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RESUMO

A terapia por diodo emissor de luz (LEDT, do inglés Light-Emitting
Diode Therapy) tem sido clinicamente utilizada como uma alternativa a
terapia com laser de baixa intensidade (LLLT) no tratamento de lesdes
de tecidos moles, bem como no alivio da dor. No entanto, ha uma
caréncia de dados cientificos sobre os possiveis mecanismos fisiologicos
e moleculares responsaveis pelo efeito da LEDT no controle da dor de
diferentes etiologias. Neste contexto, o presente estudo procurou avaliar
a acdo analgésica da LEDT em modelos de nocicep¢ao aguda e cronica
em camundongos, bem como investigar alguns dos possiveis
mecanismos fotobiologicos envolvidos neste efeito. Na primeira série de
experimentos os camundongos foram submetidos ao modelo de dor
neuropatica induzida por esmagamento do nervo isquiatico (ENI). No
sétimo dia pos-operatorio, depois de determinar a dose analgésica
(densidade de energia em Joules), a LEDT (950 nm, 80 mW/cmz, 2,5
J/cmz) foi irradiada, diariamente, durante um periodo de 15 dias, na pele
sobre o local do esmagamento do nervo. Em comparagdo com o grupo
controle (ENI), a LEDT reduziu a hipersensibilidade ao estimulo
mecanico induzida pelo ENI, mas ndo acelerou a recuperagdo funcional
motora nem a regeneragdo do nervo afetado. Na segunda série de
experimentos, os camundongos foram submetidos ao modelo de dor
pos-operatdria induzida por incisdo plantar (IP) e tratados com a LEDT
(950 nm, 80 mW/cm® irradidncia) em densidades de energia de 1 a 13
J/em®. Os resultados demonstraram que o LEDT (950 nm, 80 mW/cmz),
na densidade de energia de 9 Jem?, apresentou os efeitos mais
significativos contra a hipersensibilidade ao estimulo mecanico. Além
disto, foi demonstrado que a atividade analgésica da LEDT envolveu (1)
a ativacdo de receptores opioides periféricos com, ao menos em parte, a
participagdo de opioides secretados por leucdcitos recrutados para o sitio
da lesdo, (2) a ativagio da via L-arginina/Oxido nitrico e, (3) a ativagio
periférica e central de receptores adenosinérgicos A; e canabinoides
CBj, bem como de receptores CB, periféricos. Na terceira e ultima série
de experimentos, os camundongos submetidos ao modelo da Sindrome
da dor complexa regional do tipo I (SDCR-I) induzida por isquemia-
reperfusdo (IR) da pata foram tratados com a LEDT (950 nm de
comprimento de onda, 80 mW/cm® irradiancia, 9 J/em®). Os resultados
demonstram que a LEDT reduziu significativamente a
hipersensibilidade aos estimulos mecanico e ao frio. Além disso, o
tratamento com a LEDT aumentou os niveis da citocina anti-
inflamatoria IL-10, sem afetar os niveis das citocinas IL-1B, TNF-a e



IL-1ra; e por fim, a LEDT promoveu a reducdo dos niveis de
marcadores do estresse oxidativo (carbonilacdo de proteinas e
equivalentes MDA) e o restabelecimento do sistema antioxidante
enzimatico (enzimas superdxido dismutase e catalase). Em conjunto,
estes resultados estendem dados da literatura sobre os mecanismos
subjacentes ao efeito analgésico da terapia por diodo emissor de luz
(LEDT) e sugerem que esta terapia pode ser um complemento util para o
tratamento da dor de diferentes etiologias.

Palavras-chave: Terapia por diodo emissor de luz. Analgesia. Dor
neuropatica. Dor pds-operatoria. Sindrome da Dor Complexa Regional.
Isquemia-reperfusao.



ABSTRACT

Light-Emitting Diode Therapy (LEDT) has been clinically used as an
alternative to low level laser therapy (LLLT) in the treatment of soft
tissue injuries as well as in pain relief. Nevertheless, there is a lack
scientific data on the possible physiological and molecular mechanisms
responsible for LEDT control of pain of different etiologies. In this
context, the present study evaluated the analgesic activity of LEDT in
mouse models of acute and chronic nociception, as well as investigated
some of the possible photobiological mechanisms involved in this effect.
In the first series of tests, mice were subjected to the sciatic nerve crush
model (SNC) of neuropathic pain. On the seventh post-operative day,
after determining analgesic dose (energy density in Joules), LEDT (950
nm, 80 mW/cm?, 2.5 J/cmz) was irradiated, daily for a period of 15 days,
on the skin over the crush site. Compared to control (SNC) group,
LEDT reduced mechanical hypersensitivity induced by SNC but failed
to accelerate motor functional recovery and nerve regeneration. In the
second round of tests, mice were subjected to the plantar incision (PI)
model of postoperative pain and treated with LEDT (950 nm
wavelength, 80 mW/cm” irradiance) in energy densities of 1 through 13
J/em®. The results demonstrate that LEDT (950 nm, 80 mW/cmz) at the
energy density of 9 J/em® presented the most significant effects against
mechanical hypersensitivity. Analyses of its mechanisms indicated that
LEDT analgesic activity involves, (1) activation of peripheral opioid
receptors with, at least in part, the recruitment of opioid-containing
leukocytes to the PI site, (2) activation of the L-arginine/NO pathway
and, (3) activation of peripheral and central adenosinergic A; and
cannabinoid CB, receptors, as well as peripheral CB; receptors. In the
third and last round of tests, mice were submitted to the model of
Complex Regional Pain Syndrome Type I induced by paw ischemia-
reperfusion and treated with LEDT (950 nm wavelength, 80 mW/cm”
irradiance, 9 J/cmz). The results indicate that LEDT significantly
reduced the behavioral signs of mechanical and cold hypersensitivity. In
addition, the treatment increased the levels of the anti-inflammatory
cytokine IL-10, without affecting (IL)-1B, TNF-a and IL-1ra levels; as
well as decreased the levels of oxidative stress markers (protein
carbonyls and MDA equivalents) and of the antioxidant enzymatic
system (superoxide dismutase and catalase). Taken together, these
results extend previous literature data on the mechanisms behind the
analgesic effect of Low Level Light Therapy and suggest that this LEDT
might be a useful complement to the treatment of pain of different



etiologies.

Key-words: Light-Emitting Diode Therapy. Analgesia. Neuropathic
pain. Post-operative pain. Complex Regional Pain Syndrome. Ischemia-
reperfusion.
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1 INTRODUCAO
1.1 DOR

Segundo a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP,
do inglés International Association for the Study of Pain) a dor pode ser
definida como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal
dano”. Esta defini¢do enfatiza que a dor é uma experiéncia complexa
que inclui multiplas dimensdes (JULIUS; BASBAUM, 2001).

A capacidade de detectar estimulos nocivos € essencial para a
sobrevivéncia e bem-estar de um organismo, uma vez que a sensagao de
dor nos alerta para les@o real ou iminente e ativa respostas adequadas de
protecdo (JULIUS; BASBAUM, 2001). Tal fato pode ser
dramaticamente ilustrado pelo exemplo de individuos que sofrem de
insensibilidade congénita a dor, em geral desencadeada por uma
mutagdo no gene SCNOIA, localizado no brago longo do par
cromossomico 2, que expressa os canais de sodio sensiveis a voltagem
NaV1l.7 (MANFREDI et al, 1981). Como resultado desta
insensibilidade para a dor, tais individuos ndo apresentam respostas
comportamentais adequadas de protecao contra condi¢cdes de perigo que
podem muitas vezes ser fatais (BASBAUM et al., 2009). Assim, estes
individuos apresentam uma reducdo ndo s6 na qualidade como também
no seu tempo de vida.

Nao obstante seu carater comumente protetor, alteracdes da via da
dor podem levar a hipersensibilidade, e em tais casos a dor perde sua
utilidade como um sistema de alerta e em vez de aguda pode se tornar
cronica e debilitante (JULIUS; BASBAUM, 2001). De fato, a dor
cronica ¢ o motivo mais frequente que leva individuos a buscarem
tratamento de satide (FOX; BERGER; FINE, 2000). Além disso, dados
estatisticos indicam que a dor crénica ¢ a causa mais comum de
incapacidade a longo prazo, acometendo em torno de 1,5 bilhdo de
pessoas em todo o mundo, e como a populacdo mundial envelhece, o
nimero de pessoas que precisam de tratamento para dor cresce a cada
ano (FOX; BERGER; FINE, 2000).

A nocicepgdo, por outro lado, se refere ao processo neural de
decodificagdo e processamento de estimulos nocivos que envolvem
diferentes etapas (BASBAUM et al., 2009), a saber:

= Transducdo: que consiste na conversdo da energia gerada por
um estimulo nocivo de origem térmica, mecanica ou quimica
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em potencial de a¢do pelos receptores sensoriais denominados
de nociceptores;

= Transmissdo: a transmissdo dos sinais neurais a partir do local
da transdugdo (periferia), para a medula espinal e encéfalo;

= Percepgdo: a assimilacdo dos sinais que chegam em estruturas
superiores e ¢ interpretada como dor;

= Modulacdo: impulsos descendentes inibitorios ou facilitadores
que influenciam (modulam) a transmissdo nociceptiva na
medula espinal.

Historicamente, a modulagdo endogena da dor tem sido vista
como a atenuacdo da transmissao no corno dorsal da medula espinal por
estimulos descendentes inibitdrios provenientes do encéfalo. A teoria de
Melzack e Wall do “portdo da dor” langou esta ideia em 1965
(MELZACK; WALL, 1965). Atualmente estd bem definido que a
modulacdo enddgena da dor pode ocorrer em todos os niveis do sistema
nervoso, a saber, perifericamente, em receptores localizados em
terminais nervosos; na medula espinal, em especial no corno dorsal da
medula espinal; ou em sitios supra-espinais, sendo dependente do
contexto da lesdo, bem como de fatores enddgenos.

Em terminais periféricos, diversos mediadores enddgenos com
efeitos pro- ou antinociceptivos podem ser liberados por células locais
lesionadas, células do sistema imune ativadas, e at¢é mesmo pelos
queratindcitos da pele. Dentre os mediadores de efeito pro-nociceptivo
estd o fator de ativacdo plaquetaria (PAF), as prostaglandinas, a
bradicinina e citocinas pro-inflamatdorias diversas, tais como a
interleucina (IL)-1B e o fator de necrose tumoral (TNF)-a (OPREE;
KRESS, 2000). Em contrapartida, existem também varios mediadores
com efeito antinociceptivo, dentre os quais se destacam as endorfinas, a
adenosina, os endocanabinoides, e as citocinas anti-inflamatorias como a
IL-10, que contribuem para o equilibrio dindmico que existe entre a
facilitacdo e a inibicdo da dor, tanto na periferia quanto no sistema
nervoso central (SEIFERT et al., 2009; STEIN; MACHELSKA, 2011).
(Fig. 1)

Da mesma forma, a modificacdo da transmissdo siniptica no
corno dorsal da medula espinal pode aumentar ou diminuir a
transmissdo de sinais nociceptivos para o encéfalo. Interneuronios
inibitérios do corno dorsal liberam acido gama-aminobutirico (GABA),
glicina ou opioides modulando a transmissdo em neurdnios de projecdo
espinotalamicos e espinobulbares (BASBAUM et al., 2009). Além
disso, sistemas descendentes originarios do tronco encefalico exercem
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modulacdo nos estimulos nociceptivos na medula espinal (SEIFERT et
al., 2009). Mais especificamente, o sistema inibitorio descendente da dor
¢ constituido principalmente por quatro componentes interligados, a
saber, sistemas corticais e diencefalicos; a substancia cinzenta
periaquedutal (PAG) e periventricular, que expressam grande
quantidade de encefalinas e receptores opioides; por¢does do bulbo
rostroventral, especialmente o nucleo magno da rafe (NMR) e ntcleos
adjacentes que recebem aferéncias da PAG e se projetam, por sua vez,
para o corno dorsal da medula espinal e bulbo por meio de fibras
serotonérgicas e noradrenérgicas; e finalmente, o corno dorsal medular
que recebe terminais de axonios do NMR e nucleos adjacentes
(GEBHART, 2004). As fibras nervosas provenientes destas vias
liberaram substancias inibitorias (por exemplo, opioides enddgenos,
serotonina, noradrenalina e GABA) em sinapses com outros neurénios
no corno da raiz dorsal. Estas substancias ativam receptores especificos
nos neurdnios aferentes primarios e inibem a transmissdo nociceptiva.
Acredita-se que a modulacdo endogena possa contribuir para a grande
diferenca de percepcao de dor observada entre os pacientes que possuem
lesdes semelhantes (ARGOFF, 2011).
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Figura 1 — Mediadores periféricos de transdugdo da dor apos a lesdo
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Fonte: Adaptado de Woodcock; Witter; Dionne (2007).

A lesdo leva a liberagdo de numerosas substancias quimicas por
mastdcitos, macrofagos e células lesionadas que atuam direta ou
indiretamente para alterar a sensibilidade de receptores metabotropicos e
de canais i0nicos em terminais nervosos periféricos. Estes receptores
liberam mensageiros secundarios, tais como a proteina quinase A (PKA)
e PKC que podem ativar outros receptores acoplados a membrana e/ou
desencadear a transcricdo génica. A,, receptor adenosinérgico A,; ASIC,
canal i6nico sensivel a acidos; B1/2, receptores de bradicinina 1 e 2;
SNC, sistema nervoso central; EP, receptor de prostaglandinas; GABA,
acido y-aminobutirico; GIRK, canal para potéssio retificador de entrada
associado a proteina G; H;, receptor H; da histamina, 5-HT, 5-
hidroxitriptamina; IL, interleucina; IL-1R, agonista do receptor de
interleucina 1, M,, receptores muscarinicos M,, NO, oxido nitrico,
P2X3, receptor X3 purinérgico; PAF, fator de ativacao plaquetaria; PGs,
prostaglandinas; ROS, espécies reativas de oxigénio; TNF, fator de
necrose tumoral; TTXr, receptor tetrodotoxina; trkA, receptor de tirosina
quinase A.
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1.2 SISTEMAS ENDOGENOS NO CONTROLE DA DOR
1.2.1 Sistema Opioide

O sistema opioide ¢ um dos principais sistemas enddgenos
envolvidos em varios comportamentos fortemente conservados durante
a escala evolutiva de organismos superiores, como a percep¢ao da dor e
seus mecanismos de modulagdo, o sistema de recompensa, de
dependéncia e o controle do medo (LESNIAK; LIPKOWSKI, 2011).

Os peptideos opioides endogenos sdo ligantes naturais que ativam
diferentes receptores opioides durante eventos inflamatdrios,
neuropatias dolorosas ou cancer. Nos mamiferos trés tipos de peptideos
opioides, endorfinas, encefalinas e dinorfinas, sdo sintetizados via
clivagem de proteinas precursoras (COSTANTINO et al., 2012).

As endorfinas derivam da clivagem da proteina precursora
proopiomelanocortina (POMC) e possuem afinidade pelos receptores
opioides. As encefalinas derivam da proteina precursora proencefalina
(PENK) e possuem afinidade pelos receptores p e 6 opioides. As
dinorfinas, por sua vez, derivam da clivagem da prodinorfina e exibem
afinidade pelos receptores k opioides (AKIL et al., 1998).

Os farmacos opioides sdo os analgésicos mais utilizados e
eficazes para o tratamento de quadros de dor intensa, a morfina e o
fentanil, por exemplo, estdo entre os farmacos mais prescritas no mundo
(AL-HASANI; BRUCHAS, 2011).

Os opioides exercem seus efeitos por meio da ativagdo de
receptores opioides (u, 0, k e receptor do tipo opioide-1 - ORL-1) que
sdo expressos em todo o circuito nociceptivo neural e em regides criticas
do sistema nervoso central, incluindo estruturas encefalicas relacionadas
com a emocdo e o sistema de recompensa (DHAWAN et al., 1996;
COSTANTINO et al., 2012).

Cada receptor opioide ¢ funcionalmente classificado em vérios
subtipos farmacologicos, embora genes especificos correspondentes a
cada um destes subtipos de receptores ainda ndo tenham sido
identificados (FENG et al., 2012).

Além da modulacdo da dor e da adicdo a farmacos, os receptores
opioides participam amplamente de varias atividades fisiologicas e
fisiopatologicas, incluindo a regulacdo da homeostase da membrana
ionica, a proliferacdo celular, a resposta emocional, a funcdo imune, o
controle alimentar e a obesidade, em atividades dos sistemas respiratorio
e cardiovascular, bem como em alguns transtornos neurodegenerativos
(MIZOGUCHTI et al., 2012).
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Embora os opioides sejam ainda os firmacos mais eficazes para o
tratamento da dor severa, a sua utilizagdo ¢ cautelosa devido aos efeitos
colaterais que incluem tonturas, depressdo respiratdria, nauseas,
sedacdo, euforia ou disforia e prurido (KELLEY; TEPPER, 2012). Além
disso, o uso prolongado de opioides conduz ao desenvolvimento de
tolerancia e dependéncia (COSTANTINO et al., 2012).

No entanto, nas ultimas décadas estudos tém demonstrado que os
opioides ativam ndo apenas receptores no encéfalo e medula espinal,
mas também nos neurdnios sensoriais periféricos. Portanto, abordagens
especificas para analgesia opioide periférica oferecem uma alternativa
interessante para o tratamento da dor por evitarem ou pelo menos
minimizarem os efeitos adversos de opidceos de acdo central e de anti-
inflamatorios nao esteroidais (AINEs) (STEIN; LANG, 2009).

1.2.1.1 Mecanismos da analgesia induzida por opioides

A analgesia desencadeada por opioides ¢ mediada pela
modulagdo de vias ascendentes (TAMBELI et al., 2002) e descendentes
(FIELDS, 2004). Por conseguinte, os receptores opioides sdo expressos
em ganglios da raiz dorsal, na medula espinal, e no nucleo trigeminal da
via ascendente da dor, bem como em varias areas do sistema nervoso
central, incluindo aquelas envolvidas na modulagdo da dor, tais como os
nucleos da PAG, nucleo magno da rafe, nuacleos reticulares
gigantocelulares e o ntcleo accumbens (TAMBELI; PARADA, 2009).

Nos terminais centrais, os opioides reduzem a liberacdo de
neurotransmissores das fibras aferentes primdrias nociceptivas
bloqueando a transmissdo sindptica, enquanto que na periferia, a
ativacdo dos receptores opioides hiperpolariza diretamente os neurdnios
sensoriais e atenua a sensibilizacdo do nervo ou a hiperexcitabilidade
induzida por inflamag¢do ou lesdo de tecidos (HURLEY; HAMMOND,
2000).

Mais especificamente, os receptores opioides sdo receptores
acoplados a proteina Gi/G, que consistem em sete dominios
hidrofébicos transmembranares (I-VII). A ligacdo do opioide ao seu
receptor ativa a proteina G acoplada resultando na dissociagdo de Gj,, do
dimero Gg,. A dissociagdo entre as subunidades inicia uma cascata de
eventos intracelulares que medeiam o efeito antinociceptivo de opioides
em neurdnios aferentes primarios. Estes eventos incluem a inibi¢do da
atividade da adenilato ciclase (AC), assim como de canais de Ca® do
tipo N- e L- e da ativagdo da via 6xido nitrico/L-arginina/monofosfato
de guanosina ciclico (cGMP) no tecido subcutaneo, canais de K"
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dependentes de ATP e a via fosfotidilinositol 3-quinase (PI3K)/AKT.
(TAMBELI; PARADA, 2009) (Fig. 2).

Com base nestes mecanismos, quando utilizados para o controle
da dor pos-operatdria, a ativacdo de receptores opioides periféricos leva
a diminuicdo da excitabilidade de neurdnios aferentes primarios que ¢
induzida pela lesdo de tecidos durante o procedimento cirirgico e
consequente desenvolvimento de inflamagdo com a liberagdo de
neuropeptideos pro-inflamatdrios, tais como, a substancia P e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (PRGC). Em particular, no tecido
lesionado, estes eventos levam a antinocicepgao e reduzem a inflamagao
(STEIN; LANG, 2009).

Figura 2 — Ativacdo de receptores opioides.
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Fonte: Adaptado de Tambeli e Parada (2009).

Eventos intracelulares desencadeados pela ativagdo de receptores
opioides. AC, adenilato ciclase; akt (PKB), proteina quinase B; ATP,
trifosfato de adenosina; cAMP monofosfato ciclico de adenosina;
c¢GMP, monofosfato ciclico de guanosina; KATP, canal de potassio
sensivel a ATP; NO, 6xido nitrico; PI3K, fosfatidil inosital 3-quinase;
PKG, proteina quinase G.
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1.2.1.2 Opioides enddgenos liberados por leucocitos

Tem sido demonstrado que o recrutamento de células imunes
contendo peptideos opioides para o local da inflamagdo pode reduzir a
dor inflamatoria em certas condigdes (MOUSA et al., 2002) (Fig. 3).

Em macrofagos, mondcitos, granuldcitos e linfocitos, a -
endorfina esta presente em granulos secretores dispostos na periferia da
célula, pronta para exocitose (MOUSA et al., 2004). Contudo, sabe-se
que a principal fonte de opioides endogenos (B-endorfina, encefalinas e
dinorfina) sdo os leucdcitos. Essas células expressam o precursor
proopiomelanocortina da B-endorfina e possuem toda a maquinaria
enzimatica necessaria para o processamento do peptideo funcionalmente
ativo (STEIN; MACHELSKA, 2011).

Assim, em resposta a inflamacao, leucocitos dentre outras células
imunes contendo opioides migram para os tecidos lesionados via
moléculas de adesdo e quimiocinas (CXCL1 e CXCL2/3). Em um
segundo momento, estimulos estressores ou agentes de liberacdo, tais
como o hormonio liberador de corticotropina (CRH) e a interleucina
(IL)-1B (Fig. 3) estimulam a secrecdo destes peptideos nos tecidos
inflamados (Fig. 3). Uma vez secretados, tais peptideos ativam os
receptores opioides periféricos e produzem analgesia por (1) inibicdo da
excitabilidade dos nervos sensoriais e/ou (2) pela inibicdo da liberagdo
de neurotransmissores (RITTNER; MACHELSKA; STEIN, 2005).

O CRH estd presente nas células do sistema imune, em
fibroblastos e no endotélio vascular, e sua expressdo ¢ aumentada nos
tecidos inflamados, tanto em animais como em humanos (SCHAFER;
CARTER; STEIN, 1994). Ja a IL-1P ¢ uma citocina com uma vasta
gama de atividades bioldgicas que ¢ produzida por varios tipos de
células incluindo macrofagos, fibroblastos e neutrofilos e se encontra
aumentada durante os processos inflamatorios (LO et al., 1999).
Adicionalmente, as quimiocinas (CXCLI e CXCL2/3), além de
recrutamento de células, podem estimular a secrecdo de peptideos
opioides a partir das células imunes (MACHELSKA, 2007).

