir a hipersensibilidade mecéanica,
bem como, apos uma série de aplica¢des diarias, a hipersensibilidade
térmica ao frio, em camundongos submetidos ao modelo do
esmagamento do nervo ciatico.

Além disso, este estudo demonstrou que a LEDT, de maneira
seletiva e de acordo com o sitio irradiado, diminuiu os niveis de TNF-a
e IL1-B, tanto na medula espinal como no nervo ciatico dos animais
submetidos ao ENC. Tais resultados sugerem que a redugdo dos niveis
destas citocinas pro-inflamatorias, pode explicar, a0 menos em parte, o
efeito de redugdo da hipersensibilidade induzido pela LEDT, uma vez
que estes mediadores contribuem ndo s6 para a manutengdo da
inflamagdo, mas também para o desenvolvimento da dor neuropatica.

A LEDT, nos parametros de irradiagdo e dose aqui utilizados, ndo
foi capaz de acelerar a recuperagdo da funcdo motora, nem estimular a
regeneracdo nervosa apos a lesdo por ENC. Tais resultados ndo devem
ser tomados como definitivos, haja visto que a LEDT demonstrou
potencial reparador ao acelerar a regenera¢do do tenddo calcdneo em
ratos.

Finalmente, conclui-se que novas pesquisas precisam ser
conduzidas a fim de se confirmar os efeitos da LEDT no tratamento de
neuropatias periféricas, bem como, no intuito de desvendar os
mecanismos neurofisiologicos induzidos pela irradiagdo fotonica de
baixa intensidade. Tais pesquisas poderdo contribuir para o
desenvolvimento e aceitagdo da LEDT como forma de terapia ndo
invasiva e de baixo custo que possa complementar o tratamento das NPs
e da dor neuropatica associada.
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