Em resumo, o CRH, a IL-1PB, as quimiocinas e catecolaminas
agindo em seus respectivos receptores em leucocitos e outras células
imunes desencadeiam a liberagdo de peptideos opioides em resposta a
um processo inflamatério, produzindo analgesia (Fig. 3)
(MACHELSKA, 2007).



35

Figura 3 — Migracdo de leucécitos e liberagdo de opioides no tecido
inflamado.
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Fonte: Adaptado de Machelska (2007).

O recrutamento de células imunes contendo peptideos opioides para o
local da inflamac¢do pode reduzir a dor inflamatéria. AR, receptor
adrenérgico; cAMP, monofosfato ciclico de adenosine; cDNA, DNA
complementar; CRF, fator liberador de corticrotofina; CRFR, receptor
do fator liberador de corticrotofina; mRNA, RNA mensageiro; NA,
noradrenalina; OP, peptideos opioides; OR, receptor opioide; sP,
substancia P; TRPV1, receptor de potencial transiente vaniloide 1.

1.2.2 Sistema Adenosinérgico

A adenosina ¢ uma substancia ubiqua expressa na maioria das
células, incluindo neurdnios e glia. Nao obstante o fato que a adenosina
possa funcionar como um neurotransmissor em algumas areas
encefalicas (MORI et al., 2001), ela ndo ¢ armazenada nem liberada
como um neurotransmissor classico, uma vez que ndo se acumula em
vesiculas sinapticas, sendo transportada do citoplasma para o espago
extracelular por meio de um transportador de nucleosideos (RIBEIRO;
SEBASTIAO; DE MENDONCA, 2002).
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Desta forma, a adenosina funciona como uma molécula de
sinalizacdo extracelular, influenciando a transmissdo sindptica,
modulando a atividade do sistema nervoso; pré-sinapticamente, inibindo
ou facilitando a liberagdo de neurotransmissores e pds-sinapticamente,
hiperpolarizando ou despolarizando neurdnios e/ou exercendo ainda
efeitos nao-sinapticos (por exemplo, em células da glia). A adenosina,
portanto, pertence ao grupo dos neuromoduladores (SEBASTIAO;
RIBEIRO, 2009).

Existem quatro subtipos conhecidos de receptores de adenosina
(ARs) denominados de Aj, Aza, Azg € Aj - cada um dos quais tem um
perfil farmacoldgico e distribui¢do Unicos; entretanto, todos os quatro
subtipos sdo membros da superfamilia de receptores acoplados a
proteina G (JACOBSON; GAO, 2006).

Os ARs sdo expressos em niveis elevados no encéfalo, coracao,
tecido adiposo, estdbmago, canal deferente, testiculos, baco, rim, aorta,
figado, olhos e bexiga. Os A;sRs sdo altamente expressos no estriado,
nucleo acumbens e tubérculo olfatorio. Além disso, foram encontrados
niveis de expressdo elevados e intermedidrios também em células do
sistema imune, vasos pulmonares, coragdo e sangue. Os A,gRs, por sua
vez, sdo geralmente expressos em niveis baixos em quase todos os
tecidos. E por ultimo, os A3Rs tém sido detectado em vérios tecidos,
incluindo nos testiculos, pulmao, rim, placenta, coracdo, cérebro, baco,
figado, utero, bexiga, jejuno, aorta, cdlon ascendente e olhos (DIXON et
al., 1996).

Nas células, a ativacdo de receptores de adenosina A; e Az (ARs)
inibe a atividade da adenilato ciclase por meio da ativacdo de proteinas
G;j sensiveis a toxina pertussis e resulta em aumento da atividade da
fosfolipase C (PLC), por meio da subunidade Gg,. A ativagdo dos
receptores A4 € Ayp aumenta a atividade da adenilato ciclase por meio
da ativagdo das proteinas G;. Todos os quatro subtipos de ARs podem se
acoplar a proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), dando-lhes
um papel no crescimento, sobrevivéncia, morte e diferenciagdo celular
(SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009).

Com relagdo ao seu efeito analgésico ou pro-algésico, sabe-se que
tanto na periferia como na medula espinal, a liberacdo de adenosina
inibe a transmissdo do estimulo nociceptivo dor por efeitos mediados
pelos receptores A; (SAWYNOK; LIU, 2003). Os receptores A,a, por
outro lado, em geral levam a facilitacdo da transmissdo do estimulo
nociceptivo (Fig. 4). Além disso, o aumento dos niveis periféricos de
adenosina contribuem para os efeitos anti-inflamatorios de certos
agentes terapéuticos (metotrexato, sulfasalazina, salicilatos), e tais
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efeitos sdo principalmente mediados por receptores de adenosina Ajp
(BURNSTOCK, 2009).

Figura 4 — Receptores adenosinérgicos.
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Contribuicdo dos receptores adenosinérgicos na sinalizacdo nociceptiva
em terminagdes nervosas de neurdnios sensoriais periféricos. Aj,
receptor adenosinérgico Aj; Aja, receptor adenosinérgico Aza; AMPc,
monofosfato ciclico de adenosina; G, proteina G; G,, proteina G
inespecifica; Gj, proteina G inibitoria; G;, Proteina G estimulatoria;
TRPV1, receptor de potencial transiente vanildide 1.

O desenvolvimento de potentes agonistas e antagonistas seletivos
de ARs tem sido objeto de investigacdo por mais de trés décadas (GAO
et al., 2005). Entretanto, embora estudos pré-clinicos sugiram que os
moduladores seletivos de ARs sejam promissores para intimeras
aplicagdes  terapéuticas, incluindo  doencas  cardiovasculares,
inflamatorias e neurodegenerativas, na pratica clinica este objetivo ndo
tem sido atingido. Uma razdo para isso € a ubiquidade dos ARs e a
possibilidade de efeitos secundarios. Desta forma esta classe de
farmacos permanece ainda no campo experimental (JACOBSON; GAO,
2006).

1.2.3 Sistema Canabinoide

O sistema canabinoide consiste de receptores canabinoides (CB) e
os seus ligantes endogenos. Dois receptores identificados como CB; e
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CB; e possivelmente um terceiro, CPR55, foram clonados até o
momento (STEIN; MACHELSKA, 2011) (Fig. 5). Entre os ligantes
endogenos, N-araquidonoiletanolamina (anandamida ou AEA) e 2-
araquidonoil glicerol (2-AG) s3o os mais estudados. Ambos sdo
sintetizados por enzimas a partir de precursores poliinsaturados de
acidos graxos em resposta ao influxo ou mobilizacdo de estoques
intracelulares de Ca’" (AGARWAL etal., 2007, ANAND et al., 2009).

Ambos os receptores e seus ligantes endogenos estdo distribuidos
entre as principais vias de modulagdo da dor do sistema nervoso,
incluindo o encéfalo, a medula espinal e os neurdnios sensoriais
periféricos (STEIN; MACHELSKA, 2011).

Figura 5 — Receptores canabinoides.
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*AC: ciclase de adenilil; Akt: proteina quinase serina/treonina; ERK:
quinase regulada por sinal extracelular; MAPK: proteina quinase ativada
por mitdgenos; c-JNK: quinase c-Jun N-terminal; NFAT: fator nuclear
ativado por células T; PI3K: fosfatidil inositol 3 quinase; PKA: proteina
quinase A; PLC: Fosfolipase C; RhoA: Ras homologous gene A;
ROCK, proteina quinase associada a Rho.
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Semelhantes aos receptores opioides, os receptores CBs
pertencem a familia de receptores com sete dominios transmembranas
acoplados a proteina G;. Sua ativacdo leva a inibig¢do da adenilato ciclase
e consequente reducdo da producdo de monofosfato ciclico de adenosina
(cAMP) (AGARWAL et al., 2007).

Tem sido bem estabelecido que os endocanabinoides possuem a
capacidade de afetar a percepcdo da dor em sitios supra-espinal, espinal
e periféricos (WALKER; HOHMANN, 2005). Além disso, os
endocanabinoides estdo envolvidos em diferentes fungdes fisioldgicas e
patoldgicas, tais como a regulacio da ingesta alimentar, a
imunomodulacdo, a inflamagdo, o comportamento aditivo e a epilepsia
entre outras (PIOMELLI, 2005).

Historicamente, a maconha ou Cannabis sativa tem sido utilizada
para fins recreativos e tem a distingdo de ser a droga com o maior
registro histérico de uso humano (TALWAR; POTLURI, 2011).
Enquanto a maconha ¢ ilicitamente utilizada para fins recreativos, os
extratos da planta tém sido utilizados desde os tempos antigos pelo seu
valor medicinal e por suas propriedades psicoativas. Além disso, os
canabinoides sdo analgésicos bem conhecidos, especialmente no que se
refere ao controle da dor de origem somatica (FOX; BEVAN, 2005).

Nos ultimos anos os canabinoides tém surgido como uma
alternativa atraente ou até mesmo como complemento a terapia com
opioides para estados de dor cronica (PIOMELLI, 2005). Contudo, em
humanos, a ativacdo de receptores canabinoides estd associada a efeitos
psicotropicos indesejados, como a dependéncia, a tolerancia e a
deterioracdo da memoria que surgem devido ao efeito dos canabinoides
nos circuitos prosencefalicos (PACHER; BATKAI; KUNOS, 2006).
Para a exploragdo clinica das propriedades analgésicas dos
canabinoides, um grande desafio ¢ conceber estratégias que possam
reduzir ou eliminar seus efeitos adversos sobre os aspectos cognitivo,
afetivo e fungdes motoras, sem afetar seus efeitos analgésicos
(TALWAR; POTLURI, 2011).

1.2.3.1 Canabinoides endogenos liberados por macrofagos

De forma semelhante ao que ocorre em neurdnios, uma via
biossintética de endocanabinoides foi descrita em células do sistema
imune (principalmente macrofagos), tendo sido demonstrado que tanto
linhagens de macrofagos quanto macréfagos nativos, produzem e
secretam anandamida em resposta a ionoforos de Ca™",
lipopolissacarideos, fator de ativag@o plaquetaria e a propria anandamida
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(STEIN; MACHELSKA, 2011).

Além da anandamida, mondcitos/macrofagos, mastocitos e
basofilos produzem e liberam palmitoiletanolamida (PEA). O PEA nao
pode ser estritamente considerado um endocanabinoide cldssico porque
ndo possui afinidade pelos receptores de canabinoides CB; e CB,, no
entanto, a presenca de PEA parece aumentar a atividade da anandamida
(JONSSON et al., 2001).

Finalmente, foi demonstrado que o 2-AG pode ser produzido e
secretado a partir de macrofagos nativos em resposta a
lipopolissacarideos e/ou fator de ativagdo plaquetaria (DI MARZO,
2009). Nao obstante esses achados, pouco se sabe sobre a contribui¢do
dos endocanabinoides derivados de células imunes na modulacdo da dor.

1.3 MODELOS DE DOR UTILIZADOS NESTE ESTUDO
1.3.1 Dor Neuropatica

De acordo com a IASP, a dor neuropatica ¢ desencadeada como
consequéncia direta de lesdo ou doenga que afeta o sistema
somatosensorial (LOESER; TREEDE, 2008). Em outras palavras, a dor
neuropatica resulta de les@o ou disfung@o do sistema nervoso.

A dor de origem neuropdatica ¢ 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 disfuncdes que incluem
trauma, inflama¢do, doencas metabdlicas (por exemplo, diabetes),
infecgdes (por exemplo, herpes zoster), tumores e doencas neurologicas
primarias (BOUHASSIRA et al., 2008). A dor neuropatica pode ser
continua ou episodica e € percebida de varias maneiras, como por
exemplo, queimacgdo, formigamento, em picadas, tipo choque elétrico,
na forma de espasmo ou frio (FINNERUP et al., 2005).

A dor neuropética é geralmente cronica e incapacitante, sendo
muitas vezes resistente ou pouco responsiva a AINEs e opioides, no
entanto, pode responder a fArmacos antiepilépticos, antidepressivos, ou
anestésicos (DWORKIN et al., 2003; ATTAL et al., 2010). Entretanto,
estes farmacos apresentam limitada eficdcia e/ou significativos efeitos
adversos que comprometem sua utilizacdo por periodo prolongado
(BARON, 2009).

A sequéncia de eventos que pode ocorrer no nervo apos a inducao
da lesdo (SAADE; JABBUR, 2008) incluem: (1) producao de disparos
nervosos ocasionados pela lesdo, que podem se estender por um longo
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periodo de tempo; (2) liberacdo de neuropeptideos e outros mediadores
pro-inflamatorios no local da lesdo bem como no sistema nervoso
central (SNC); (3) sensibilizagdo de nociceptores e ativagdo de
nociceptores silenciosos por meio da liberagdo de mediadores
inflamatoérios ou expressdo de novos receptores ou canais ionicos; (4)
mudancgas na expressdo génica e na expressdo de diversos peptideos e
receptores; (5) crescimento anormal de fibras nervosas periféricas e
centrais; (6) mudangas nos campos receptivos de fibras nervosas
periféricas lesionadas e intactas.

Além disso, um estado de dor cronica pode se estabelecer quando
alteracdes patofisioldgicas propagam a dor de forma independente do
estimulo deflagrador (KONTINEN; MEERT, 2002). Desta forma, a
lesdo do nervo pode levar ao desenvolvimento de alteragdes no sistema
nervoso central que podem persistir indefinidamente. Tais alteragdes
incluem: mudancas nos campos receptivos das areas periféricas no
corno dorsal acompanhadas de diminui¢do da inibicdo pré-sindptica,
fatos estes que sugerem mudancas importantes no processamento das
informagdes sensoriais no corno dorsal; além do desencadeamento de
uma cascata de eventos no segmento correspondente da coluna vertebral
ou nucleo do trigémeo, que comeca instantaneamente e perdura por
periodos de tempo varidveis, dependendo do tipo, extensdo e
reversibilidade do dano resultante. Ocorrem ainda mudangas
importantes na expressdo fenotipica e sintese de neurotransmissores e
neuropeptideos, como por exemplo, uma redugdo na liberagdo do
GABA e no numero de receptores GABAérgicos; mudancas na
localizacdo e/ou expressdo de receptores para a substincia P, para
bradicinina, para opioides, para serotonina e ainda de transportadores de
glutamato (KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009).

Além disso, a dor neuropdtica periférica pode ser induzida nao
apenas pela lesdo direta de neurdnios aferentes e seus ramos axonais,
mas também indiretamente, pelo aumento na expressdo e liberacdo de
moléculas sintetizadas por células gliais e imunes durante a degeneracdo
walleriana distal a lesdo do nervo. Tais moléculas incluem citocinas
(TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10), fatores neurotréficos (BDNF, GDNF, NGF
e NT-3) e quimiocinas (CXCL1 e CXCL2/3) dentre outras
(KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009). Estas moléculas parecem estar
envolvidas na iniciacdo de estados de dor neuropatica além de serem
capazes de influenciar diretamente a excitagdo dos neuronios aferentes e
seus axonios (XIAO et al., 2002; SORKIN; YAKSH, 2009).

Desta forma, devido ao aumento da atividade espontanea e
sensibilizacdo dos neurdnios do corno dorsal da medula apds trauma ou
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lesdo dos tecidos periféricos e nervos, a sensibilizacdo central explica
por que a dor neuropatica ¢ muitas vezes desproporcional ao estimulo;
como no caso da hiperalgesia e alodinia; ou ainda ocorrendo quando
nenhum estimulo identificavel existe, como no caso de dor persistente
ou em propagacdo (KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009). Neste contexto,
a hiperalgesia pode ser definida como resposta aumentada a estimulos
nocivos; para a dor evocada por estimulos que normalmente ndo sdo
dolorosos, o termo alodinia ¢ preferido (SANDKUHLER, 2009).

Atualmente, ha uma grande variedade de modelos animais uteis
para o estudo da dor neuropatica associada a diversas etiologias e
relacionada a um quadro extenso de manifestacdes clinicas de
neuropatias periféricas (SORKIN; YAKSH, 2009). Assim, a dor
neuropatica pode ser induzida por lesdo mecanica (sec¢do; esmagamento
ou compressdo), quimica, metabdlica ou imunolodgica dirigida ao nervo,
ganglio ou medula espinal. A figura 6 demonstra as lesdes
especificamente geradas por trauma fisico do mnervo periférico
(KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009).
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Figura 6 — Modelos experimentais de dor neuropatica.

Esmagamento do
Nervo Isquiatico

Sural

Tibial

Fonte: Adaptado de Klusakova e Dubovy (2009).

Ilustracdo esquematica dos modelos experimentais de dor neuropatica,
com base em danos as estruturas nervosas periféricas: *Esmagamento
do nervo isquidtico (BOCCABELLA, 1964). (1) Transeccdo do nervo
isquiatico (WALL et al., 1979). (2) Lesdo por constricdo cronica
(BENNETT; XIE, 1988). (3) Ligadura parcial do nervo isquidtico
(SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990). (4) Modelo de lesdao do nervo
poupada (DECOSTERD; WOOLF, 2000). (5) Ligadura dos nervos
espinais L5/L6 (KIM; CHUNG, 1992). (6) Constri¢do da raiz dorsal
(TABO et al., 1999). (7) Rizotomia dorsal (LOMBARD et al., 1979). (8)
Rizotomia Ventral (LI et al., 2002).

O modelo do esmagamento do nervo isquiatico (ENI - Fig. 7)
utilizado neste estudo ¢ decorrente de uma lesdo fisica (por
esmagamento) dirigida ao nervo (KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009).
Neste modelo a estrutura do nervo € preservada ao menos em parte,
facilitando a regeneragdo e seu estudo, bem como a avaliagdo da
hipersensibilidade aos estimulos mecanico e térmico que em estudos
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translacionais sdo sinais considerados como representativos da dor
neuropatica observada em humanos (KONTINEN; MEERT, 2002).
Finalmente, este modelo é de facil execucdo e alta reprodutibilidade
(BRIDGE et al., 1994) exigindo o minimo de conhecimento de técnica
microcirurgica e de instrumental e com reduzido custo de material
(BOCCABELLA et al., 1964).

Figura 7 — Modelo de esmagamento do nervo isquiatico.

Fonte: Proprio autor (2013). |
(A) Incisdo; (B) Nervo isquiatico exposto; (C) Esmagamento do nervo
isquiatico; (D) Nervo apds esmagamento.

1.3.2 Dor Pés-operatéria
Mais de 73 milhdes de cirurgias sdo realizadas anualmente apenas

nos Estados Unidos e, de acordo com pesquisas demonstradas pelo
Centro Nacional de Estatisticas em Satde (NCHS, do inglés National
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Center for Health Statistics), até setenta e cinco por cento dos pacientes
sentem dor apds o procedimento cirirgico (COUSINS; POWER;
SMITH, 2000). No Brasil ndo ha dados exatos, entretanto, o pais ¢ o
segundo no ranking mundial de cirurgias plasticas, com mais de 1,7 mil
anualmente, ou 71 operacdes estéticas a cada hora (Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica - IBGE, 2011).

Estima-se que o encargo econdomico do tratamento da dor cronica
que se desenvolve a partir da dor aguda em um individuo na faixa etéria
de 30 anos, ao longo da vida, poderia ser de aproximadamente 1 milhdo
de dolares (WRIGHT; SLUKA, 2001). Assim, a prevencdo e o alivio
eficaz na dor aguda podem melhorar o desfecho e evitar complicacdes
clinicas, economizar recursos destinados a saude e melhorar a qualidade
de vida dos individuos atingidos.

O controle da dor pos-operatdria € problematico porque os
tratamentos atuais tém eficdcia limitada, sendo que muitos pacientes
sentem dor moderada a grave, especialmente no decorrer de atividades
cotidianas (CHAORAN WU, 2011). Os farmacos opioides sdo usados,
mas podem causar muitos efeitos colaterais, incluindo ndusea, sedacdo e
depressdo respiratoria; bloqueios locais com anestésicos sdo de curta
duracdo e o uso de AINEs pode também ser problematico
(BALLANTYNE et al., 1998). A fim de se reduzir a morbidade peri-
operatoria e os custos de saude, ¢ fundamental melhorar o manejo da dor
pos-operatdria. Para tanto, ¢ necessdrio uma melhor compreensdo dos
mecanismos da dor pos-cirargica, bem como o desenvolvimento de
terapias eficazes que possam atuar de forma isolada ou complementar
aos tratamentos tradicionais a fim de auxiliar no combate & dor bem
como promover uma melhor qualidade de vida aos pacientes.

Devido as limitagdes dos métodos experimentais inerentes ao
estudo da dor cirirgica em seres humanos, modelos animais de dor pos-
operatoria aguda devem ser considerados como uma alternativa que
pode ajudar a investigar a patogénese e melhorar as opgdes do seu
tratamento (ALONZO; BAYER, 2002). Recentemente, diversos
modelos animais de dor pds-operatoria t€ém sido desenvolvidos, dentre
os quais se destaca o modelo de incisdo plantar (IP) desenvolvido por
Brennan e colaboradores (1996) para ratos e adaptado para
camundongos por Pogatzki e Raja (2003) (Fig. 8).

Figura 8 — Modelo de incisdo plantar.
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Fonte: Adaptado de Wu (2011).

(A) Preparagdo antes da incisdo. (B) uma incisdo de 1 cm longitudinal é
feita por meio da pele e fascia comecando a 0,5 cm da borda proximal
do calcanhar e se estendendo em direcdo ao meio da pata. (C) O
musculo flexor subjacente é elevado. (D) Sutura com fio de nylon 5-0.
(F) A incisdo concluida.

Neste modelo, as respostas nociceptivas mimetizam a dor pos-
operatoria em seres humanos (BRENNAN; ZAHN; POGATZKI-
ZAHN, 2005), sendo que a incisdo que envolve a pele, a fascia e o
musculo induz comportamento de dor espontinea em resposta a
estimulos ndo-nocivos (alodinia) e resposta aumentada a estimulos
nocivos (hiperalgesia), da mesma forma que em humanos
(RICHMOND; BROMLEY; WOOLF, 1993). A hipersensibilidade aos
estimulos mecénico e térmico que se desenvolve na area da incisdo
deve-se a adaptagdes/modificagdes do sistema nociceptivo (ZAHN;
BRENNAN, 1999). A sensibilizacdo da fibra aferente primaria que
ocorre no local da incisdo é acompanhada de alteracdes na zona de
facilitagdo dos neurénios no corno dorsal da medula espinal (ZAHN;
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BRENNAN, 1999), caracterizando o processo de sensibilizagdo central.
A hipersensibilidade primaria, que ocorre no local da incisdo ¢
provavelmente devido a sensibilizagdo periférica, enquanto que a
hipersensibilidade secundaria observada no tecido ndo danificado que
cerca o local da incis@o ¢ devido a sensibilizacdo central (RICHMOND;
BROMLEY; WOOLF, 1993). Assim, a dor induzida pela incisdo
cirtirgica que resulta de lesdes da pele, fascia, musculos e pequenas
inervacdes desses tecidos, tem mecanismos comuns: lesdo direta,
inflamagdo e liberacdo de mediadores quimicos que sensibilizam
terminais nociceptivos periféricos para estimulos térmicos e mecanicos,
tais como serotonina e histamina liberadas pelo processo de
degranulacdo de mastdcitos decorrente da incisdo cirurgica (OLIVEIRA
et al., 2011). Além disso, Pogatzki e colaboradores (2003) mostraram
que fibras A-delta e fibras C sdo sensibilizadas pela incisdo e que a
ativagdo de nociceptores silenciosos mecanicos tem um papel na
manutencao da hipersensibilidade ap6s a incisao.

1.3.3 Sindrome da Dor Complexa Regional

A Sindrome da dor regional complexa (SDCR) ¢ uma das mais
desafiadoras condi¢des de dor cronica em humanos que acomete os
membros. H4 pouco consenso no que diz respeito a etiologia, os
sintomas, o quadro clinico, o diagndstico ou o tratamento da SDCR.
Historicamente, a SDCR foi descrita por uma série de condi¢des que
incluem a causalgia, atrofia Sudeck, distrofia simpatica reflexa (DSR),
dentre outras. A fim de uniformizar o diagndstico para esta patologia, a
IASP, em 1994, introduziu o termo SDCR para descrever uma ampla
variedade de condigdes poés-traumaticas de dor neuropatica dos
membros (SEBASTIN, 2011).

A sindrome da dor complexa regional pode ser definida como
uma sindrome dolorosa pods-traumdtica que pode incluir edema e
modificagdes troficas (STANTON-HICKS et al., 1995. O termo SDCR
foi cunhado por se tratar de um tipo de dor complexa, que pode
apresentar caracteristicas clinicas variadas tais como edema, atividade
vasomotora com mudanga de coloragdo do membro, hiperidrose,
distonia, hipotrofia muscular e osteopenia. E denominada de “regional”
pois, na maioria dos casos, a sindrome envolve apenas uma regido do
corpo, geralmente uma extremidade, podendo, entretanto, se espalhar
para diferentes areas do corpo.

A SDCR em geral tem inicio apds um trauma, geralmente em
uma extremidade. Este trauma pode ser uma fratura distal, lesdo
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nervosa, lesdo poés-cirurgica, constrigdo do membro, sindromes de
compressdo nervosa, infarto do miocardio, acidente vascular encefalico,
infec¢do, injegdes ou tumores (FELIU; EDWARDS, 2010).

A sindrome se subdivide em dois tipos, a do tipo I (SDCR-I) que
¢ uma sindrome de dor cronica que ¢ decorrente de lesdes como
entorses, fraturas e esmagamento e ndo ¢ acompanhada por uma lesdo
do nervo clinicamente verificada (STANTON-HICKS et al., 1995). A
do tipo II, também conhecida como causalgia, se difere do tipo I
justamente por apresentar lesdo nervosa, mesmo que parcial (FELIU;
EDWARDS, 2010).

A SDCR ¢ uma doenga relativamente rara, com uma incidéncia
estimada de 26,2 por 100.000 individuos (DE MOS et al., 2007).
Entretanto, a SDCR ¢ reconhecidamente de dificil tratamento, apesar
dos varios métodos disponiveis, incluindo a terapia fisica,
corticosteroides, bloqueio simpatico, e anti-inflamatdrios ndo-esteroides
(ROBINSON; SANDOM; CHAPMAN, 2004), por conseguinte, o
estudo de terapias para complementar o seu tratamento ¢ clinicamente
relevante.

O modelo de dor cronica poés-isquemia (Fig. 9) tem sido
amplamente utilizado como modelo animal de sindrome da dor
complexa regional do tipo I (CODERRE et al., 2004). Tal modelo
consiste em inducdo de isquemia prolongada (3 horas) seguida de rapida
reperfusdo da pata traseira dos animais. O modelo foi originalmente
descrito para ratos (CODERRE et al., 2004), tendo sido posteriormente
padronizado para camundongos (MILLECAMPS et al., 2010). A pata
submetida a isquemia exibe hiperemia e extravasamento de plasma, de
forma aguda, e sintomas semelhantes aos da dor neuropatica, incluindo
hiperalgesia a estimulo mecéanico nocivo e alodinia mecéanica sem,
entretanto, apresentar sinais indicativos de lesdo nervosa (CODERRE et
al., 2004). Este modelo produz, desta forma, sintomas comparaveis aos
que acometem os pacientes com SDCR-I, com uma resposta
inflamatoéria inicial com hiperemia e edema precoce seguido de
hiperalgesia e alodinia de longa duragdo (KOBAN et al., 2003;
BRATTI, 2011).
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Figura 9 — Modelo de i

Al B

s?uemia-reperfusﬁo da pata.

Fonte: Proprio autor (2012).

Fotografias representativas das patas traseiras de ratos no modelo de
SDCR por isquemia-reperfusdo da pata. Antes da aplicagdo do elastico-
torniquete (A), durante o torniquete (B), 5 min apos a reperfusdo (C), e
24 h apos a reperfuséo (D).

Cabe ressaltar que neste modelo, da mesma forma que em
pacientes com SDCR, o segmento corporeo afetado apresenta
diminuicdo da oxigenagdo pela hemoglobina capilar (HbO2) e um
aumento de lactato periférico, refletindo aumento da glicdlise
anaerébica (CODERRE et al., 2004). Tais fatores sdo consistentes com
condigdes de isquemia com presenca de estresse oxidativo resultando
em microangiopatia no tecido muscular (CODERRE; BENNETT,
2010). Desta forma este modelo se presta perfeitamente ao estudo do
efeito anti-inflamatorio e da atividade antioxidante de terapias e
farmacos com vistas a sua posterior aplicacdo clinica.

1.3.3.1 Processo inflamatorio no modelo da SDCR-I

Embora a etiologia precisa da SDCR-I seja desconhecida, uma
atividade inflamatdria persistente tem sido demonstrada em varios
estudos (HUYGEN et al., 2002; HUYGEN et al., 2004; WESSELDIJK
et al., 2008; MARINUS et al., 2011). Além do aumento na expressdo e
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liberagdo de diversos mediadores inflamatorios, varios aspectos clinicos
da SDCR-I, como a formacdo de edema e mudancas na temperatura
local e dor cronica, atestam em favor de sua natureza inflamatoria
(HUYGEN et al., 2002; BRATTI, 2011).

O envolvimento do sistema imune ativado pode implicar em
subsequente liberacdo de neuropeptideos, citocinas ou eicosandides, os
quais, por sua vez, levariam a uma intera¢do complexa de mediadores
inflamatdrios primarios e secundarios estabelecendo um quadro de
inflamagdo (HUYGEN et al., 2004).

Coderre e Bennett (2010) propdem que a causa fundamental da
dor na SDCR-I seria uma isquemia persistente nos tecidos profundos
(musculos, ossos, e nervos) e consequente reagdo inflamatoria e
aumento do estresse oxidativo produzindo alteracdo microvascular
posterior a lesdo.

Em pacientes com SDCR-I, a lesdo tecidual profunda leva a
formacdo de edema e ao desenvolvimento de uma sindrome do tipo
compartimental, j& que a pressdo exercida pelo acimulo intersticial de
plasma extravasado dentro de um espaco anatomicamente limitado
obstrui os capilares dos tecidos adjacentes. Estes eventos levam a lesdo
microvascular persistente (CODERRE; BENNETT, 2010).

Nos tecidos isquémicos ocorre o acimulo de enzimas oxidativas
no local lesionado, em especial da xantina oxidase e da NADPH
oxidase. Apds a reperfusdo, as oxidases acumuladas reduzem o oxigénio
e as cé¢lulas que compdem os microvasos sdo expostas a altos niveis de
radicais livres de oxigénio que danificam as células vasculares
endoteliais e musculares lisas (MCCORD, 1987). Além disso, as células
endoteliais das arteriolas liberam menos 6xido nitrico, que por sua vez ¢
convertido em radicais livres de nitrogénio ap6s a interacdo com radicais
livres de oxigénio. As células danificadas durante este processo passam
a liberar inimeros mediadores pro-inflamatérios que aumentam a
expressdo de moléculas quimiotdxicas, promovendo o recrutamento de
monocitos, leucocitos e plaquetas as quais aumentam ainda mais a
liberagdo de citocinas pro-inflamatodrias, tais como o TNF-a e a IL-1p
(WESSELDIJK et al., 2008).

Estes eventos conduzem ao vasoespasmo arterial e fluxo
lento/ndo-refluxo na microvasculatura de tecidos profundos, o que
produz isquemia persistente levando a inflamagdo cronica. Nos
musculos e ossos, a isquemia e a inflamagdo resultantes (incluindo a
produgdo de lactato) ativam e sensibilizam nociceptores. No tecido
nervoso periférico, a isquemia e a inflamagdo induzem descargas
ectopicas e levam ao desenvolvimento de hiperalgesia e alodinia
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(CODERRE; BENNETT, 2010).

Em favor desta teoria, diversos estudos clinicos demonstraram
que pacientes com SDCR exibem aumentos significativos de citocinas
pro-inflamatorias, incluindo da IL-1B, IL-6 e TNF-a, além de uma
diminuicao na taxa de citocinas anti-inflamatorias, incluindo a IL-10, no
plasma circulante e no fluido cerebrospinal (UCEYLER et al., 2007;
KRAMER et al., 2011). Além disso, em ratos submetidos ao modelo de
IR da pata os niveis de TNF-a, IL-1B, IL-6 e fator nuclear kappa B
(NFxB) se encontram elevados no musculo da pata (CODERRE et al.,
2004).

Durante a inflamacgdo cronica, as células imunes ativadas geram
espécies reativas de oxigénio (EROs), que subsequentemente produzem
dano oxidativo juntamente com um desequilibrio concomitante no
estado redox. A geracdo de EROs ¢ portanto, um fator importante na
manutencdo da inflamacdo, e a ativacdo de células inflamatorias que
pode, por sua vez, gerar EROs, conduzindo a um ciclo vicioso de
produgdo excessiva de estresse oxidativo/quadro inflamatoério (TAHA;
BLAISE, 2012).

1.3.3.2 Estresse oxidativo no modelo da SDCR-I

O estresse oxidativo estd envolvido em um grande numero de
doengas, incluindo doencas cardiovasculares, respiratorias, doencas
neurodegenerativas e gastrointestinais, sendo ainda associado ao
envelhecimento ¢ a dor (YOUNG; WOODSIDE, 2001; KIM; SHIN;
LEE, 2012).

As mitocondrias convertem a energia armazenada em nutrientes
em ATP/ADP que impulsiona o trabalho dentro do corpo e fornece a
principal fonte de ATP para a maioria das células, entretanto, a0 mesmo
tempo, a cadeia respiratdria mitocondrial ¢ uma importante fonte de
EROs dentro da célula (JAMES et al., 2012).

As EROs sdao moléculas quimicamente reativas contendo o
elemento oxigénio com um ou mais elétrons desemparelhados. As EROs
sdo formadas como um subproduto natural do metabolismo normal do
oxigénio e tém um papel importante na sinalizacdo celular e na
homeostase (KOHEN; NYSKA, 2002). No entanto, niveis elevados de
EROs sdo citotoxicos e podem resultar em danos que incluem a morte
celular, mutagdes, aberragdes cromossOmicas e carcinogénese
(CERUTTI, 1989).

A concentracdo de EROs intracelular depende da producao e/ou
remogdo do sistema antioxidante. Em geral, as células contém um
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grande numero de antioxidantes para prevenir ou reparar os danos
causados pelas EROs, assim como para regular as vias de sinalizagdo
redox-sensiveis. Algumas das enzimas antioxidantes primarias contidas
em células de mamiferos sdo a superdxido dismutase (SOD), a catalase,
a peroxidase e a glutationa peroxidase (GPx). Além de defesas
enzimaticas as células possuem defesas ndo-enzimaticas tais como as
vitaminas C e E, carotendides, flavondides, pigmentos biliares, urato e
os tidis (JAMES et al., 2012). O mecanismo de agdo dos antioxidantes ¢é
bem variado, desde a remog¢do do oxigénio do meio, a varredura das
EROs, o sequestro dos metais catalizadores da formag¢do de EROs, o
aumento da geracdo de antioxidantes enddgenos ou mesmo a interagdo
de mais de um destes mecanismos (WEYDERT; CULLEN, 2010).

Uma vez que a mitocondria ¢ a principal fonte de EROs
(TURRENS, 2003), ¢ razoavel supor que a disfuncdo mitocondrial
relacionada com o estresse oxidativo possa desempenhar um papel
importante na patogénese da SDCR. Durante a isquemia, a mitocondria
tem parte da funcionalidade afetada e ocorre redugdo sequencial do
oxigénio que leva a produtos intermediérios. Os produtos intermediarios
do oxigénio, por sua vez, ndo sdo completamente reduzidos e, portanto,
sdo bastante reativos (EROs). A concentragao destas EROs ¢ limitada
em tecidos ndo isquémicos gragas ao balanco feito pelas defesas
antioxidantes (FERRARI et al., 1991).

Tan e colaboradores (2011) observaram que as mitocondrias
obtidas do tecido muscular de pacientes com SDCR-I apresentavam
reduzida produ¢do de ATP mitocondrial e da taxa de oxidagdo de
substratos em comparagdo com o tecido muscular de pacientes controle,
0o que sugere que a producdo de energia mitocondrial reduzida
combinada com aumento de EROs possa contribuir para a lesdo do
tecido muscular de pacientes com SDCR-I (TAN et al., 2011). Além
disso, Eisenberg e colaboradores (2008) demonstraram aumentos
significativos nos niveis de malondialdeido, desidrogenase lactica e
antioxidantes (peroxidase, superoxido dismutase, dcido urico), no soro e
saliva de pacientes com SDCR-I em comparagdo com pacientes
saudaveis (EISENBERG et al., 2008). Coderre e colaboradores (2008)
detectaram niveis elevados de malondialdeido nos musculos das patas
traseiras de ratos e demostraram que a hipersensibilidade ao estimulo
mecanico poderia ser reduzida por sequestradores de radicais livres e
agentes antioxidantes (CODERRE et al., 2004; CODERRE; BENNETT,
2008). Corroborando estes dados foi demonstrado em pacientes com
SDCR-I que o tratamento com a vitamina C (agente antioxidante) reduz
a prevaléncia da sindrome apos fraturas do punho (ZOLLINGER et al.,
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2007).
1.4 TERAPIA POR DIODO EMISSOR DE LUZ

A terapia por diodo emissor de luz (LEDT, do inglés Light-
emitting diode therapy) é uma forma de fototerapia que utiliza como
fonte de irradiacdo os LEDs (VINCK, E. et al., 2005). LEDs sao diodos
semicondutores (jungdo P-N) que quando energizados emitem luz
(SCHUBERT, 2006) (Fig. 10).

Figura 10 — LED e Jungdo P-N.
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Fonte: Adaptado de Schubert (2006).

(A) LED; (B) Jung¢do P-N: caracterizada pela juncdo de um
semicondutor do tipo P (com cargas elétricas positivas) e de um
semicondutor tipo N (com cargas elétricas negativas). A aplicagdo de
tensao suficiente induz recombinagdes entre lacunas (P) e elétrons (N).
Em cada recombinacdo um quantum de energia eletromagnética ¢
liberado sob a forma de um foton de luz.

Os termos '"Fototerapia" e “Terapia Fotonica de baixa
intensidade” dizem respeito as intervencdes terap€uticas ndo invasivas
com luz, como por exemplo, a irradiag@o do tecido cutaneo e subcutineo
para a reparacdo tecidual e a irradiacdo transcutinea para alivio da dor,
sejam estas realizadas com diodos de LED ou LASER (do inglés Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation; Amplificagdo da
Luz por Emissdo Estimulada de Radiagdo) de baixa poténcia
(ENWEMEKA, 2005). Esta ultima também pode ser denominada de
LLLT (do inglés Low Level Laser Therapy).

O emprego terapéutico da luz data da antiguidade, com primeiros
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relatos de origem egipcia (aproximadamente 1400 aC), nos quais sdo
descritos tratamentos, em especial os de afec¢des cutineas pela
exposi¢do a luz solar.

Em 1901, o dermatologista e pesquisador dinamarqués Nils
Finsen, publicou seus resultados do tratamento de Lupus vulgaris com
doses concentradas de radiagdo UV, uma forma de terapia fotdnica,
trabalho este que lhe rendeu o Prémio Nobel de Medicina em 1903
(ROELANDTS, 2002). Atualmente, a fototerapia com UV-B tem sido
utilizada para o tratamento da acne vulgar, por exemplo (ZEICHNER,
2011).

Ja na década de 1960, Endre Mester conduziu uma série de
experiéncias sobre o potencial cancerigeno do LASER de baixa poténcia
em camundongos. Seus resultados demonstraram que esta modalidade
de fototerapia além de ndo induzir cancer, estimulou o crescimento do
pélo dos animais (MESTER; SZENDE; GARTNER, 1968). Tal
demonstracdo pode ser considerada a primeira sobre o efeito
bioestimulador da fototerapia com LASER de baixa intensidade. Tal
fato estimulou este cientista hiingaro a realizar outros estudos que
culminaram na confirmag¢do da eficacia da luz vermelha na cicatrizagdo
de feridas (BAROLET, 2008).

A partir destas pesquisas iniciais a LLLT passou a ser
intensamente pesquisada, e hoje ¢ amplamente utilizada, especialmente
em dermatologia e fisioterapia, com iniimeras aplicagdes terapéuticas
(MELIS; DI GIOSIA; ZAWAWI, 2012).

Durante as ultimas décadas, a LEDT, uma forma de fototerapia
ndo-invasiva e de baixo custo, tem sido empregada clinicamente como
uma alternativa a terapia com laser de baixa intensidade (CASALECHI
et al.,, 2009), tendo sido inicialmente desenvolvida pela NASA (do
inglés National Aeronautics and Space Administration) com o intuito de
estimular o crescimento de plantas em estacdes espaciais e, mais tarde,
para acelerar a cicatrizacdo de tecidos e reduzir a dor (WHELAN et al.,
2001; WHELAN et al., 2002; 2003; HODGSON et al., 2012). Tais
investigagdes despertaram o interesse da utilizacdo da LEDT em uma
variedade de condigdes que vao desde fins cosméticos, cicatrizagdo de
tecidos e tratamento de lesdes de tecidos moles (VINCK, E. M. et al.,
2005) até o tratamento do céncer de pele (BAROLET, 2008) e mais
recentemente o tratamento da dor e condigdes inflamatorias
(ABRAMOVITS; ARRAZOLA; GUPTA, 2005).

Primeiramente os efeitos biologicos da fototerapia foram
explicados pela propriedade de coeréncia (ver Fig. 11) da luz emitida
por LASERS (MESTER; MESTER; MESTER, 1985). Entretanto, novos
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estudos indicaram que a coeréncia ndo desempenha um papel essencial
na interacdo luz-tecido, em primeiro lugar, foi demonstrado que tanto a
luz coerente como a ndo-coerente apresentam a mesma eficacia
(LOBKO; KARU; LETOKHOV, 1985; PONTINEN; AALTOKALLIO;
KOLARI, 1996) e que, além disso, a coeréncia ¢ perdida assim que
atravessa as primeiras camadas da pele (LOBKO; KARU;
LETOKHOV, 1985; BASFORD, 1995; NUSSBAUM, 2003). Assim,
pode-se dizer que estas pesquisas impulsionaram a expansdo da
fototerapia com fontes emissoras de luz ndo coerentes como os diodos
emissores de luz - LEDs.

Os diodos de LASER e LEDs diferem em alguns pontos
importantes além da caracteristica da coeréncia da emissdo da luz (Fig.
11). Lasers sdo monocromaticos (comprimento de onda de cor unica),
colimados (ndo-divergente) e coerentes (comprimentos de onda em
fase), em contraste, LEDs emitem luz quase monocromatica, ndo
colimada e ndo-coerente, em uma banda espectral muito estreita, entre 5
e 30 nm de largura, com picos de emissdo que se ajustam precisamente
aos picos de absorcdo dos cromodforos endogenos quando o
comprimento de onda e a dose sdo corretamente selecionados (COSTA;
CORRAL-BAQUES; AMAT, 2007).
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Figura 11 — Aspectos fisicos da luz irradiada por LASERs e LEDs.

A <A . 950nm

Fonte: Adaptado de Baxter (2003).

(A-B) Diferentes comprimentos de onda: Comprimento de onda ¢ a
distdncia entre dois picos de onda. (C) Irradiacdo coerente: Na
irradiagdo coerente as ondas dos fotons que compodoem o feixe de luz
estdo em fase, ocorre com a irradiagdo LASER. (D) Irradiacdo nio-
coerente: na irradiacdo ndo-coerente as ondas dos foétons que compdem
o feixe de luz ndo se encontram em fase, caracteristica da irradiagdo
LED. (E) Irradiagdo colimada: Irradiagdo que se propaga com feixe de
ondas praticamente paralelas, ocorre com a irradiagdo LASER. (F)
Irradiacdo divergente: Irradiagdo que se propaga com feixe de ondas
desalinhadas, caracteristica da irradiacdo LED.

Estudos indicam a existéncia de uma “janela de atuacdo
terapéutica”, entre cerca de 600 nm e 1200 nm (NIEMZ, 2007;
BAROLET, 2008). Tal evidéncia se deve ao fato que a estimulacao
fotonica em comprimentos de onda localizados neste espectro, no caso,
nas radiagdes vermelha e infravermelha, penetram nos tecidos
bioldgicos com menor perda, atingindo estruturas mais profundas (Fig.
12).
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A LEDT com comprimento de onda no espectro do vermelho e
infravermelho (600-1200 nm) pode modular a proliferacio de
fibroblastos, a sintese de coldgeno, promover angiogénese, estimular
macréfagos e linfocitos por melhorar o metabolismo energético no
interior da mitocondria, além de promover a produgdo 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 cicatrizacdo de tecidos e modulacdo
da transmissdo dolorosa (EELLS et al., 2004).

Mais especificamente, o efeito analgésico da LEDT nesta faixa
espectral foi demonstrado em estudos com pacientes portadores de dor
cronica severa de etiologias diversas (COSTA et al., 2008), em dor
muscular em humanos induzida experimentalmente (VINCK et al.,
2006), em casos de neuropatia periférica diabética (SWISLOCKI et al.,
2010) e no tratamento da hipersensibilidade dentédria (LIZARELLI et al.,
2010), mucosite oral ¢ dor bucal (WHELAN et al., 2002; RIMULO et
al., 2011; HODGSON et al., 2012). Em estudos com animais, a LEDT
reduziu a mucosite induzida pela quimioterapia em hamsters (SACONO
et al., 2008).

Adicionalmente, foi demonstrado que a LEDT apresenta
atividades anti-inflamatérias no tratamento clinico de lesdes
inflamatorias produzidas pela acne (GOLDBERG; RUSSELL, 2006;
TREMBLAY et al., 2006; LEE; YOU; PARK, 2007; FIORIO et al.,
2011; WHEELAND; DHAWAN, 2011; KWON et al., 2012), sendo
amplamente utilizada em dermatologia para tal fim.

Além disso, o tratamento com a LEDT foi eficaz em modelos
experimentais de periodontite (CHANG et al., 2012; FONSECA et al.,
2013), na lesdo muscular induzida por exercicio intenso (CAMARGO et
al., 2012), na lesdo do tenddo de Aquiles (XAVIER et al., 2010), no
modelo de transeccdo do ligamento cruzado anterior (OSHIMA et al.,
2011) e na lesdo do nervo isquidtico (SERAFIM et al., 2012), bem como
em modelos de inflamacgao in vitro (LIM et al., 2007; YAMAURA et al.,
2009; CHOl et al., 2012; KWON et al., 2012).
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Figura 12 — Profundidade de penetracdo x comprimento de onda (A).
Comprimento de onda (A)
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Fonte: Adaptado de Barolet (2008).

Estudos indicam que a radiacdo vermelha e infravermelha penetra 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.

De uma forma geral, embora todos os tipos de fototerapia sejam
regularmente utilizados na pratica clinica, existem poucos estudos que
demonstram seu efeito analgésico. Além dos estudos supracitados
realizados com a LEDT, pode-se citar que a LLLT, por exemplo,
produziu analgesia significativa em modelos experimentais de dor
neuropatica em ratos, incluindo o modelo de lesdo por constrigdo
cronica do nervo isquiatico (CCI, do inglés chronic constriction injury)
(GIULIANTI et al., 2004; BERTOLINI et al., 2011; HSIEH et al., 2012),
e o de sec¢do completa do nervo isquiatico (LORENZINI et al., 2010).
Além disso, a laserterapia se mostrou eficaz no tratamento da parestesia
e dorméncia decorrentes da sindrome do tinel do carpo, e melhorou a
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forca de preensdo manual e os parametros eletrofisioldgicos em um
estudo clinico (SHOOSHTARI et al., 2008).

A terapia por luz polarizada, outra modalidade de fototerapia, por
outro lado, induziu analgesia em modelos de nocicep¢do aguda em
camundongos, tais como a estimulagdo elétrica da pata e o teste de
formalina (TAMAROVA; LYMANSKYT; HULIAR, 2005;
LIMANSKY; TAMAROVA; GULYAR, 2006; TAMAROVA;
LIMANSKY; GULYAR, 2009), e, em um estudo clinico randomizado e
controlado, foi considerada uma modalidade eficaz e segura para o
tratamento de diversas dores cronicas em conjunto com bloqueio
nervoso ou local (HUANG et al., 2012).

1.4.1 Mecanismos de Acio da Fototerapia

Apesar das inimeras pesquisas, 0s exatos mecanismos de acdo da
fototerapia ainda ndo estdo completamente elucidados (BAROLET,
2008).

Ao ser irradiado sobre a pele, o feixe luminoso sofre dois
processos: reflexdo, com uma parcela sendo refletida, e penetracdo, com
parte penetrando o tecido em propor¢des dependentes do comprimento
de onda, da natureza da superficie tecidual e do angulo e incidéncia
(LOW, 2001; BAXTER, 2003). A parcela da radiagdo luminosa que nao
¢ refletida, por sua vez pode sofrer absor¢cdo ou espalhamento; este
ultimo se refere a qualquer mudanca na dire¢do da propagagdo do feixe
luminoso e, novamente, depende do comprimento de onda do feixe
incidente e das caracteristicas do tecido receptor (TIPLER, 2000).

A parcela restante da radiagdo luminosa ¢é absorvida por
moléculas fotoceptoras 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 cromoforos. Os aminoacidos e
acidos nucléicos apresentam absor¢do significativa no espectro
ultravioleta (BAXTER, 1995), os cromdforos, por sua vez, absorvem luz
no espectro visivel, sendo a hemoglobina e a melanina os mais comuns
(BAXTER, 2003; NUSSBAUM, 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).

A hipotese mais aceita € a de que a interagdo entre a molécula
fotoceptora e o feixe luminoso resulta na acelera¢do da transferéncia de
elétrons na cadeia respiratdria da mitocondria por meio de uma mudanca
nas propriedades de oxirreducdo dos transportadores (KARU, 2002).
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Neste processo, uma fragdo da energia de excitagdo € convertida em
calor com incremento na temperatura local dos cromoforos, e tal
incremento, por sua vez, pode causar alteragdes estruturais nos
fotoaceptores e, deste modo, desencadear alteragdes bioquimicas
(LETOKHOV, 1991). Além da mitocondria, certas moléculas
fotoceptoras, como as porfirinas e flavoproteinas, também podem ser
reversivelmente convertidas em estruturas fotossensibilizadas, com a
geragdo de oxigénio molecular (O,), o qual pode exercer papel mediador
nos efeitos bioldgicos da irradiacdo. Finalmente, ocorre a liberacdo de
radicais livres, como o superoxido (O,.) e o peroxido de hidrogénio
(H,0,), frente a reducdo do oxigénio em agua no final da cadeia
respiratoria. Embora a mitocondria apresente um mecanismo de
reabsorcdo de tais radicais, essas substincias podem desencadear
respostas secunddrias multiplas, uma vez que constituem fonte de
elétrons para a fosforilacdo do ADP (KARU, 1989; 1999).

Estes principais mecanismos que ocorrem durante a exposicao a
luz sdo seguidos por reacdes escuras (mecanismos secundarios) que
ocorrem quando a radiacdo efetiva ¢ desligada. Assim, se inicia uma
complexa cascata de sinalizacdo celular ou transducao e amplificagdo do
sinal fotdnico, associada, por exemplo, a mudancas na homeostase
celular, alteragcdes nos niveis de ATP ou AMPc, modulagdo da sintese
de DNA e RNA, alteracdes da permeabilidade da membrana,
alcalinizacdo do citoplasma e despolarizacdo da membrana da célula
(GRECO et al.,, 1989; VACCA et al, 1993; 1994; KOLAROVA;
DITRICHOVA; WAGNER, 1999; REDDY, 2004). Esta sequéncia de
eventos, finalmente, resulta em uma série de efeitos fisioldgicos
essenciais para a promog¢do do processo de cicatrizagdo de tecidos, para
analgesia ou outras respostas favoraveis, dentre as quais, a aceleracdo de
processos inflamatorios, a reabsor¢do de edemas, a regeneracao de vasos
linfaticos ou a regeneragdo nervosa (GRECO et al., 1989; VACCA et
al., 1993; 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 agdo sao identificados atualmente. No entanto,
estd bem estabelecido que a terapia fotonica influencia a sintese,
liberagdo e metabolismo de intimeras substincias sinalizadoras
envolvidas na analgesia, tais como as endorfinas, o 6xido nitrico, as
prostaglandinas, a bradicinina, a acetilcolina e a serotonina. Além desses
efeitos fotobiologicos existem evidéncias experimentais da diminuicdo
do processo inflamatdrio, tais como da diminui¢do da atividade das
fibras C, do aumento da circulagdo sanguinea e da reducdo da
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excitabilidade do sistema nervoso (VACCA et al., 1994; REDDY, 2004;
VINCK et al., 2006).

1.4.1.1 Papel do 6xido nitrico na fototerapia

O o6xido nitrico (NO) ¢ formado a partir de L-arginina pela acao
de formas neuronais ¢ ndo neuronais da sintase de NO [nNOS
(neuronal); eNOS (endotelial) ou iNOS (induzivel)] (ESPLUGUES,
2002). O NO e as suas enzimas associadas estdo envolvidas em muitos
processos fisiologicos e patofisiologicos (OLSON; VAN DER VLIET,
2011). Em vertebrados superiores, o NO tem um papel fundamental na
manutencdo da homeostase da musculatura lisa (especialmente no
musculo liso vascular) e dos neuronios do trato gastrointestinal. Além
disso, o NO esta intimamente envolvido na regulagdo da digestdo,
vigilia, fun¢do sexual, percepcdo da dor e prazer, recuperagdo da
memoria e do sono (HIRST; ROBSON, 2011). J& o envolvimento do
NO na modulagdo da nocicepcdo € complexo. Varios estudos
demonstram que o NO pode promover efeitos tanto pro quanto
antinociceptivos dependendo do tipo e da fase do processo nociceptivo e
também do tipo de estimulo utilizado (de origem mecanica ou térmica).
Além disso, doadores ou inibidores de NO, dependendo da dose, podem
causar ou nocicepg¢do ou antinocicepcao (CURY et al., 2011).

Adicionalmente, tem-se observado que dependendo do local de
ativacdo, a via L-arginina/NO/cGMP poderia induzir efeitos opostos,
isto €, nocicepcdo, ou antinocicepcdo. Em ratos, a administragdo
intraplantar de farmacos capazes de ativar esta via, por exemplo, induz
fendmenos nociceptivos, ao passo que a inje¢do subcutanea resulta em
antinocicepcdo. Estes achados sugerem a existéncia de diferentes
subconjuntos de neurdnios sensoriais nociceptivos primarios por meio
dos quais o NO desempenha papéis opostos (VIVANCOS; PARADA;
FERREIRA, 2003).

Nao obstante a sua funcdo dual, em geral se observa que tanto o
excesso quanto a deficiéncia de NO parecem estar implicados em
quadros de dor e inflamacdo (MICLESCU; GORDH, 2009), entretanto,
na periferia, em diferentes abordagens experimentais, esta molécula ¢
um mediador-chave de fendmenos nociceptivos (SCHMIDTKO;
TEGEDER; GEISSLINGER, 2009). Neste sentido, foi demonstrado
(CHEN et al., 2010) recentemente que o pré-tratamento com L-NG-
Nitroarginina Metil Ester (L-NAME, um inibidor ndo seletivo de NOS)
atenua significativamente a hiperalgesia térmica no modelo de
inflamac¢do da pata induzida por CFA em camundongos (CHEN et al.,
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2010).

Durante a ultima década foi descoberto que as células
frequentemente utilizam o NO para modular a respiragdo celular
alterando a dindmica mitocondrial (LUO; CIZKOVA, 2000) (Fig. 13).
Um dos efeitos da reducdo da respiragdo em alguns locais seria de
desviar oxigénio para outras células e tecidos, evitando uma reducdo
excessiva dos niveis de oxigénio. Desta forma, a respiracdo celular ndo
apenas gera energia, mas também um mecanismo de feedback que
permite a célula monitorar e responder ao seu meio ambiente
(BAROLET, 2008; HASHMI et al., 2010).

Evidéncias sugerem que a fotobiomodulagdo envolve a
estimulacdo do metabolismo da energia celular e producdo de energia
mediada por acdo das mitocondrias como o fotorreceptor celular
primario ou alvo para a absor¢do dos fotons. Na mitocondria, o
complexo IV da cadeia respiratoria (citocromo ¢ oxidase) se constitui no
principal cromodforo que absorve a luz incidente, embora outros
citocromos, porfirinas, e proteinas heme possam estar envolvidos. Desta
forma, a absor¢do de luz leva ao aumento da atividade do citocromo c
oxidase (HU et al., 2007), deslocando o NO (KARU; PYATIBRAT;
AFANASYEVA, 2005) e aumentando a sintese de ATP
(PASSARELLA et al.,, 1984; PASTORE et al.,, 1996). Assim, as
alteracdes em moléculas sinalizadoras intracelulares, tais como ions
calcio, EROs e fatores de transcrigdo redox sensiveis como o NF-kB
também estdo envolvidos nos efeitos da luz (SHARMA et al., 2011).
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Figura 13 — Papel do 6xido nitrico na fototerapia.
Luz Vermelha ou

Infravermelha

Fonte: Hashmi, Huang et al. (2010).

O NO pode se ligar ao cobre (ou heme) em centros no citocromo c
oxidase e inibir a respiragdo celular. O NO pode ser fotodissociado por
absor¢do de luz no comprimento de onda do vermelho ou infravermelha,
permitindo que o oxigénio retorne aumentando acentuadamente a
respiragdo e formacdo de trifosfato de adenosina (ATP).

1.4.2 Parametros Utilizados na Fototerapia

Em fototerapia o conhecimento dos varios parametros envolvidos
na dosimetria ¢ essencial para determinar a quantidade correta de
energia necessaria para o tratamento. Segue breve descricdo destes
parametros (ENWEMEKA, 2009).

= Comprimento de onda (A): A distancia entre dois picos de onda
¢ definida como um comprimento de onda. Quanto menor o
comprimento de onda, maior a frequéncia de vibragdo da
particula de 1luz. Como regra geral, quanto maior o
comprimento de onda de um dispositivo de fototerapia, maior a
profundidade de penetragio de seu feixe nos tecidos
(MEINHARDT et al., 2008; ENWEMEKA, 2009). Note que na
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Fig. 12, o infravermelho (950 nm) tem um maior comprimento
de onda que a luz vermelha (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.

Poténcia radiante phi (®): E 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 ¢ medida em miliwatts (mW).
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).

Energia radiante (Q): Medida da energia da radiacdo
eletromagnética e € expressa em joules (J). A energia radiante ¢
calculada multiplicando-se a poténcia radiante pelo tempo,
como mostra a seguinte relagdo matematica: Energia (J) =
Poténcia (W) x Tempo (s).

Area do feixe luminoso (a): Define a area coberta pelo feixe
quer na ponta do aplicador quer em qualquer distancia dada
além desse ponto. Na ponta do aplicador, a area do feixe
luminoso € 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.

Densidade de poténcia ou irradiancia (Ee): Pode ser definida
como a razao da poténcia sobre a area da superficie irradiada. A
irradiancia ¢ basicamente a energia emitida pelo feixe de luz
por unidade de area. A densidade de poténcia ¢ medida em
watts por centimetro quadrado (W/cmz) e ¢ calculada:
Densidade de poténcia (W/cmz) = Poténcia (W) / Area (cmz).
Densidade de energia ou fluéncia (H): 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 4rea, 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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2 JUSTIFICATIVA

A dor afeta pelo menos 30% dos individuos durante algum
momento da sua vida e, em torno de 10 a 40% destes episddios tém
duracdo superior a um dia (SBED, 2013). Dados estatisticos indicam
que a dor cronica ¢ uma epidemia mundial que acomete em torno de 1,5
bilhdo de pessoas em todo o mundo, sendo ainda mais alarmante, o fato
de que cerca de 50 a 60% dos acometidos ficam parcial ou totalmente
incapacitados, de maneira transitoria ou permanente, comprometendo de
modo significativo a qualidade de vida (INSTITUTE OF MEDICINE
COMMITTEE ON ADVANCING PAIN RESEARCH AND
EDUCATION, 2011). Nao existem dados estatisticos oficiais sobre a
dor no Brasil, mas a sua ocorréncia tem aumentado substancialmente
nos ultimos anos (SBED, 2013).

Apesar dos esfor¢os de pesquisadores em todo o mundo no
entendimento dos mecanismos relacionados a indugao ¢ manutencao da
dor bem como na descoberta de novas terapias, atualmente ainda ndo
dispomos de medicamentos ou outros tratamentos que possam
efetivamente aliviar a dor cronica com a velocidade ou a eficiéncia
necessaria para a maioria dos pacientes, sem que, no entanto, causem
efeitos colaterais significativos que comprometam sua utilizagdo
(BORSOOK, 2012). Neste contexto justifica-se o estudo de terapias
integrativas que possam complementar de forma segura e eficaz o
tratamento da dor.

Estudos recentes demonstraram que a LEDT apresenta atividade
analgésica em pacientes com dor cronica severa de etiologias diversas
(COSTA et al, 2008), em modelo de dor muscular induzida
experimentalmente em humanos (VINCK et al., 2006), no tratamento de
neuropatia periférica diabética (SWISLOCKI et al.,, 2010), da
hipersensibilidade dentdria (LIZARELLI et al., 2010), mucosite oral e
dor bucal (WHELAN et al., 2002; RIMULO et al., 2011; HODGSON et
al.,, 2012), entretanto, hda uma caréncia de estudos pré-clinicos que
fornecem o aporte cientifico para a atividade analgésica da LEDT na dor
de diferentes etiologias, e em especial, que enfoquem os possiveis
mecanismos fotobioldgicos da LEDT.

E importante ressaltar que a LEDT vem sendo amplamente
empregada no tratamento da dor em milhares de pessoas em todo o
mundo (BAROLET, 2008; YING et al.,, 2008). O incremento na
utilizagdo dessa terapia deve, entretanto, ser fundamentado em estudos
sobre sua eficacia e seguranca. Infelizmente, esta necessidade logica e
racional tem sido pouco observada. De fato, em fototerapia ha um vasto
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esquema de indicagdes sem fundamentacdo cientifica, além de estudos
com resultados conflitantes, em especial devido a relatos imprecisos dos
parametros terapéuticos e da dosimetria empregada (ENWEMEKA,
2009). Desta forma, justifica-se a importincia de investigacdes
cientificas adequadas sobre os possiveis efeitos fisiologicos especificos
que justifiquem ou ndo a utiliza¢do desta técnica terapéutica na clinica.
Devidamente fundamentada, a LEDT pode ser uma importante
ferramenta complementar no tratamento de quadros algicos, em especial
por ser uma terapia segura, ndo invasiva, com poucos efeitos adversos e
de baixo custo.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade analgésica da LEDT em modelos de
nocicep¢do aguda e crénica em camundongos, bem como investigar
alguns dos possiveis mecanismos fotobioldgicos envolvidos neste efeito.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Mensurar o efeito da LEDT na dor cronica neuropatica induzida
pelo esmagamento do nervo em camundongos:

= por meio de analises comportamentais (hipersensibilidade ao
estimulo mecénico), funcionais (recuperacdo funcional do nervo
isquiatico) e histoldgicas (regeneragdo nervosa).

Determinar o efeito da LEDT na dor aguda de origem pos-
operatoria induzida pela incisdo plantar em camundongos:

= por meio de andlise comportamental (hipersensibilidade ao estimulo
mecanico) e farmacoldgica (visando analisar o possivel
envolvimento via L-arginina-6xido nitrico, dos sistemas opioide,
adenosinérgico e canabinoide no efeito analgésico da LEDT);

Quantificar o efeito da LEDT na Sindrome da Dor Complexa
Regional do tipo I induzida pela isquemia-reperfusdo da pata em
camundongos:

= por meio de andlises comportamentais (hipersensibilidade aos
estimulos mecénico e térmico ao frio) e bioquimicas [dosar por
meio de imunoensaios a expressao das citocinas IL-1p3, TNF-a, IL-
10 e IL-1ra, bem como dos marcadores do estresse oxidativo
(formagdo dos grupos carbonilados e de equivalentes do
malondialdeido) e a atividade das enzimas antioxidantes
(superoxido dismutase e catalase) no efeito analgésico da LEDT.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS

Os experimentos com animais foram realizados em camundongos
Swiss machos de aproximadamente dois meses de idade, pesando entre
25 e 35 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina. Todos os protocolos experimentais foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina, sob registro PP00577. Um total
de 1016 camundongos foram utilizados na realizacdo dos experimentos
que fazem parte desta tese.

Uma vez recebidos do Biotério Central, os animais foram
mantidos no biotério do Laboratério de Neurobiologia da Dor e
Inflamacdo, Departamento de Ciéncias Fisiologicas/CCB/UFSC, em
microisoladores com circulagdo de ar, em gaiolas de 12x30x18 cm (6
animais por gaiola), com temperatura mantida a 22 = 2°C e ciclo 12 h
claro/12h escuro (claro a partir das 6:00 h), com livre acesso a agua e
comida. Antes dos experimentos, os animais foram aclimatados ao
laboratdrio por periodo minimo de 1h, e todos os procedimentos foram
conduzidos de acordo com as normas de cuidados com animais de
laboratorio e as diretrizes éticas para investigacdo de dor em animais
conscientes (BRASIL, 2008; ZIMMERMANN, 1983). Por outro lado, ¢
importante salientar que o nimero de animais utilizados e os estimulos
empregados foram os minimos necessarios para demonstrar os efeitos
dos tratamentos.

4.2 MODELO DE ESMAGAMENTO DO NERVO ISQUIATICO
4.2.1 Protocolo de Indu¢iao do Modelo

Os procedimentos cirargicos 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 (por meio do pincamento da cauda), foi efetuada
tricotomia da 4rea 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
poplitea, na inser¢do dos musculos isquiotibiais. A exposicdo do nervo
isquiatico foi obtida apos a divulsdo dos musculos semitendineo e reto
femoral. Com o auxilio de uma pingca hemostatica ndo-serrilhada
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(BAPTISTA et al.,, 2007), foi realizado o esmagamento do nervo
isquiatico direito por 30 segundos, apertando até o primeiro estagio da
gramalheira da pinga, aproximadamente 10 mm acima da trifurcacdo do
nervo (BRIDGE et al., 1994). Em seguida, um fio de sutura estéril nao-
absorvivel (9-0) foi amarrado na bainha epineural para marcar o local do
esmagamento, com o objetivo de auxiliar a andlise histologica. Logo
apos, 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 do procedimento cirtirgico, os animais foram
mantidos em sala aquecida até a completa recuperagdo da anestesia.
Todos os grupos experimentais foram operados, com exce¢do dos
animais do grupo sham, que foram submetidos ao mesmo procedimento
ciriirgico mas nao sofreram o esmagamento do nervo isquiatico.

4.2.2 Grupos Experimentais e Tratamento com a LEDT

O dispositivo de LED utilizado nos experimentos foi um
MOLIMEDpen® (MDT Bioelectronics, Bettwiesen, Suica), com 950
nm, irradiancia de 80 mW/cm?.

Os grupos experimentais utilizados durante os experimentos no
modelo de ENI (n = 8) foram: sham (submetidos ao procedimento
ciriirgico mas nao sofreram o esmagamento do nervo isquiatico), ENI
(submetidos ao ENI que ndo receberam tratamento com a LEDT), Off
(submetidos a0 ENI que receberam tratamento com a LEDT com o
aparelho desli%ado) e LEDT (tratados com a LEDT: grupos 1 Jem?, 2,5
Jem® e 4 J/em ).

Inicialmente, para a escolha da dosimetria da LEDT a ser
utilizada, diferentes grupos de animais submetidos ao ENI foram
tratados com diferentes densidades de energia ou fluéncias (1; 2,5 e 4
Joules) e avaliados em experimento do tipo decurso temporal.

Como resultado, a dose da LEDT escolhida para a realizacdo dos
experimentos subsequentes no modelo de dor neuropatica induzida pelo
ENI foi a densidade de energia minima necessaria para induzir efeito
antinociceptivo significativo.

Além disso, para investigar se o estresse induzido pela contencao
seria responsavel por efeito analgésico da LEDT, um grupo de animais
(n = 8) foi tratado com o dispositivo de LED desligado (os animais
foram mantidos durante 32 segundos com sonda do equipamento LED
ligeiramente em contato com o local da irradiagdo).

O tratamento foi realizado com os animais acordados, mantidos
em tubo de plastico com os membros inferiores expostos durante do
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tratamento. A irradiagao foi realizada diretamente sobre o local do
esmagamento do nervo, com o dispositivo em contato com a pele do
animal.

4.2.3 Avaliacio da Hipersensibilidade Mecéanica

A hipersensibilidade ao estimulo mecanico (doravante
denominada simplesmente de hipersensibilidade mecénica) foi avaliada
de acordo com o método desenvolvido por Dixon (DIXON, 1980;
CHAPLAN et al., 1994), modificado para camundongos (SOMMER;
SCHAFERS, 1998) e denominado de up-and-down. Os animais foram
aclimatados por uma hora, em compartimentos individuais de acrilico (9
cm x 7 cm x 11 cm) sobre uma plataforma de fundo gradeado. O
estimulo mecénico foi direcionado perpendicularmente a superficie
plantar dos animais. Foram analisadas as respostas (“retirada” ou ndo do
contato da pata com o fundo gradeado) em relagdo a tensdo aplicada por
filamentos de von Frey (VFH; Stoelting, Chicago, EUA) calibrados para
produzir forgas (0,02; 0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 1,0; 2,0 g) que produzem
diferentes graus de estimulacdo mecanica (indcua ou nociva).

As sessdes iniciaram com a aplicac¢do do filamento 0,4 g. Quando
o estimulo era nocivo - indicado pelo comportamento do animal de
remover ou retirar, erguer a pata do contato com a grade - era utilizado
filamento com menor valor em (g). Quando o estimulo era indcuo -
indicado pela permanéncia da pata em contato com a grade - era
apresentado o filamento com maior valor subsequente em (g) a partir da
ultima resposta, num total de no méaximo seis testes ndo consecutivos. A
sequéncia resultante de respostas positivas e negativas foi utilizada para
interpolar a forga correspondente a 50% do limiar de retirada da pata
(em gramas, g). Os grupos foram avaliados antes do procedimento
cirtrgico e nos dias pos-operatorios de 7, 10, 13, 16, 19 e 21, antes e 30
min apds LEDT.

4.2.4 indices do Nervo Isquiatico

A avaliacdo da recuperacdo funcional do nervo isquiatico foi
realizada 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
protegdes laterais. O fundo da pista era feito de vidro, abaixo da pista ha
um espelho em um angulo de 45° de inclinagdo (DIJKSTRA et al., 2000;
BAPTISTA et al.,, 2007) (Fig. 14 A). Durante os 10 primeiros dias que
antecederam a cirurgia, os animais receberam treinamento didrio para se
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familiarizarem com a pista de marcha.

A digitalizacdo da marcha dos animais foi obtida por meio 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 por meio de um espelho colocado
embaixo da pista num angulo de 45° de inclinagdo, foi possivel capturar
imagens das pegadas dos animais. Por meio do programa “Pinnacle
Studio” versdo 8.0 as filmagens foram armazenadas (formato mpeg, 640
x 480 pixels/polegadas, taxa de amostragem 1096 Kbps e escrutinadas
“off-line”, etapa em que foram isolados diversos “frames” utilizados
para célculo do pardmetros dos indices no programa “Image-J” (versao
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 Isquiatico (IFC). Para calcular o Indice Estitico do nervo
Isquiatico (IEC) imagens sdo obtidas com os animais em posicdo 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 parametros foram
obtidos: distdncia do calcanhar ao topo do terceiro dedo (PL), que
depende da ativacdo do musculo gastrocnémio e distdncia entre o
primeiro e quinto dedo (TS) influenciada pelos musculos extensores e
intrinsecos da pata (Fig. 14 B). Estes dados foram coletados do lado ndo
operado (NPL e NTS) e do lado operado, pata experimental (EPL e
ETS).

Para o célculo do Indice Funcional do Nervo Isquiatico (IFC -
Fig. 14 C) foi utilizada a seguinte formula (INSERRA; BLOCH;
TERRIS, 1998):

IFC = 118,9 x TSF-51,2 x PLF - 7,5, onde,
TSF = (ETS - NTS)/ NTS; PLF = (EPL - NPL)/NPL

Para o célculo do indice Estatico do Nervo Isquiatico (IEC - Fig.
14 D) 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 0 corresponde a fun¢do normal
(i.e., ambos os lados com o mesmo grau funcional) e um valor de -100
corresponde a completa perda de fungdo de um lado. O teste foi
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realizado antes do procedimento cirirgico e nos dias pds-operatorios de
7,10, 13,16, 19 e 21 trinta minutos ap6s a LEDT.

Figura 14 — indices funcional e estatico do isquiatico.
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Fonte: Adaptado de Baptista et al. (2007).
(A) Esquema da plataforma para avaliagdo dos indices do nervo
isquiatico; (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 avaliagdo do IEC.

4.2.5 Histologia e analise morfométrica
4.2.5.1 Preparagédo das amostras

No 21° dia apés o esmagamento do nervo isquiatico, os
camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical. O nervo

isquiatico foi retirado por meio de uma nova incisdo no mesmo local da
utilizada no procedimento inicial.
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As amostras foram fixadas em uma solugdo de formalina zinco
(cloreto de zinco 1,6%, formaldeido 4%, acetato de calcio 20%) durante
24 horas. Apos a fixagdo, 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 dgua 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: Desidratagdo
e inclusdo em parafina: Etanol 70% (minimo 24 horas), Etanol 80% (45
minutos), Etanol 90% (45 minutos), Etanol absoluto 100 (45 minutos),
Etanol absoluto II (45 minutos), Etanol-Xilol 1/1 (45 minutos), Xilol I
(45 minutos), Xilol IT (45 minutos), Parafina I (1 hora), Parafina II (1
hora), Parafina IIT (1 hora). O material incluido verticalmente em
parafina e cortado em amostras de 5 um em micréotomo Leica RM 2025
(Leica microsystems, Wetzlar, Alemanha). Os cortes foram entdo
estirados e recolhidos em um banho termostatico a 52°C e dispostos
sobre laminas.

4.2.5.2 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 fosfotingstico (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
e montadas em meio de montagem aquoso.

4.2.5.3 Tratamento das imagens

A andlise histologica foi realizada em corte transversal da porc¢ao
distal do nervo direito restrita ao tecido conjuntivo e a area de bainha
mielinizada. As imagens foram adquiridas usando-se uma camera digital
de microscopia modelo TA - 0124-A, conectada a um microscopio de
luz DME (Leica microsystems, Wetzlar, Alemanha). As imagens foram
capturas em aumento de 400x e 1000x para analise no programa Image
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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 analises histopatologicas para o Servigo de
Anatomia Patologica do Hospital Universitario.

4.2.5.4 Morfometria

Os critérios de selecdo dos cortes foram a integridade da
morfologia do nervo, particularmente do perineuro, qualidade da
coloracdo, 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 pardmetros 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 axdnios 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 (Fig. 15).
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F1ura 15 — Analise morfométrica do nervo 1squ1atlco
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Fonte: Proprio autor (2013)

(A) Porcdo distal do nervo isquiatico no aumento de 400x; (B)
Quantificagdo da area de tecido conjuntivo; (C) Quantificagdo da area
de fibras mielinizadas; (D) Por¢éo distal do nervo isquiatico no aumento
de 1000x para quantificagio da 4area da bainha de mielina; (E)
Quantificagdo da area de bainha de mielina ¢é feita subtraindo-se o valor
da area preta em (F) da area em (G). As segdes foram coradas com
Cason e “oil red”.
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4.3 MODELO DE INCISAO PLANTAR
4.3.1 Protocolo de Indu¢iao do Modelo

A incisdo plantar foi realizada tal como descrito previamente por
Pogatzki e Raja (2003). Os camundongos foram levemente anestesiados
com 1-2% de isoflurano aplicado por meio de uma maéscara nasal. Apos
a preparacdo estéril da pata traseira direita, uma incisdo de 5 mm
longitudinal foi feita por meio da pele e fascia da parte plantar da pata
com um bisturi de lamina ntimero 11. A incisdo iniciou a 2 mm da
extremidade proximal do calcineo em direcdo aos dedos da pata. O
musculo plantar foi elevado com um férceps, mantendo a origem e
inser¢cdo do musculo intacto. Apos a incisdo, a pele foi suturada com um
fio de nylon 8.0 e a sutura coberta com solugdo povidine-iodo® (10%).

4.3.2 Grupos Experimentais e Tratamento com a LEDT

Os grupos experimentais utilizados durante os experimentos com
o modelo de IP (n = 8) foram: sham (anestesiados porém ndo
submetidos & IP), IP (submetidos a IP que ndo receberam tratamento
com a LEDT), Off (submetidos a IP que receberam tratamento com a
LEDT com o aparelho desligado) e LEDT (submetidos a IP e tratados
com a LEDT nas densidades de energiade 1, 3,5,7,9,11¢e 13 J/cmz).

Inicialmente, para a escolha da dosimetria da LEDT a ser
utilizada, diferentes grupos de animais submetidos a IP foram tratados
com diferentes densidades de energia ou fluéncias (1, 3,5, 7,9, 11 e 13
Joules) e avaliados em experimento do tipo decurso temporal. A dose
escolhida para a realizagdo dos experimentos com este modelo foi a
densidade de energia ou fluéncia da LEDT com melhor efeito analgésico
na dor pos-operatdria induzida pela IP, a saber 9 Jem®.

Nos experimentos para investigacdo do mecanismo de acdo da
LEDT os seguintes grupos foram utilizados: salina ou veiculo; salina ou
veiculo + antagonista do sistema; salina ou veiculo + agonista do
sistema; antagonista + agonista; salina ou veiculo + LEDT e antagonista
+ LEDT. A fluéncia da LEDT utilizada nestes experimentos foi a de 9
J/em®.

A irradiacdo foi aplicada diretamente sobre o local da incisdo
com o dispositivo em leve contato com o aspecto plantar da pata
posterior direita dos animais.
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4.3.3 Avaliacio da Hipersensibilidade Mecénica

A hipersensibilidade mecénica foi avaliada utilizando
monofilamentos de von Frey. A frequéncia de remocdo ou “retirada” da
pata do contato com o fundo gradeado da plataforma de teste, em
resposta a 10 aplicacdes do filamento de von Frey (0,4 g) (Stoelting,
Chicago, USA) foi o valor utilizado como indicativo de resposta. No dia
anterior a cirurgia os animais foram submetidos ao teste para
caracterizagdo da resposta basal. O teste foi aplicado utilizando uma
plataforma de 70 x 40 cm, que consiste em uma tela de arame com
malha de 6 mm. Para facilitar a aplicagdo do filamento no aspecto
plantar da pata posterior, os animais foram colocados individualmente
em uma camara de observacdo feita em acrilico (9 x 7 x 11 cm) sem
fundo e coberta com tampa, posicionada sobre a plataforma (PITCHER;
HENRY, 2004). O filamento foi aplicado na pata posterior direita
(operada), atendendo alguns critérios como: a aplicacdo feita
perpendicularmente a superficie plantar com pressdo suficiente para
proporcionar a curvatura do filamento obtendo-se assim pressao total; os
animais foram avaliados quando as quatro patas estavam acomodadas
sobre a tela; a resposta de retirada foi considerada quando o animal
removeu totalmente a pata da tela de apoio.

4.3.4 Envolvimento do Sistema Opidide

Para avaliar o envolvimento do sistema opioide no efeito
analgésico da LEDT, diferentes grupos de camundongos submetidos a
IP foram pré-tratadas com: (1) uma inje¢d@o sistémica de solucdo salina
(10 ml/kg, i.p.) ou naloxona (um antagonista ndo seletivo de receptores
opioides, 1 mg/kg, i.p.) 20 minutos antes do tratamento com a LEDT
(950 nm, 9 J/cmz) ou morfina (5 mg/kg, s.c.); (2) uma injecdo
intraplantar (i.pl.) de naloxona (5 pg/pata) ou solugdo salina (20 pl/pata)
na pata traseira direita, 15 minutos antes do tratamento com a LEDT
(950 nm, 9 J/cmz) ou morfina (5 mg/kg, s.c.); ou (3) uma inje¢do
intratecal (i.t.) de naloxona (5 pg/sitio) ou solugdo salina (5 pl/sitio), 15
minutos antes do tratamento com a LEDT (950 nm, 9 J/cmz) ou morfina
(5 mg/kg, s.c.). A hipersensibilidade mecanica foi avaliada 30 minutos
apos o tratamento com morfina ou LEDT. As doses de todas as
substancias utilizadas foram escolhidas com base nos dados da literatura
(MARTINS et al., 2012).



78

4.3.5 Injecao Intratecal

A administracdo das substancias pela via intratecal (i.t.) foi
realizada como descrita anteriormente (HYLDEN; WILCOX, 1980).
Para tanto, os camundongos foram contidos manualmente, € uma
agulha, conectada por meio de um tubo de polietileno a uma
microseringa foi inserida no espaco subaracndideo da medula espinal
(entre as vértebras L5-L6). As inje¢des foram realizadas durante um
periodo de 5 segundos. O movimento caracteristico de recolher/puxar a
cauda foi considerado como indicativo visual de administracdo correta.

4.3.6 Envolvimento de Opidides Liberados por Leucécitos

Para avaliar o envolvimento de opioides liberados por leucdcitos
no efeito analgésico da LEDT, camundongos submetidos a IP foram
pré-tratados com solugdo salina (10 ml/kg, i.p.) ou fucoidina (uma droga
que se liga fortemente as selectinas bloqueando o rolamento de
leucécitos, 100 pg/kg, i.p.) 20 minutos antes do tratamento com a LEDT
(950 nm, 9 J/cmz) (MARTINS et al., 2012). A hipersensibilidade
mecanica foi avaliada 30 minutos ap6s o tratamento com a LEDT.

4.3.7 Envolvimento da Via L-arginina/6xido nitrico

Para investigar o papel que a via L-arginina/6xido nitrico na
analgesia induzida pela LEDT, camundongos submetidos a IP foram
pré-tratados com solugdo salina (10 ml/kg, i.p.) ou L-arginina (um
precursor do oxido nitrico, 600 mg/kg, i.p.) 20 minutos antes do
tratamento com a LEDT (950 nm, 9 J/cmz) ou N”-nitro-L-arginina (L-
NOARG, um inibidor de 6xido nitrico, 75 mg/kg, i.p.), tal como foi
previamente descrito (SANTOS et al., 1999). A hipersensibilidade
mecanica foi avaliada 30 minutos apos o tratamento LEDT ou L-
NOARG.

4.3.8 Envolvimento do Sistema Adenosinérgico

Para avaliar o envolvimento do sistema adenosinérgico no efeito
analgésico da LEDT, diferentes grupos de camundongos submetidos a
IP foram pré-tratadas com: (1) uma inje¢do sistémica de solucdo salina
(10 ml/kg, i.p.) ou cafeina (um antagonista ndo seletivo de receptores
adenosinérgicos, 10 mg/kg, i.p.) 20 minutos antes do tratamento com a
LEDT (950 nm, 9 J/cmz) ou adenosina (30 mg/kg, i.p.); (2) uma inje¢ao



79

intraplantar (i.pl.) de cafeina (150 nmol/pata) ou solucdo salina (20
pl/pata) na pata traseira direita, 15 minutos antes do tratamento com a
LEDT (950 nm, 9 J/cmz) ou adenosina (30 mg/kg, i.p.); ou (3) uma
injecdo intratecal (i.t.) de cafeina (150 nmol/sitio) ou solugdo salina (5
ul/sitio), 15 minutos antes do tratamento com a LEDT (950 nm, 9 J/cmz)
ou adenosina (30 mg/kg, i.p.). A hipersensibilidade mecénica foi
avaliada 30 minutos apds o tratamento com adenosina ou LEDT.

Em um experimento adicional, para avaliar o envolvimento dos
receptores adenosinérgicos A; no efeito analgésico da LEDT, diferentes
grupos de camundongos submetidos a IP foram pré-tratadas com: (1)
uma injecdo intraplantar de 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina (DPCPX,
um antagonista seletivo de receptores adenosinérgicos A, 10 nmol/pata)
ou solugdo veiculo (solugao salina com 5% de dimetil sulfoxida, DMSO,
a mesma utilizada na dilui¢do do DPCPX - 20 pl/pata) na pata traseira
direita, 15 minutos antes do tratamento com a LEDT (950 nm, 9 J/cmz)
ou adenosina (30 mg/kg, i.p.); ou (3) uma injecdo intratecal (i.t.) de
DPCPX (10 nmol/sitio) ou solucao salina (5 pl/sitio), 15 minutos antes
do tratamento com a LEDT (950 nm, 9 J/cmz) ou adenosina (30 mg/kg,
1.p.). A hipersensibilidade mecanica foi avaliada 30 minutos apds o
tratamento com adenosina ou LEDT. As doses das substancias utilizadas
foram escolhidas com base nos dados da literatura (MARTINS et al.,
2013).

4.3.9 Envolvimento do Sistema Canabinoide

Para avaliar o envolvimento dos receptores canabinoides CB; no
efeito analgésico da LEDT, diferentes grupos de camundongos
submetidos a IP foram pré-tratadas com: (1) uma injecdo sistémica de
solucdo veiculo (solucdo salina com 1% de DMSO e 2,5% de alcool
etilico, a mesma utilizada para diluicdo das drogas utilizadas neste
experimento - 10 ml/kg, i.p.) ou AM281 (um antagonista seletivo para
receptores canabinoides CBj, 0,5 mg/kg, i.p.) 20 minutos antes do
tratamento com a LEDT (950 nm, 9 J/cmz) ou anadamida (AEA, um
agonista seletivo de receptores CB;, 10 mg/kg, i.p.); (2) uma injegdo
intraplantar (i.pl.) de AM281 (10 pg/pata) ou solugdo salina (20 ul/pata)
na pata traseira direita, 15 minutos antes do tratamento com a LEDT
(950 nm, 9 J/cmz) ou AEA (10 mg/kg, i.p.); ou (3) uma injecdo
intratecal (i.t.) de AM281 (2 pg/sitio) ou solugdo salina (5 pl/sitio), 15
minutos antes do tratamento com a LEDT (950 nm, 9 J/cmz) ou AEA
(10 mg/kg, i.p.). A hipersensibilidade mecanica foi avaliada 30 minutos
apos o tratamento com AEA ou LEDT.
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Em um experimento subsequente, para avaliar o envolvimento
dos receptores canabinoides CB, no efeito analgésico da LEDT,
diferentes grupos de camundongos submetidos a IP foram pré-tratados
com: (1) uma inje¢do sistémica de solucdo veiculo (solucdo salina com
1% de DMSO e 2,5% de alcool etilico - 10 ml/kg, i.p.) ou AM630 (um
antagonista seletivo para receptores canabinoides CB,, 3 mg/kg, i.p.) 20
minutos antes do tratamento com a LEDT (950 nm, 9 J/cmz) ou WIN
55,212-2 (WIN, um agonista misto de receptores canabinoides CB; e
CB,, 1,5 mg/kg, i.p.); (2) uma injecdo intraplantar (i.pl.) de AM630 (4
pg/pata) ou solucdo salina (20 pl/pata) na pata traseira direita, 15
minutos antes do tratamento com a LEDT (950 nm, 9 J/cmz) ou WIN
(1,5 mg/kg, i.p.); ou (3) uma injecdo intratecal (i.t.) de AM630 (2
pg/sitio) ou solugdo salina (5 pl/sitio), 15 minutos antes do tratamento
com a LEDT (950 nm, 9 J/cmz) ou WIN (1,5 mg/kg, ip.). A
hipersensibilidade mecanica foi avaliada 30 minutos apds o tratamento
com WIN ou LEDT. As doses das substincias utilizadas foram
escolhidas com base nos dados da literatura (CALIGNANO; LA
RANA; PIOMELLI, 2001; LA RANA et al., 2008; GU et al., 2011;
KHASABOVA et al., 2011).

4.4 MODELO DE ISQUEMIA-REPERFUSAO DA PATA
4.4.1 Protocolo de Inducao do Modelo

O modelo de isquemia-reperfusdo da pata (IR) foi realizado
conforme descrito previamente (MILLECAMPS et al., 2010; BRATTI,
2011). Os camundongos foram anestesiados durante um periodo de 3
horas, com uma dose inicial de hidrato de cloral (7%, 0,6 ml/kg, i.p.) e
suplementos de 20% no fim da primeira e segunda hora. Apods a inducgdo
da anestesia, a isquemia foi induzida pela colocacdo de um eléstico tipo
O-ring de 1,2 milimetros de didmetro interno (modelo 000-1237,
Uniden, Brasil) em torno do tornozelo direito dos animais. Apds trés
horas, o anel foi cortado permitindo a reperfusdo. Os animais sham
foram anestesiados, mas o elastico ndo foi utilizado no tornozelo
(BRATTI, 2011).

4.4.2 Grupos Experimentais e Tratamento com a LEDT
Os grupos experimentais utilizados durante os experimentos com

o modelo de IR da pata (n = 8): sham (anestesiados porém nao
submetidos a IR), IR (submetidos a IR que ndo receberam tratamento
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com a LEDT) e LEDT (submetidos a IR e tratados com a LEDT na
densidade de energia de 9 J/cmz). Nos experimentos bioquimicos os
seguintes grupos foram utilizados: sham, sham+LEDT, IR e IR+LEDT.

A densidade de energia de 9 J/em® foi escolhida baseada nos
resultados obtidos com no modelo de incisdo plantar descrito no item
4.3.2. O tratamento foi realizado diretamente sobre a superficie plantar
da pata submetida ao procedimento de IR com o dispositivo em contato
com a pele do animal.

4.4.3 Avaliacio da Hipersensibilidade Mecénica

A hipersensibilidade mecanica foi avaliada utilizando
monofilamentos de von Frey. A frequéncia de remocgdo ou “retirada” da
pata do contato com o fundo gradeado da plataforma de teste, em
resposta a 10 aplicacdes do filamento de von Frey (0,4 g) (Stoelting,
Chicago, USA) foi o valor utilizado como indicativo de resposta. No dia
anterior a cirurgia os animais foram submetidos ao teste para
caracterizagdo da resposta basal. O teste foi aplicado utilizando uma
plataforma de 70 x 40 cm, que consiste em uma tela de arame com
malha de 6 mm. Para facilitar a aplicagdo do filamento no aspecto
plantar da pata posterior, os animais foram colocados individualmente
em uma camara de observacdo feita em acrilico (9 x 7 x 11 cm) sem
fundo e coberta com tampa, posicionada sobre a plataforma (PITCHER;
HENRY, 2004). O filamento foi aplicado na pata posterior direita
(operada), atendendo alguns critérios como: a aplicacdo feita
perpendicularmente a superficie plantar com pressdo suficiente para
proporcionar a curvatura do filamento obtendo-se assim pressao total; os
animais foram avaliados quando as quatro patas estavam acomodadas
sobre a tela; a resposta de retirada foi considerada quando o animal
removeu totalmente a pata da tela de apoio.

4.4.4 Avaliacdo da Hipersensibilidade Térmica ao Frio

Para a avaliagdo da hipersensibilidade ao frio, os camundongos
foram colocados sobre uma plataforma com fundo metalico gradado em
caixas de acrilico individuais (9 cm x 7 cm x 11 cm) e habituados
durante uma hora. A hipersensibilidade ao frio foi avaliada por meio do
teste de spray da acetona no qual 25 pl de acetona é esguichada na
superficie plantar da pata posterior dos animais - direita e esquerda
individualmente. O tempo que o animal passou erguendo, lambendo ou
balancando a pata testada foi considerado como comportamento
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nociceptivo e computado durante 2 minutos. Trés medi¢des foram feitas
e a média para cada pata (direita e esquerda) foi utilizada nas avaliacdes
(SMITH; CRAGER; MOGIL, 2004). As medigdes foram expressas
como delta do tempo de comportamento de cada animal: pata normal
menos pata submetida a IR (pata direita menos pata esquerda,
respectivamente).

4.4.5 Dosagem de Citocinas

No 3° dia pos-operatdrio os animais foram avaliados quanto ao
desenvolvimento de hipersensibilidade mecanica (conforme descrito no
item 4.4.3) e separados em grupos homogéneos. Os grupos LEDT e
Sham+LEDT foram tratados 3 vezes com intervalo de 12 horas entre os
tratamentos. Trinta minutos ap6s o ultimo tratamento com a LEDT o
tecido da pata posterior direita (pele, musculos e fascia) de
camundongos submetidos ao modelo de IR da pata foi recolhido e
utilizado para avaliagdo dos niveis de citocinas pelo método ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay), com valores de amostra corrigida
por niveis de proteina (MIZGERD; SPIEKER; DOERSCHUK, 2001).
As amostras removidas foram homogeneizados com PBS contendo
tween 20 (0,05 %), fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 0,1 mM, EDTA
10,0 mM, aprotinina 2,0 ng/ml e cloreto de benzametonio 0,1 mM. A
solu¢do formada foi centrifugada a 3.000 x g por 10 minutos a 4°C. As
aliquotas de amostras de 100 pl foram usados para determinacdo dos
niveis de TNF-o, IL-1f, IL-1ra e IL-10 utilizando kits de ELISA (R&D
Systems, Minneapolis, MN), de acordo com as instru¢des do fabricante.
A absorbancia para as citocinas referidas foi medida através de um leitor
de microplacas a 450 e 550 nm.

4.4.6 Determinacio do Estresse Oxidativo e Sistema Antioxidante

No 3° dia pos-operatdrio os animais foram avaliados quanto ao
desenvolvimento de hipersensibilidade mecanica (conforme descrito no
item 4.4.3) e separados em grupos homogéneos. Os grupos LEDT e
Sham+LEDT foram tratados 3 vezes com intervalo de 12 horas entre os
tratamentos. Trinta minutos apds o ultimo tratamento com a LEDT os
tecidos da pata posterior direita (pele, musculos e fascia) de
camundongos submetidos a0 modelo de IR foram coletados e utilizados
para avaliacdo de marcadores do estresse oxidativo e dos niveis de
enzimas antioxidantes.

Para este ensaio, a formacdo de espécies reativas ao d4cido
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tiobarbitirico (TBARS) foi medida conforme descrito anteriormente
(ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990). As amostras foram misturadas
com | ml de acido tricloroacético (TCA) a 10% e 1 ml de acido
tiobarbiturico a 0,67% e foram, entdo, aquecidas em agua durante 15
minutos. Os niveis de TBARS foram determinados pela absorbancia a
535 nm. Os resultados foram expressos como equivalentes de
malondialdeido (MDA, nmol/mg de proteina).

O dano oxidativo de proteinas foi avaliado por quantificacdo de
grupos carbonilados baseado na reacdo com dinitrofenilhidrazina
(DNPH), como descrito anteriormente (LEVINE et al., 1994). As
proteinas foram precipitadas pela adi¢do de 20% de 4cido tricloroacético
e foram re-dissolvidas em DNPH, a absorbancia foi lida a 370 nm. Os
resultados foram relatados como nmol de teor de carbonilados por mg
de proteina (nmol/mg de proteina).

Para determinar a atividade da enzima catalase (CAT), os tecidos
da pata foram sonicados em tampao fosfato 50 mmol/l (pH 7,0), e a
suspensdo resultante foi centrifugada a 3000 x g durante 10 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para o ensaio da enzima. A atividade da CAT
foi medida pela taxa de diminui¢do da absorbancia de peroxido de
hidrogénio a 240 nm (AEBI, 1984). Os resultados foram reportados
como (U/mg de proteina).

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada por
medicdo da inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina, como descrito
anteriormente (AEBI, 1984). Todos os pardmetros bioquimicos foram
normalizados para o teor de proteina, com albumina bovina como
padrdo. Todos os resultados foram normalizados pela concentracido de
proteina, medida pelo ensaio de Lowry (AEBI, 1984). Os resultados
foram relatados como (U/mg de proteina).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. A diferenca
entre os grupos foi obtida pela anélise de variancia (ANOVA) de uma
via seguida pelo teste de Newnan-Keuls ou ANOVA de duas vias para
medidas repetidas, seguida pelo teste Bonferroni, quando apropriado.
Valores de p menores que 0,05 (p < 0,05) foram considerados
estatisticamente significativos. Para o célculo estatistico, foi utilizado o
software Graph Pad Prism 5.0b versdo para Mac OS X (La Jolla, CA,
Estados Unidos, 2009).
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5 RESULTADOS
5.1 MODELO DE ESMAGAMENTO DO NERVO ISQUIATICO
5.1.1 Efeito da LEDT na Hipersensibilidade Mecanica

A lesdo por ENI induziu desenvolvimento de hipersensibilidade
mecanica na pata ipsolateral dos camundongos operados do 7° ao 19° dia
apos o procedimento cirdrgico em relagdo ao grupo sham (Fig.16 B).

Os resultados apresentados na figura 16 A mostram que a LEDT,
irradiada na pele diretamente sobre o local do esmagamento, nas
fluéncias de 2,5 e 4 Jem’, reduziu significativamente a
hipersensibilidade mecénica induzida pelo ENI, com efeito por trinta
minutos. Os valores de inibi¢gdo 30 minutos apo6s o tratamento foram de
62 + 14% para 2,5 Jem®, e 60 + 8% para a fluéncia de 4 J/em®. O
tratamento com o dispositivo LED desligado (grupo Off), bem como o
efetuado com a fluéncia de um 1 Jiem® ndo reduziram a
hipersensibilidade mecanica induzida pelo ENI (Fig. 16 A).

Uma vez que 2,5 J/em® requer menos tempo de irradiacdo (32
segundos) e seu efeito ndo diferiu estatisticamente do resultado obtido
com a fluéncia de 4 J/em® (50 segundos de irradiacd@o), os experimentos
subsequentes neste modelo foram realizados com a fluéncia de 2,5
J/em®.

Adicionalmente, o tratamento cronico com LEDT reduziu a
hipersensibilidade mecénica induzida pelo ENI em todos os dias de
tratamento, com redu¢do maxima de 63 + 12% no 10° dia pos-operatorio
(Fig. 16 B).
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Figura 16 — Efeito da LEDT na hipersensibilidade mecanica induzida
pelo ENL.
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Efeito da LEDT (950 nm, 1, 2,5 ¢ 4 J/cmz) sobre a hipersensibilidade
mecanica induzida pelo ENI em camundongos. (A) Decurso temporal do
efeito do tratamento agudo. (B) Efeito do tratamento crdénico. “P”
corresponde a avaliagdo anterior ao procedimento cirurgico. Os dados
sdo expressos como a média = EPM, N = 8 animais. *p<0,05 e
*#%p<0,001 indicam diferenca estatistica entre o grupo LEDT e o grupo
controle ndo tratado (ENI); ###p<0,001 indica diferenca estatistica entre
o grupo ENI e o grupo sham. A estatistica foi realizada por ANOVA de
duas vias para medidas repetidas seguida pelo teste Bonferroni.

5.1.2 Efeito da LEDT na Recupera¢io Funcional

A lesdo por ENI induziu comprometimento funcional no membro
posterior ipsolateral a cirurgia dos camundongos, com fungdo motora
gradualmente restaurada durante o periodo de avaliagdo, ou seja, a partir
do dia 7 até o dia 19 ap6s o esmagamento do nervo.

Os dados apresentados na figura 17 A e B indicam que o
tratamento cronico com a LEDT ndo acelerou a recuperacdo funcional
representada por meio do indice funcional e estatico do isquiatico (Fig.
17 A e B respectivamente). Tal constatacdo se deve ao fato de que os
resultados obtidos com a LEDT ndo diferem significativamente dos
obtidos com o grupo controle (ENI) que expressam o processo de
gradual restauracao da fungdo motora que ocorre neste modelo.
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Figura 17 — Efeito da LEDT na recuperagdo funcional do nervo
isquiatico.
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Efeito da LEDT (950 nm, 2,5 J/cmz) sobre os (A) indices Funcional e
(B) Estatico do nervo isquidtico em camundongos submetidos ao ENI.
“P” corresponde a avaliagdo anterior ao procedimento cirurgico; “B”
indica avaliagdo antes do tratamento. Os dados sdo expressos como a
média £ EPM, N = 8 animais. ##p<0,05 e ###p<0,001 indicam diferenca
estatistica entre o grupo ENI e o grupo sham. A estatistica foi realizada
por ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida pelo teste
Bonferroni.

5.1.3 Efeito da LEDT na Regeneracao Nervosa

A analise morfométrica demonstra que os grupos submetidos ao
ENI, em comparagdo ao grupo sham, apresentaram menor densidade de
fibras mielinizadas (Fig. 18 A), embora sem diferenca estatistica na area
da bainha de mielina das fibras remanescentes (Fig. 18 B). A lesdo
ocasionada pelo esmagamento do nervo isquidtico também provocou a
reducdo da area das fibras mielinizadas com aumento correspondente da
area do tecido conjuntivo (Fig. 18 C-D).

O tratamento cronico com LEDT (950 nm, 2,5 J/cmz) ndo alterou
de maneira significativa qualquer dos parametros morfolégicos acima
referidos (Fig. 18 A-D).
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Figura 18 — Efeito da LEDT na regeneragdo nervosa.
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Efeito da LEDT (950 nm, 2,5 J/cmz) sobre (A) a densidade de fibras
mielinizadas (fibras/area), (B) a area da bainha de mielina (um), (C) a
area de fibras mielinizadas (%) e (D) a area de tecido conjuntivo (%) de
camundongos submetidos ao ENI. Os dados sdo expressos como a
média £ EPM, N = § animais. #p<0,05 e ###p<0,001 indica diferenga
estatistica entre os grupos ENI ou LEDT e o grupo sham. A estatistica
foi realizada por andlise de varidncia de uma via (ANOVA) seguida
pelo teste Newman-Keuls.
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5.2 MODELO DE INCISAO PLANTAR
5.2.1 Efeito da LEDT na Hipersensibilidade Mecéanica

A lesdo por Incisdo Plantar (IP) induziu desenvolvimento de
hipersensibilidade mecéanica na pata ipsolateral dos camundongos
operados do 1° ao 4° dia ap6s o procedimento cirirgico em relagdo ao
grupo sham (Fig. 19 D).

Os resultados representados na figura 19 A demonstram que a
LEDT apresentou um efeito antinociceptivo dependente da dose. As
dosesde 5,7,9,11 e 13 J/em? reduziram de forma significativa (p<0,05
e p<0,001) a hipersensibilidade mecanica induzida pela IP com duracdo
do efeito analgésico de uma hora para 9 J/em® e 30 minutos para as
demais doses (Fig. 19 A e B). Os valores de inibi¢do foram 45+14%,
48+15%, 63+9%, 58+9% e 52+11% para 5, 7, 9, 11 e 13 J/em®
respectivamente, trinta minutos apds o tratamento e 61£11% para 9
J/em” uma hora apos o tratamento. Em contraste, a dose de 1 Jem® e o
tratamento com o dispositivo de LED desligado ndo apresentaram efeito
antinociceptivo.

Uma vez que resultados mais duradouros foram obtidos com 9
J/em® os experimentos subsequentes foram realizados com esta dose.

Adicionalmente, os dados apresentados na figura 19 D
demonstram que o tratamento cronico com a LEDT (9 J/cm®) reduziu de
forma significativa (p<0,05 e p<0,001) a hipersensibilidade mecanica
induzida pela IP em todos os dias de tratamento, com uma inibigdo
maxima de 65+9% no dia 2.
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Figura 19 — Efeito da LEDT na hipersensibilidade mecanica induzida
pela IP.
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Efeito da LEDT (950 nm, 1, 3, 5, 7, 9, 11 e 13 J/cm®) sobre a
hipersensibilidade mecanica induzida pela IP em camundongos.
Resultado da avaliacdo realizada (A) 30 minutos e (B) 1 hora apds o
tratamento. Decurso temporal do efeito do tratamento (C) agudo e (D)
cronico. “P” corresponde a avaliagdo anterior ao procedimento
cirirgico; “B” indica avaliacdo antes do tratamento. Os dados sdo
expressos como a média + EPM, N = 8 animais. *p<0,05, **p<0,01 e
*#%p<0,001 indicam diferenca estatistica entre o grupo LEDT e o grupo
controle ndo tratado; ###p<0,001 indicam diferenca estatistica entre o
grupo controle e o grupo sham. A estatistica foi realizada por andlise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida de Newman-Keuls (A e B) ou
ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida pelo teste
Bonferroni (C e D).
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5.2.2 Envolvimento do Sistema Opioide

Os dados apresentados na figura 20 (A, B e C) indicam que a
LEDT (950 nm, 9 J/cmz) reduziu significativamente a hipersensibilidade
mecéanica induzida pela IP em camundongos. Entretanto, a
administragdo prévia de naloxona (um antagonista ndo seletivo para
receptores opioides) inibiu (p<0,001 e p<0,05) o efeito analgésico da
LEDT (950 nm, 9 J/cmz) quando administrada por via intraperitoneal (1
mg/kg, Fig. 20 A) ou intraplantar (5 pg/pata, Fig. 20 B) mas ndo por via
intratecal (5 pg/sitio, Fig. 20 C).

Na figura 20 (A, B e C) ¢ possivel observar que a morfina (5
mg/kg, s.c.), utilizada como controle positivo, apresentou atividade
analgésica neste modelo, tendo reduzido de forma significativa (p<0,01)
a hipersensibilidade mecanica induzida pela IP.

Ao contrario do resultado obtido com a LEDT, a naloxona
quando pré-administrada por via intraperitoneal (1 mg/kg, Fig. 20 A),
intraplantar (5 pg/pata, Fig. 20 B) e também por via intratecal (5
pg/sitio, Fig. 20 C), inibiu de forma significativa (p<0,001 e p<0,01) o
efeito analgésico obtido com a aplicacdo de morfina (5 mg/kg, s.c.).

A administracdo de naloxona nas diferentes vias e doses
utilizadas no presente estudo ndo causou nenhum efeito per se na
nocicep¢do induzida pela incisdo plantar quando comparado com o
grupo que recebeu veiculo.
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Figura 20 — Envolvimento do sistema opioide no efeito antinociceptivo
da LEDT.

A

[ Salina (10 mikg, i.p.) [ Salina (20 wl, i.pl.)
I Naloxona (1 mg/kg, i.p.) M Naloxona (5 ug, i.pl.)
g 100; g 100;
% 80+ % 80
o o
@ @
© 60 © 60
3 3
< 40 < 404
(%) (%]
& &
% 20 % 20
= 0 = 0
Controle Morfina LEDT Controle Morfina LEDT
(56 mglkg,s.c) (9Jlcm?) (5 mglkg,s.c.) (9Jlcm?)

C

[ Salina (5 ul,it)
Hm Naloxona (5 ug, i.t.)

801
60-
401
201
0

Controle Morfina LEDT
(56 mgkg, s.c.) (9Jlcm?)

_‘
o
@

Frequéncia de resposta (%)

Efeito da pré-administracio de naloxona sobre a atividade
antinociceptiva da LEDT (950 nm, 9 J/cmz) e da morfina (5 mg/kg, s.c.)
apés [P em camundongos. Naloxona administrada por via
intraperitoneal (i.p., 1 mg/kg, A); intraplantar (i.pl., Sug, B) e intratecal
(i.t.,, 5 pg, C). Os dados sdo expressos como a média + EPM, N = 8
animais. ***p<0,001 indica diferenca estatistica entre os grupos tratados
(LEDT ou morfina) e o grupo controle ndo tratado; ##p<0,01 e
"5<0,001 indicam diferenca estatistica entre o tratamento e naloxona +
tratamento. A estatistica foi realizada por analise de varidncia de uma
via (ANOVA) seguida de Newman-Keuls.

5.2.3 Envolvimento de Opioides liberados por Leucdcitos

Os resultados apresentados na figura 21 indicam que a LEDT
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(950 nm, 9 J/cmz) reduziu significativamente a hipersensibilidade
mecanica induzida pela IP em camundongos e que a pré-administracao
sisttmica de fucoidina (100 pg/kg, i.p., uma droga que se liga
fortemente as selectinas bloqueando o rolamento de leucocitos) inibiu de

forma significativa (p<0,05) o efeito analgésico da LEDT (950 nm, 9
J/cmz).

No entanto, a administragdo de fucoidina per se nao afetou de
forma significativa (p>0,05) a hipersensibilidade mecanica induzida pela
IP quando comparada com o grupo controle (Fig. 21).

Figura 21 — Envolvimento de opioides liberados por leucdcitos no efeito
antinociceptivo da LEDT.
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Efeito da pré-administracao sist€émica de Fucoidina (100 pg, i.p.) sobre a
atividade antinociceptiva da LEDT (950 nm, 9 J/cm®) ap6s IP em
camundongos. Os dados sdo expressos como a média + EPM, N = §
animais. **p<0,01 e ***p<0,001 indicam diferenca estatistica em
relacdo ao grupo controle ndo tratado; #p<0,05 indica diferenga
estatistica entre o grupo LEDT e o grupo fucoidina + LEDT. A
estatistica foi realizada por andlise de variancia de uma via (ANOVA)
seguida de Newman-Keuls.
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5.2.4 Envolvimento da via L-arginina/éxido nitrico

Os resultados apresentados na figura 22 demonstram que o
tratamento com a LEDT (950 nm, 9 J/cmz) reduziu a hipersensibilidade
mecanica induzida pela IP em camundongos e que tal efeito foi inibido
de forma significativa (p<0,001) pela pré-administracdo sistémica de L-
arginina (600 mg/kg, i.p., um precursor do NO). Por outro lado, a L-
NOARG (75 mg/kg, i.p., inibidor da enzima NO sintase), utilizada como
controle positivo, reduziu (p<0,001) a hipersensibilidade mecanica
induzida pela IP em camundongos e, de forma semelhante ao ocorrido
com a LEDT, a pré-administracdo sistémica de L-arginina (600 mg/kg,
1.p.) inibiu significativamente a atividade antinociceptiva da L-NOARG.

Figura 22 - Envolvimento da via L-arginina/6xido nitrico no efeito
antinociceptivo da LEDT.

1 Salina (10mlkg., i.p.)
Il L-arginine (600 mg/kg.,i.p.)
100

g it i
2 801

o

2

o 60

(0]

© *kk
o 40

<% *%k%k

5 20

o

“ 0

Controle L-NOARG LEDT
(75 mgkg, i.p.) (9 Jicm?)

Efeito da pré-administragdo de L-arginina (600 mg/kg, i.p.) sobre a
atividade antinociceptiva da LEDT (950 nm, 9 J/cmz) e da L-NOARG
(75 mg/kg, i.p.). Os dados sdo expressos como a média £ EPM, N = §
animais. ***p<(0,001 indica diferenca estatistica entre grupos tratados
(LEDT ou L-NOARG) e o grupo controle ndo tratado; ###p<0,001
indica diferenga estatistica entre o tratamento (LEDT ou L-NOARG) ¢
L-arginina + tratamento. A estatistica foi realizada por andlise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida de Newman-Keuls.
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5.2.5 Envolvimento do Sistema Adenosinérgico

Os dados apresentados na figura 23 (A, B e C) indicam que o
tratamento com a LEDT (950 nm, 9 J/cmz) reduziu de forma
significativa (p<0,001) a hipersensibilidade mecanica induzida pela IP e
que a administragdo prévia de cafeina (um antagonista ndo seletivo dos
receptores adenosinérgicos) inibiu de forma significativa o efeito da
LEDT (950 nm, 9 J/cmz) quando administrada por via intraperitoneal
(10 mg/kg, Fig. 23 A), intraplantar (150 nmol/pata, Fig. 23 B) ou por via
intratecal (150 nmol/sitio, Fig. 23 C).

Além disso, pode-se constatar na figura 23 (A, B e C que a
adenosina (30 mg/kg, i.p.), utilizada como controle positivo, apresentou
atividade antinociceptiva reduzindo a hipersensibilidade mecanica
induzida pela IP em camundongos, atividade esta inibida pela pré-
administragdo de cafeina administrada por via intraperitoneal (10 mg/kg,
Fig. 23 A), intraplantar (150 nmol/pata, Fig. 23 B) ou intratecal (150
nmol/sitio, Fig. 23 C), de forma semelhante aos resultados obtidos com
a LEDT.

A administracdo de cafeina nas diferentes vias e doses utilizadas
no presente estudo ndo causou nenhum efeito per se na nocicepcao
induzida pela incisdo plantar quando comparado com o grupo que
recebeu veiculo.
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Figura 23 — Envolvimento do sistema adenosinérgico no efeito
antinociceptivo da LEDT.
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Efeito da pré-administracdo de cafeina (antagonista ndo seletivo dos
receptores adenosinérgicos) sobre a atividade antinociceptiva da LEDT
(950 nm, 9 J/em®) e da adenosina (30 mg/kg, i.p.) apés IP em
camundongos. Cafeina administrada por via intraperitoneal (i.p., 10
mg/kg, A); intraplantar (i.pl., 150nmol/pata, B) e intratecal (i.t.,
150nmol/sitio, C). Os dados s@o expressos como a média £+ EPM, N = 8
animais. *p<0,05 e ***p<0,001 indicam diferenca estatistica em relagado
ao grupo controle ndo tratado; #p<0,05 e ###p<0,001 indica diferenca
estatistica entre tratamento (LEDT ou adenosina) e cafeina +
tratamento. A estatistica foi realizada por analise de varidncia de uma
via (ANOVA) seguida de Newman-Keuls.

Adicionalmente, os resultados apresentados na figura 24
demonstram que o pré-tratamento dos animais submetidos & IP com
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DPCPX (um antagonista seletivo para receptores de adenosina A;) seja
por via intraplantar (i.pl., 10 nmol/pata, Fig. 24 A) ou intratecal (i.t., 10
nmol/sitio, Fig. 24 B) inibiu de maneira significativa a analgesia
induzida tanto pela LEDT (950 nm, 9 J/cmz) quanto pela adenosina (30
mg/kg, i.p., utilizada como controle positivo) no modelo de dor pos-
operatoria induzida pela [P em camundongos.

A administracdo de DPCPX nas diferentes vias e doses utilizadas
no presente estudo ndo causou nenhum efeito per se na nocicepcao
induzida pela incisdo plantar quando comparado com o grupo que
recebeu veiculo.

Figura 24 — Envolvimento dos receptores A; adenosinérgicos no efeito
antinociceptivo da LEDT.
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Efeito da pré-administragio de DPCPX (antagonista seletivo para
receptores para adenosina A;) sobre a atividade antinociceptiva da
LEDT (950 nm, 9 J/cmz) e adenosina (30 mg/kg, i.p.) apos IP em
camundongos. DPCPX administrada por via intraplantar (i.pl., 10
nmol/pata, A) e intratecal (i.t., 10 nmol/sitio, B). Os dados sdo expressos
como a média + EPM, N = 8 animais. **p<0,01 e ***p<0,001 indicam
diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle nao tratado; ##p<0,01
e ###p<0,001 indicam diferenca estatistica entre o tratamento (LEDT ou
adenosina) e DPCPX + tratamento. A estatistica foi realizada por analise
de variancia de uma via (ANOVA) seguida de Newman-Keuls.
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5.2.6 Envolvimento do Sistema Canabinoide

Os dados apresentados na figura 25 (A, B e C) indicam que a
LEDT (950 nm, 9 J/cmz) reduziu significativamente a hipersensibilidade
mecanica induzida pela IP em camundongos e que a administracdo
prévia de AM281 (um antagonista seletivo para receptores canabinoides
CB)) inibiu de forma significativa o efeito da LEDT (950 nm, 9 J/cmz)
quando administrado por via intraperitoneal (0,5 mg/kg, Fig. 25 A),
intraplantar (10 pg/pata, Fig. 25 B) e intratecal (2 pg/sitio, Fig. 25 C).

Além disso, a anandamida (AEA, um agonista seletivo de
receptores canabinoides CB;, 10 mg/kg, i.p.), utilizada como controle
positivo, de forma similar a LEDT reduziu a hipersensibilidade
mecanica induzida pela IP, com efeito analgésico inibido pela pré-
administragdo de AM281 pela via intraperitoneal (0,5 mg/kg, Fig. 25 A),
intraplantar (10 pg/pata, Fig. 25 B) ou intratecal (2 pg/sitio, Fig. 25 C).

A administracdo de AM281 nas diferentes vias e doses utilizadas
no presente estudo ndo causou nenhum efeito per se na nocicepcao
induzida pela incisdo plantar quando comparado com o grupo que
recebeu veiculo.
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Figura 25 — Envolvimento dos receptores CB canabinoides no efeito
antinociceptivo da LEDT.
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Efeito da pré-administragio de AM281 (antagonista seletivo de
receptores canabinoides CB;) sobre a atividade antinociceptiva da
LEDT (950 nm, 9 J/cmz) e anandamida (AEA - agonista seletivo de
receptores CB;, 10 mg/kg, i.p.) apds IP em camundongos. AM281
administrada por via intraperitoneal (i.p., 0,5 mg/kg, A) intraplantar
(i.pl., 20 pl/pata, B) e intratecal (i.t., 5 pl/sitio, C). Os dados sdo
expressos como a média £ EPM, N = § animais. ***p<0,001 indica
diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle ndo tratado; #p<0,05 e
###p<0,001 indicam diferenca estatistica entre o tratamento (LEDT ou
AEA) e AM281 + tratamento. A estatistica foi realizada por analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida de Newman-Keuls.
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Adicionalmente, a figura 26 indica que a pré-administragdo de
AMG630 (um antagonista seletivo para receptores canabinoides CB,)
inibiu de forma significativa o efeito da LEDT (950 nm, 9 J/cmz) na
hipersensibilidade mecanica induzida pela IP em camundongos, quando
administrado por via intraperitoneal (3 mg/kg, Fig. 26 A) e intraplantar
(4 pg/pata, Fig. 26 B) mas ndo por via intratecal (2 pg/sitio, Fig. 26 C).

O AM630, entretanto, inibiu de forma significativa (p<0,001 e
p<0,05) o efeito antinociceptivo do WIN 55, 212-2 (agonista misto de
receptores canabinoides CB; e CB,, 1,5 mg/kg, i.p.), utilizado como
controle positivo, no modelo de IP em camundongos, quando
administrado por via intraperitoneal (3 mg/kg, Fig. 26 A), intraplantar (4
pg/pata, Fig. 26 B) e intratecal (2 pg/sitio, Fig. 26 C).

A administracdo de AM630 nas diferentes vias e doses utilizadas
no presente estudo ndo causou nenhum efeito per se na nocicepcao
induzida pela incisdo plantar quando comparado com o grupo que
recebeu veiculo.
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Figura 26 — Envolvimento dos receptores CB, canabinoides no efeito
antinociceptivo da LEDT.
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Efeito da pré-administragio de AMO630 (antagonista seletivo de
receptores canabinoides CB,R) sobre a atividade antinociceptiva da
LEDT (950 nm, 9 J/cmz) e WIN 55,212-2 (um agonista misto de
receptores canabinoides CB; e CB,, 1,5 mg/kg, i.p.) apos IP em
camundongos. AM630 administrada por via intraperitoneal (i.p., 3
mg/kg, A) intraplantar (i.pl., 4 pl/pata, B) e intratecal (i.t., 2 pl/sitio, C).
Os dados sdo expressos como a média = EPM, N = 8 animais. *p<0,05 e
*#%p<0,001 indicam diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle
ndo tratado; #p<0,05 e ###p<0,001 indica diferenca estatistica entre o
tratamento (LEDT ou WIN 55,212-2) e AM630 + tratamento. A
estatistica foi realizada por andlise de varidncia de uma via (ANOVA)
seguida de Newman-Keuls.
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5.3 MODELO DE ISQUEMIA-REPERFUSAO DA PATA
5.3.1 Efeito da LEDT na Hipersensibilidade Mecanica e ao Frio

Os resultados apresentados na Fig. 27 A e B demonstram que a
lesdo induzida pela IR da pata levou ao desenvolvimento de
hipersensibilidade mecénica, bem como térmica ao frio que persistiu
durante todo o periodo de avaliagdo (p<0,001, IR vs grupo sham).

O tratamento com a LEDT (950 nm, 9 J/cmz) reduziu
significativamente a hipersensibilidade mecanica (p<0,001 - Fig. 27 A),
bem como térmica ao frio (p<0,01 ou p<0,001 - Fig. 27 B) induzida pela
IR em todos os dias de tratamento: PO dia 3, 7 e 10, e, em seguida,
novamente nos dias 13 e 14, quando o tratamento foi retomado apos
uma interrupcao de dois dias.

A duragdo do efeito antinociceptivo da LEDT, tanto na
hipersensibilidade mecénica quanto térmica, foi de 1 hora quando
avaliado nos dias 3 (efeito apds um unico tratamento - Fig. 28§ A e C) e
10 (efeito apos 8 tratamentos com um tratamento didrio - Fig. 28 B e D)
pos-IR.

Durante a interrupgdo do tratamento (dias 11 e 12), a resposta dos
animais frente ao estimulo mecénico e térmico retornou ao patamar de
resposta observado no grupo IR, indicando auséncia de efeito
antinociceptivo persistente ou residual do tratamento (p> 0,05).
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Figura 27 — Efeito da LEDT na hipersensibilidade mecanica e ao frio
induzida pela IR.

A Hipersensibilidade Mecanica B Hipersensibilidade ao Frio
Tratamento Crénico = Tratamento Crénico
& 100 ; 2 10 :
S : 8 i
g 80 "g'if—fi/i%i/ g 8 L& ! I i i
@ H 7
2 60 2 5 &
[ ie] H Hkk
@ 40 wE gy
o
g 20 § 2 SEM LEDT A
g ; g —
g o mwéw#####w##w##### § 0 i L #he Ly v e W
P B 3 7 8 9 10 11 12 13 14 P B 3 7 8 9 10 11 12 13 14
Dias apés IR ‘ Dias apés IR

{F+ Sham = IR 4 LEDT (9J/cm?

Efeito da LEDT (950 nm, 9 J/cmz) sobre a hipersensibilidade mecénica
(A) e térmica ao frio (B) induzida pela IR em camundongos. “P”
corresponde a avaliagdo anterior ao procedimento cirirgico; “B” indica
avaliacdo antes do tratamento. Os dados sdo expressos como a média +
EPM, N = 8 animais. **p<0,01 e ***p<0,001 indicam diferenga
estatistica entre os grupos LEDT e controle ndo tratado; ###p<0,001
indica diferenca estatistica entre os grupos controle e sham. A estatistica
foi realizada por andlise de varidncia de duas vias (ANOVA) para
medidas repetidas seguida pelo teste Bonferroni.



103

Figura 28 — Decurso temporal do efeito da LEDT na hipersensibilidade
mecanica e frio induzida pela IR.
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Efeito da LEDT (950 nm, 9 J/cmz) sobre a hipersensibilidade mecénica
no (A) dia 3 e (B) 10 pos-operatdrio. Efeito da LEDT (950 nm, 9 J/cmz)
sobre a hipersensibilidade térmica no (C) dia 3 e (D) 10 pds-operatorio
(D). “P” corresponde a avaliagdo anterior ao procedimento cirirgico;
“B” indica avaliacdo antes do tratamento. Os dados sdo expressos como
a média + EPM, N = 8 animais. **p<0,01 e ***p<0,001 indicam
diferenca estatistica entre os grupos LEDT e IR; ##p<0,001 indica
diferenca estatistica entre os grupos IR e sham. A estatistica foi
realizada por analise de varidncia de duas vias (ANOVA) para medidas
repetidas seguida pelo teste Bonferroni.
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5.3.2 Efeito da LEDT sobre Citocinas Pro e Anti-inflamatorias

Os dados apresentados na Fig. 29 demonstram que os animais do
grupo IR, em comparagdo com o grupo sham, apresentaram maiores
niveis de TNF-a (Fig. 29 A, p<0,001), IL-1pB (Fig. 29 B, p<0,001), e IL-
Ira (Fig. 29 C, p<0,05), embora a IR nao tenha influenciado os niveis de
IL-10 nos tecidos da pata (Fig. 29 D, p>0,05) quando analisado no
terceiro dia apos a IR.

Em relacdo ao grupo IR ndo tratado, a LEDT aumentou
significativamente os niveis de citocinas anti-inflamatérias de IL-10
(Fig. 29 D, p<0,05). Além disso, a LEDT aumentou os niveis de IL-10
em animais sham (Fig. 29 D, p<0,05).

O tratamento com LEDT ndo teve efeito sobre os niveis de
citocinas inflamatérias TNF-o e IL-1p nem sobre a citocina anti-
inflamatoria IL-1ra.
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Figura 29 — Efeito da LEDT sobre citocinas pro e anti-inflamatorias
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Efeito da LEDT (950 nm, 9 J/cmz) sobre os niveis de citocinas nos
tecidos da pata de camundongos submetidos a IR: TNF-a (A), IL-1P
(B), IL-1 RA (C) e IL-10 (D). Os dados sdao expressos como a média +
EPM, N = 8 animais. **p<0,01 indica diferenca estatistica entre os
grupos LEDT e IR nao tratado; #p<0,05 e ###p<0,001 indicam diferenca
estatistica entre os grupos IR ou LEDT e o grupo sham; ~p<0,01 indica
diferenca estatistica entre o grupo sham e o grupo de animais sham
tratados com a LEDT (D). A estatistica foi realizada por analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida de Newman-Keuls.

5.3.3 Efeito da LEDT sobre o Estresse Oxidativo e o Sistema
Antioxidante

Os resultados apresentados na Fig. 30 demonstram que a IR
induziu um aumento dos niveis de compostos carbonilados (Fig. 30 A,
p<0,001) e de equivalentes de MDA (Fig. 30 B, p<0,01), bem como da
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atividade da SOD (Fig. 30 C, p<0,01) e CAT (Fig. 30 D, p<0,001).

Em relacdo ao grupo IR, a LEDT reduziu significativamente os
niveis de compostos carbonilados (Fig. 30 A, p<0,001), e equivalentes
de MDA (Fig. 30 B, p<0,01), bem como da enzima antioxidante SOD
(Fig. 30 C, p<0,01) e da atividade da CAT (Fig. 30 D, p<0,001).

Figura 30 — Efeito da LEDT no estresse oxidativo e sistema
antioxidante.
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Efeito da LEDT (950 nm, 9 J/cmz) sobre os niveis de (A) compostos
carbonilados, (B) equivalentes MDA, (C) SOD e (D) Catalase no tecido
da pata de camundongos submetidos a IR. Os dados s@o expressos como
a média + EPM, N = 8 animais. **p<0,01 e ***p<0,001 indicam
diferenca estatistica entre os grupos LEDT e IR ndo tratado; #p<0,05,
##p<0,01 e ###p<0,001 indicam diferenca estatistica entre o grupo IR e
sham. A estatistica foi realizada por andlise de varidncia de uma via
(ANOVA) seguida de Newman-Keuls.
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6 DISCUSSAO
6.1 PARAMETROS DA LEDT UTILIZADOS NESTE ESTUDO

Em fototerapia a escolha correta dos parametros de irradiacdo,
que envolvem a selecdo do comprimento de onda e dosimetria
apropriadas, ¢ essencial para a obtencdo do efeito terapéutico
(ENWEMEKA, 2009).

Apesar das particularidades de cada caso, de uma maneira geral, a
lei de Arndt-Schultz prové a base tedrica para a determinagdo da
dosimetria. Tal lei postula que em densidades de irradiagdo mais baixas
ocorre a bioestimulacdo, e que de maneira inversa, em densidades de
irradiagdo mais altas, ocorre a bioinibicdo (BAXTER, 2003; TUNER,
2004). Desta forma, doses muito infimas ndo seriam suficientes para
promover efeitos bioldgicos importantes, € o incremento da densidade
de energia, para além de um determinado limiar, poderia danificar os
fotoceptores, com consequente reducdo do metabolismo (KARU, 1987).
Assim, em conformidade com essa lei, ainda que de forma geral, estudos
indicam que a bioestimulacdo ocorre em densidades de energia entre 0,5
e 10 J/em® (O'KANE et al., 1994; YU; NAIM; LANZAFAME, 1997;
SCHINDL et al., 2003). Importante salientar que tais estudos foram
feitos a partir de resultados obtidos com LASER de baixa intensidade,
entretanto, sugere-se que tais mecanismos S3a0 universais para os
diferentes tipos de fototerapia de baixa intensidade, como € o caso da
LEDT (VINCK et al., 2003; 2005; 2006; BAROLET, 2008). No
presente estudo as doses em J/em® que inibiram de forma significativa a
hipersensibilidade mecanica nos modelos de nocicep¢do investigados
ficaram entre 2,5 e 13 J/em?, aproximadamente dentro da janela de
bioestimulagdo descrita por Arndt-Schultz.

Em relacdo a outro pardmetro importante na fototerapia, o
comprimento de onda de 950 nm foi selecionado para este estudo devido
a sua penetracdo ideal nos tecidos (dentro da “janela terapéutica” para
fototerapia, 600 a 1200 nm) (NIEMZ, 2007). Nesta gama espectral (600-
1200 nm), a LEDT modula a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de
colageno, promove a angiogénese, estimula macrofagos e linfocitos,
melhora o metabolismo energético mitocondrial e promove a produgao
de fatores de crescimento (EELLS et al., 2004; DESMET et al., 2006).
Adicionalmente, foi demonstrado que a LEDT no comprimento de onda
de 950 nm com uma dose de 1,07 J/cm®, quando aplicada em um ponto
médio na pele intacta que cobre o curso do nervo sural, reduziu a
velocidade de condugdo nervosa resultando numa diminui¢do do niimero
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de impulsos por unidade de tempo (VINCK et al., 2005). Estas
atividades fotobiologicas da LEDT no comprimento de onda de 950 nm
sobre a condugdo do nervo sensorial sugerem um possivel efeito no
alivio da dor. Corroborando esta teoria, foi recentemente demonstrado
que a LEDT no comprimento de onda de 950 nm induziu analgesia em
um estudo realizado com 30 pacientes com dor no ombro decorrentes de
tendinopatias (MONTES-MOLINA et al, 2012). Investigagdes
adicionais sobre o efeito analgésico de diferentes comprimentos de onda
e doses poderiam ajudar a determinar os melhores parametros para o
tratamento de diferentes tipos de dor.

6.2 EFEITO DA LEDT NA DOR NEUROPATICA INDUZIDA PELO
ENI

Esta primeira fase de experimentos, conduzidas com o modelo de
dor neuropatica induzido pelo ENI em camundongos, teve como
objetivo responder as seguintes questdes: (1) a LEDT ¢ eficaz contra a
dor neuropatica? (2) este efeito ¢ dose-dependente? (3) o tratamento na
menor dose analgésica encontrada acelera a recuperagdo da funcao
motora e estimular a regeneragdo nervosa apds o esmagamento do
nervo?

Os resultados aqui apresentados demonstram, pela primeira vez,
que a LEDT (950 nm, 80 mW/em?, 2,5 J/cmz) (1) é eficaz contra a dor
neuropatica, tendo reduzido significativamente a hipersensibilidade
mecanica induzida pelo ENI em camundongos, (2) este efeito analgésico
¢ do tipo dose dependente e ndo induz tolerancia, (3) o tratamento
cronico com a dose analgésica de 2,5 J/em?, ndo acelerou a recuperacao
da funcdo motora, nem estimulou a regeneragdo nervosa apos lesdo por
ENL

E de relevancia neste estudo a demonstragio do efeito da LEDT
na reducdo da hipersensibilidade mecéanica, sinal representativo de dor
neuropatica em modelos animais de neuropatias periféricas (NPs)
(KONTINEN; MEERT, 2002). Tal importancia se deve ao fato das NPs
estarem entre os problemas neurologicos de incidéncia mais comuns
(ENGLAND; ASBURY, 2004). Entretanto, poucas terapias e
intervencdes estdo disponiveis para impedir ou reverter os danos
associados (FINNERUP et al., 2005). Adicionalmente, a grande maioria
das NPs ¢ acompanhada pelo desenvolvimento de dor neuropatica,
geralmente cronica, incapacitante e em grande parte resistente aos
tratamentos farmacoldgicos (DWORKIN et al., 2003; ATTAL et al.,
2010), que frequentemente produzem efeitos colaterais indesejaveis ou
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analgesia inadequada (NIEDERBERGER; KUHLEIN; GEISSLINGER,
2008).

Neste contexto, ¢ de fundamental importancia 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 ¢ o caso da LEDT.

O fato da LEDT ter apresentado um efeito analgésico do tipo
dose dependente estd de acordo com a lei de Arndt-Schultz, que afirma
que a bioestimulagdo ocorre em doses entre 0,5 e 10 J/em® (O'KANE et
al., 1994; YU; NAIM; LANZAFAME, 1997; SCHINDL et al., 2003).
Estudos com a LLLT também sugerem um padrdo de dose-resposta
(BJORDAL; COUPPA; LJUNGGREN, 2001; KHADRA, 2005;
SHARMA et al., 2011). Esta observagdo ¢ de extrema relevancia, ja que
a eficacia do tratamento pode ser altamente influenciada pela escolha
adequada dos parametros de estimulagdo, tal como aqui foi demonstrado
no caso da “dose” de tratamento. Tal fendmeno também foi observado
no modelo de IP (Fig. 19) que faz parte desta tese.

E importante ressaltar que o tratamento cronico com a LEDT ndo
induziu tolerancia durante o periodo experimental, uma vez que
diminuiu a hipersensibilidade mecanica em todos os dias de tratamento
(Fig. 16). Tal fato também foi observado nos modelos de incisdo plantar
(Fig. 19) e isquemia e reperfusdo da pata (Fig. 27) que fazem parte desta
tese. Tal constatacdo ¢ importante pelo fato que o tratamento da dor de
origem neuropdatica, por exemplo, que ndo ¢ sensivel a terapias de
primeira linha, ser geralmente limitado aos opioides, os quais sdo
eficazes quando administrados de forma aguda, mas frequentemente
diminuem sua efic4dcia apds a administracdo cronica, sendo este efeito
denominado de tolerancia (LARGENT-MILNES et al., 2008).

Por fim, cabe destacar que o efeito analgésico da LEDT néo pode
ser atribuido ao estresse induzido pela contencdo durante o tratamento,
ja que o procedimento com o dispositivo desligado ndo afetou o limiar
de sensibilidade dos animais (Fig. 16 - Grupo Off e ainda Fig. 19 na
série de experimentos com o modelo de IP).

6.2.1 Efeito da LEDT Sobre a Recuperagio Funcional e
Regeneraciao Nervosa

Os resultados aqui apresentados demonstram que a irradiacdo
cronica diaria com LEDT (950 nm, 2,5 J, por 15 dias), ndo acelerou a
recuperacao funcional expressa pelo indice estatico e funcional do nervo
isquiatico (Fig. 17), nem tampouco estimulou a regeneracdo nervosa,
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fato este demonstrado na andlise morfologica (Fig. 18). Apesar da
LEDT ter aumentado a densidade de fibras mielinizadas, o resultado nao
foi estatisticamente significativo (37 £ 2%, Fig. 18).

Estes dados diferem dos obtidos com a regeneracdo do tenddo
calcdneo em ratos (640 nm, 20 J/cmz) (BASTOS; LIZARELLI;
PARIZOTTO, 2009; CASALECHI et al., 2009), bem como com
regeneracdo morfofuncional em ratos submetidos ao ENI (940 nm, 9.5
mW, 4 J/cmz) (SERAFIM et al., 2012). Tais resultados aparentemente
contraditérios do efeito regenerativo da LEDT sdo provavelmente
devido as diferengas nos parametros de irradiagdo utilizados nesses
estudos, especialmente nas doses de 20 e 4 Jem?, respectivamente, que
sdo mais intensas do que os 2,5 J/em” utilizados nesta tese.

Desta forma, na dose utilizada no presente estudo, os efeitos
observados estdo relacionados mais a um efeito analgésico do que a uma
atividade regeneradora da terapia.

A partir dos dados aqui apresentados conclui-se que a LEDT (950
nm, 80 mW/cm?’ 2.5 J/cmz) (1) ¢é eficaz contra a dor neuropatica
induzida pelo ENI em camundongos, (2) este efeito analgésico ¢ do tipo
dose dependente e ndo induz tolerancia, (3) o tratamento cronico com a
dose analgésica de 2,5 J/em®, ndo acelerou a recuperacao da fungdo
motora, nem estimular a regeneracdo nervosa apods lesdo por ENIL.

Tais resultados podem servir de subsidio para investigacdes mais
aprofundadas do efeito da LEDT no tratamento da dor neuropatica.

6.3 EFEITO DA LEDT NA DOR POS-OPERATORIA INDUZIDA
PELA IP

Dadas as semelhangas entre a LLLT e a LEDT, e com base no
fato de que analgesia induzida pela LLLT € codificada por, entre outras
substancias endogenas, peptideos opioides (PERES E SERRA;
ASHMAWI, 2010; BIAN; YU; LIU, 1989; HONMURA et al., 1993;
WEDLOCK; SHEPHARD, 1996; FERREIRA et al, 2005;
HAGIWARA et al., 2007; 2008) assim como pelo 6xido nitrico (NO)
(HUANG et al., 2004; MORIYAMA et al., 2005; 2009; GOMES;
DALMARCO; ANDRE, 2012; SONG; ZHOU; CHEN, 2012), o
objetivo desta série de experimentos foi o de investigar no modelo de
dor poés-operatéria induzida pela IP em camundongos se o efeito
analgésico da LEDT seria mediado pela ativacdo de receptores opioides;
pela liberagdo de opioides enddgenos liberados por leucdcitos no local
da PI; bem como pela ativagdo da via L-arginina/6xido nitrico.
Adicionalmente, a participacdo dos sistemas adenosinérgico (receptores
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A)) e canabinoide (receptores CB; e CB;) tanto em nivel medular como
periférico no efeito analgésico da LEDT foi investigada.

Os dados obtidos apontam evidéncias a favor do uso da LEDT no
tratamento da dor poés-operatéria, bem como contribuem para o
conhecimento geral sobre os mecanismos endogenos deste efeito, uma
vez que demonstram, pela primeira vez, que (1) a LEDT apresenta um
efeito analgésico do tipo dose dependente neste modelo; (2) que tal
efeito ¢ mediado pela ativacdo de receptores opioides periféricos (4)
envolvendo, a0 menos em parte, a participacdo de opioides endogenos
derivados de leucdcitos recrutados para o tecido lesionado e (5) com a
participagdo da via L-arginina/NO/cGMP. Além disso, o efeito
analgésico da LEDT envolve (6) a ativagdo, tanto em nivel medular
como no local da IP de receptores A; adenosinérgicos e CB;
canabinoides, bem como de CB, canabinoides em nivel periférico.

O fato da LEDT ter sido eficaz contra a dor pds-operatoria,
mesmo que em um modelo animal, ¢ especialmente relevante. De
acordo com o Centro Nacional de Estatisticas de Satde, 46 milhoes de
americanos submetidos a procedimentos cirurgicos por ano sofrem de
dor cirurgica aguda (INSTITUTE OF MEDICINE COMMITTEE ON
ADVANCING PAIN RESEARCH AND EDUCATION, 2011). Em
uma pesquisa americana sobre a dor pos-operatoria, 59% dos pacientes
relataram preocupacdo com a dor no pos-operatério e 80% destes
classificaram a dor que sentiram de aguda moderada a grave nas
primeiras horas ou dias ap0s a cirurgia (APFELBAUM et al., 2003).

Apesar dos esforgos por parte de profissionais da satde e
pesquisadores, o tratamento da dor pds-operatéria permanece
inconsistente e tem profundas implicagdes sobre a qualidade de vida dos
pacientes (APFELBAUM et al., 2003). As terapias complementares tém
se demonstrado eficazes para o tratamento desta modalidade de dor, tal
como a manipulacdo articular do tornozelo (MARTINS et al., 2012;
2013); a acupuntura (WARD; NILSSON, 2013), a massoterapia
(MITCHINSON et al.,, 2007) e a LLLT. A LLLT especificamente,
induziu analgesia em casos de dor pds-operatoria resultantes de
intervengdes dentarias diversas (KREISLER et al., 2004; SABER;
CHINIFORUSH; SHAHABI, 2012) e de cirurgia plastica (JACKSON;
ROCHE; MANGIONE, 2009), no entanto, este estudo & a primeira
evidéncia da eficacia da LEDT para o tratamento da dor pos-operatoria
proveniente de um procedimento cirurgico.
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6.3.1 Participacdo do Sistema Opioide

Muitos estudos tém sugerido importantes efeitos bio-
modulatorios da terapia fotonica de baixa intensidade em processos
inflamatorios, na cicatrizagao de tecidos e no alivio da dor, entretanto a
base molecular destes efeitos permanece obscura (MORIYAMA et al.,
2005).

Os opioides endogenos sdo um componente importante do
sistema antinociceptivo (BRUEHL et al., 2012) que exercem os seus
efeitos fisiologicos por acdo sobre os receptores opioides, que sdo
largamente expressos no sistema nervoso central e periférico, bem como
em numerosos tecidos nao neuronais (KAPITZKE; VETTER; CABOT,
2005).

Estd bem estabelecido que muitas terapias complementares
podem aumentar a liberacdo de opioides endogenos, principalmente f-
endorfina, que por sua vez reduz a dor. Exemplos dessas terapias sdo: a
atividade fisica, a acupuntura, a massagem do tecido conjuntivo, a
crioterapia e a eletroterapia, dentre outros (BENDER et al., 2007).

Adicionalmente, diversos estudos relatam evidéncias do
envolvimento de receptores opioides periféricos na analgesia induzida
pela LLLT (BIAN; YU; LIU, 1989; HONMURA et al., 1993;
WEDLOCK; SHEPHARD, 1996; FERREIRA et al, 2005;
HAGIWARA et al., 2007; 2008; PERES E SERRA; ASHMAWI, 2010),
entretanto, o presente trabalho € o primeiro a demonstrar que a analgesia
induzida pela LEDT também ¢ mediada por receptores opioides
periféricos.

Esta observacdo ¢ baseada no fato que a administracdo prévia de
naloxona (um antagonista ndo seletivo para receptores opioides) inibiu
de forma significativa o efeito da LEDT (950 nm, 9 J/cmz) na
hipersensibilidade mecanica induzida pela IP em camundongos, quando
administrada de forma sistémica (intraperitoneal) ou no local da cirurgia
(intraplantar), mas ndo por via espinal (intratecal) (Fig. 20). E
importante observar que contrariamente ao resultado obtido com a
LEDT, a naloxona quando pré-administrada por via intraperitoneal,
intraplantar e também por via intratecal, foi eficaz em reverter o efeito
antinociceptivo da morfina.

Uma vez que todas as trés classes principais de receptores
opioides (i, & e k) estdo presentes em terminais dos nervos sensoriais
periféricos em animais e em seres humanos (STEIN; LANG, 2009), sao
necessarios estudos adicionais para determinar qual (is) receptor (es) ¢é
(estdo) envolvido na analgesia induzida pela LEDT.
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Outra constatacdo do presente estudo foi a demonstracdo de que o
efeito analgésico da LEDT foi parcialmente inibido pela pré-
administragdo de fucoidina (Fig. 21), uma droga que se liga fortemente
as selectinas bloqueando o rolamento de leucocitos e consequentemente
reduzindo seu acimulo no sitio inflamatorio (STEIN; LANG, 2009). Tal
constatacdo contribui para a hipotese de que a LEDT atua por meio da
ativacdo de receptores de opioides enddgenos, neste caso especifico,
com envolvimento direto de opioides enddgenos liberados por
leucécitos. Vale ressaltar que esta ¢ a primeira demonstracdo de tal
mecanismo mediando a agdo analgésica da fototerapia.

Em tecidos lesionados ou inflamados, como no caso da pata
submetida a IP, numerosos mediadores hiperalgésicos sdo produzidos
(BRACK et al., 2004), no entanto, a hipersensibilidade ¢ parcialmente
reduzida por um sistema local de analgesia que envolve peptideos
opioides liberados por leucdcitos (STEIN; LANG, 2009). O
recrutamento de leucocitos para sitios sistémicos inflamados in vivo ¢
iniciado pela adesdo endotelial mediada por selectinas. Quando
leucocitos sdo ativados por mediadores locais em condigdes
inflamatorias, eles secretam peptideos opioides, que se ligam a
receptores opioides periféricos em neurdnios sensoriais € causam
analgesia (STEIN; MACHELSKA, 2011). Mais especificamente, todas
as diferentes familias de peptideos opioides sdo encontradas em
leucéceitos (endorfinas, encefalinas e dinorfinas), sendo que esses
peptideos podem se ligar a todos os trés receptores opioides classicos,
com diferentes afinidades (RITTNER; MACHELSKA; STEIN, 2005).
Além disso, demonstrou-se que o controle da dor pos-operatdria por
peptideos opioides derivados do sistema imune € clinicamente aparente
logo apds a cirurgia (BRACK et al., 2004), o que indica que este sistema
esta ativo num periodo de tempo extremamente curto.

Estudos adicionais sdo necessdrios para elucidar o papel de
receptores opioides especificos e para verificar os mecanismos exatos
por meio dos quais a LEDT atua no sistema opioide; se por aumento da
expressdo de receptores ou incremento na liberacdo de opioides
endogenos no local da lesdo.

6.3.2 Participacio dos Sistemas Adenosinérgico e Canabinoide

Os resultados aqui apresentados indicam uma participagdo do
sistema adenosinérgico no efeito analgésico da LEDT, uma vez que a
administracdo de cafeina (um antagonista ndo seletivo para receptores
adenosinérgicos) inibiu o seu efeito (950 nm, 9 J/cmz) na
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hipersensibilidade mecanica induzida pela IP em camundongos, quando
administrada de forma sistémica (intraperitoneal), no local da cirurgia
(intraplantar) e ainda por via espinal (intratecal) (Fig. 23).

Mais especificamente, sugere-se que o efeito analgésico da LEDT
depende da ativacdo tanto periférica quanto espinal de receptores
adenosinérgicos do subtipo Aj, jA que o pré-tratamento dos animais
submetidos a IP com DPCPX (um antagonista seletivo para receptores
para adenosina A;) nos diferentes sitios avaliados (i.pl., fig. 24 A ou i.t.,
fig. 24 B) inibiu de maneira significativa a analgesia causada pela
LEDT.

Em conformidade com estes dados, sabe-se que a adenosina
regula a transmissdo da dor na periferia e na medula espinal,
particularmente por ativacdo dos receptores adenosinérgicos do tipo Aj,
que sdo os subtipos de receptores adenosinérgicos com agdo
antinociceptiva mais bem caracterizada (SAWYNOK; LIU, 2003). Tal
observacao ¢ reforgada no presente trabalho pela demonstracdo que a
adenosina (30 mg/kg, i.p.) induziu importante efeito analgésico no
modelo de IP, sendo que esse efeito foi inibido pela pré-administracao
de DPCPX tanto por via intraplantar quando intratecal.

Nao ha dados especificos na literatura sobre o envolvimento do
sistema adenosinérgico nos efeitos analgésicos da LLLT, entretanto,
sabe-se que diversos agentes podem alterar a disponibilidade
extracelular de adenosina e subsequentemente diminuir a transmissao da
dor (SAWYNOK; LIU, 2003), incluindo o tratamento com terapias
integrativas, tal como a acupuntura (GOLDMAN et al., 2010). Os
mecanismos exatos por meio dos quais a LEDT exerce seu efeito
analgésico via receptores A; adenosinérgicos precisam ser ainda
elucidados.

Adicionalmente, a administracdo prévia de AM281 (um
antagonista seletivo para receptores canabinoides CB1) inibiu o efeito
da LEDT (950 nm, 9 J/cmz), bem como da AEA (10 mg/kg, i.p.) na
hipersensibilidade mecanica induzida pela IP, quando administrada por
via intraperitoneal, intraplantar e intratecal (Fig. 25). Tais resultados
indicam, pela primeira vez, que a ativacdo de receptores canabinoides
CB,, parece estar envolvida no efeito analgésico da LEDT, tanto na
periferia quanto na medula espinal.

E importante ressaltar que em modelos experimentais de dor
aguda, inflamatoria e neuropatica (DOGRUL et al., 2002; HOHMANN;
SUPLITA, 2006; GUNDUZ; KARADAG; ULUGOL, 2011), bem como
no tratamento de pacientes com dores de origem neuropatica
(GROTENHERMEN; MULLER-VAHL, 2012; WILSEY et al., 2013) e
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em estagios avancados de cancer dentre outros quadros algicos
(JOHNSON et al., 2012), agonistas de receptores CB; e CB;
demonstraram importante a¢do analgésica. Tal efeito ¢ confirmado pela
evidéncia do efeito analgésico induzido pela administracdo dos
agonistas de receptores canabinoides AEA (10 mg/kg, i.p.) e WIN
55,212-2 (1,5 mg/kg, i.p.) no presente estudo.

Por outro lado, o efeito analgésico da LEDT foi inibido pela
administragdo prévia de AM630 (um antagonista seletivo para
receptores canabinoides CB;) quando injetado por via intraperitoneal e
intraplantar, mas ndo por via intratecal, o que indica que o efeito
analgésico da LEDT ¢ mediado por receptores CB, predominantemente
periféricos (Fig. 26). Tal observacdo pode ser elucidada pelo fato de tais
receptores serem mais amplamente expressos na periferia do que na
medula espinal (IBRAHIM et al., 2005; KHASABOVA et al.,, 2011). E
importante observar que contrariamente ao resultado obtido com a
LEDT, o AM630 quando pré-administrado por via intraperitoneal,
intraplantar e também por via intratecal, foi eficaz em reverter o efeito
antinociceptivo do WIN 55,212-2.

A partir do conjunto dos resultados obtidos nos experimentos
farmacoldgicos com os sistemas endogenos de controle da dor, sugere-
se que o efeito analgésico da LEDT envolva uma complexa interagdo
entre os sistemas aqui investigados.

Vérias linhas de evidéncia indicam que os receptores opioides e
canabinoides podem interagir funcionalmente no sistema nervoso
central (SNC). Estas interagdes podem ser diretas, como por meio da
heteromerizacdo de receptores, ou indiretas, como por meio de
sinalizacdo cross-talk, que inclui liberacdo e/ou sintese de ligantes
endogenos mediadas por agonistas que podem por sua vez ativar
receptores ao longo da via de sinalizacdo (CICHEWICZ, 2004). Por
exemplo, canabinoides, como A-9-tetrahidrocanabinol (THC) estimulam
a liberacdo de opioides enddgenos, que podem também ser afetada pela
anandamida (AEA) (WELCH, 2009). De maneira inversa, a micro-
injecdo de morfina ampliou a antinocicepcdo induzida por agonista
canabinoide (HU-210) um dia apds a administragdo (WILSON-POE et
al.,, 2013). Como os opioides e canabinoides se ligam a receptores
distintos que se co-localizam em areas encefalicas envolvidas no
processamento de sinais dolorosos, ¢ logico se supor que possiveis
interagdes entre estes dois sistemas atuem na modulacdo da dor aguda e
cronica (WELCH, 2009). Adicionalmente, um estudo bastante
interessante sugere que o sistema canabinoide quando ativado pode
estimular a liberagcdo de opioides endogenos, mais especificamente; no
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caso da ativagdo do receptor CB, que estimula a liberagdo de pB-
endorfina em queratindcitos. A B-endorfina liberada pode atuar em
receptores opioides locais inibindo a nocicep¢do. Importante lembrar
que os queratinocitos sdo encontrados em grande quantidade na pele,
que no caso do modelo de IP ¢ afetada pela incisdo (IBRAHIM et al.,
2005).

Além disso, sabe-se que o agonistas opioides podem estimular o
sistema adenosinérgico induzindo analgesia, por exemplo, a
administracdo de morfina pode estimular receptores opioides espinais a
efetuar a liberagdo de adenosina que, por sua vez, atua em receptores
adenosinérgicos induzindo analgesia (SANDNER-KIESLING; LI;
EISENACH, 2001). De fato, consequéncias relevantes das interacdes
entre adenosina e os opioides podem ser observadas no controle da dor
neuropatica (SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009). Notavelmente em ratos
com dor neuropdtica, a liberacdo de adenosina induzida por morfina se
encontra reduzida (SANDNER-KIESLING; LI; EISENACH, 2001).
Uma vez que a liberagdo de adenosina induzida pela morfina contribui
para o controle da dor devido as agdes antinociceptivas da ativacdo dos
receptores Aj, uma diminui¢do na liberacdo de adenosina neste caso
pode explicar a diminuicdo da eficicia e poténcia de opioides no
tratamento da dor neuropatica (SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009).

Hé4 pouca informagdo disponivel sobre as interagdes entre os
sistemas canabinoide e adenosinérgico no que tange ao controle
endogeno da dor, entretanto, sugere-se que receptores adenosinérgicos
poderiam estar envolvidos no efeito analgésico da AEA, uma vez que a
pré-administragdo espinal de cafeina inibiu o potencial anti-
hiperalgésico da AEA no modelo de inflamacdo induzida por
carragenina (TUBOLY et al., 2009). Desta forma, um agonista
canabinoide (AEA) poderia estar modulando positivamente a ativagdo
dos receptores adenosinérgicos induzindo analgesia.

Com base nestas informacdes, sugere-se que a LEDT possa
exercer seu efeito analgésico por meio de uma complexa interacdo entre
os sistemas endogenos aqui estudados, e provavelmente entre outros nao
abordados neste estudo. Para citar apenas um exemplo das complexas
interagdes que podem acorrer entre sistemas, sabe-se que a AEA atua
como um inibidor ndo competitivo de receptores serotonérgicos SHT; e
receptores nicotinicos de acetilcolina (OZ, 2006), inibe diretamente
canais de Na' sensiveis 4 voltagem (KIM et al., 2005) e influencia
canais de glicina (HEJAZI et al., 2006). Além disso, € provavel que
outros receptores ligados a proteinas G também estejam envolvidos em



117

algumas das agdes de AEA (HAJOS; LEDENT; FREUND, 2001) que
pode influenciar sistemas enddgenos diversos (TUBOLY et al., 2009).

Neste contexto, ¢ desnecessario mencionar que estudos adicionais
sd0 necessarios para que o mecanismo de a¢do da LEDT no controle da
dor seja completamente elucidado. De toda forma, os mecanismos aqui
apresentados podem servir de guia para investigacdes futuras.

Uma pergunta pertinente que poderia surgir a partir da
observacdo dos dados supramencionados poderia ser: “como pode a
LEDT exercer efeitos em sitios medulares ou supra-medulares quando
irradiada na periferia?”’ Em resposta a esta pergunta primeiramente
pode-se afirmar que tal atuacdo ja estd comprovada, ao menos no que
diz respeito a outra modalidade de fototerapia, no caso a LLLT. Para
tanto, pode-se citar o exemplo de estudos que demonstraram por meio
de ressonancia magnética funcional (fMRI, do inglés functional
magnetic resonance imaging) e tomografia por emissdo de podsitrons
(PET, do inglés positron emission tomography) que o estimulo com a
LLLT - que ndo produz sensacdo de toque ou aquecimento na pele -
estimula estruturas corticais e subcorticais com especificidade de pontos
(acupontos na Medicina Tradicional Chinesa) estimulados. Por exemplo,
a estimulagdo pela LLLT de um ponto de acupuntura no pé,
classicamente utilizado para o tratamento de problemas visuais,
provocou a ativacdo do cortex occipital (SIEDENTOPF et al., 2002).
Interessante observar que nestes experimentos areas do cortex
somatosensorial ndo foram ativadas (SIEDENTOPF et al., 2002; 2005;
QUAH-SMITH; TANG; RUSSELL, 2005; QUAH-SMITH et al., 2010),
0 que ¢ consistente com a observagdo de que a estimulacdo com laser de
baixa intensidade ndo produz qualquer sensacdo perceptivel na pele, no
local da estimulagao.

Uma possivel forma de atuacdo central a partir de um estimulo
luminoso na periferia seria por meio da estimulacdo de mediadores
endogenos na periferia (agonistas opioides como as endorfinas, por
exemplo). Tais substidncias quando liberadas poderiam alcangar o
sistema nervos central (SNC), no caso de serem moléculas capazes de
atravessar a barreira hemato-encefélica, e a partir dai atuariam em
receptores localizados em regides supra-espinais. Tal mecanismo,
entretanto, dependeria de uma producdo acentuada destes mediadores
para que os mesmos pudessem atuar em sitios ndo locais e carece ainda
de investigacao.

Outra hipdtese seria por meio de ativacdo direta ou indireta de
receptores localizados em nervos sensoriais. Corroborando a teoria de
que o estimulo luminoso aplicado em regides cutdneas periféricas
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poderia desencadear repostas em sitios medulares ou supra-medulares,
recentemente foi publicado um estudo na revista Nature Chemical
Biology (KOKEL et al, 2013) que demonstrou que os efeitos
comportamentais ativados pela optovina, uma pequena molécula que
permite a fotoativagdo repetida de comportamentos motores em peixes-
zebra e em camundongos, ndo ¢ mediada pelo sistema visual, mas sim
por meio de neurdnios sensoriais que expressam o canal catidonico
receptor de potencial transitorio ankirina 1 (TRPAI, do inglés Transient
Receptor Potential Ankyrin 1). A saber, os canais TRPAT1 participam de
processos sensoriais, como sensacdo de frio e audicdo, além de
exercerem um papel funcional na dor e inflamagdo de origem
neurogénica (GUIMARAES; JORDT, 2007). No caso especifico, a
optovina ativa os canais TRPA1 humano via uma estrutura dependente
de reacdes fotoquimicas com residuos de cisteina redox-sensiveis. Em
animais com medulas espinais decepadas, o tratamento com optovina
permite o controle da atividade motora nas extremidades paralisadas por
meio de estimulacdo luminosa localizada. Estes estudos identificam uma
estratégia baseada na estimulacdo fotonica (luz) para controlar os
receptores TRPA1 enddgenos in vivo, com potencial para aplicagdes
clinicas e de pesquisa em animais, incluindo seres humanos.

Apesar de ndo haver estudos desta natureza com LEDT, tais
experimentos servem de exemplo do efeito central, no caso especifico
supra-espinal, da estimulagdo de areas cutdneas com terapia fotonica de
baixa intensidade (luz). Desta forma, tais argumentos podem servir de
base para futuros estudos sobre os efeitos centrais da LEDT.

6.3.3 Participacio da via L-arginina/éxido nitrico

O NO ¢ um importante mensageiro intracelular, que age como
molécula mensageira no aumento da transmissdo nociceptiva no sistema
nervoso central com consequente indug¢do da hiperalgesia e alodinia.
(KIM et al., 2007). Além disso, o NO ¢ um mediador potente da
inflamagdo sintetizado pela sintese do NO (NOS) em vérias partes do
corpo, incluindo em alguns neurdnios e macroéfagos (GOMES;
DALMARCO; ANDRE, 2012).

Os resultados aqui obtidos confirmam tal hipdtese, uma vez que a
administragdo de L-NOARG (75 mg/kg, i.p., inibidor da enzima NO
sintase) reduz a hipersensibilidade mecénica induzida pela IP em
camundongos, € que a pré-administracdo sistémica de L-arginina (600
mg/kg, 1.p., um precursor do NO) previne este efeito (Fig. 22).

Varios estudos demonstram que a terapia fotdnica de baixa
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intensidade reduz a expressdo de NO de uma forma dependente da dose
(MORIYAMA et al., 2009; GOMES; DALMARCO; ANDRE, 2012;
HUANG; LU; KAO, 2012; SONG et al., 2012). Em consonéncia com
estes dados, os resultados aqui apresentados sugerem que um dos
mecanismos possiveis da analgesia induzida pela LEDT seja a
diminuicdo dos niveis de NO no processo inflamatério (local da IP),
uma vez que o efeito da LEDT foi inibido pela pré-administragao de L-
arginina.

Alternativamente, partindo-se da hipotese de que os efeitos da
fotoestimulacdo sdo em grande parte mediados pelo aumento da
atividade do citocromo ¢ oxidase (HU et al., 2007), liberagdo de NO
(KARU; PYATIBRAT; AFANASYEVA, 2005) ¢ um aumento dos
niveis de ATP (PASSARELLA et al., 1984; PASTORE et al., 1996); um
grande aumento nos niveis de NO (como no caso da administracdo de L-
arginina), poderia perturbar este processo e impedir a ativagdo do
citocromo c oxidase pela LEDT, impedindo seu efeito terapéutico.
Estudos mais detalhados sdo necessarios a fim de confirmar estas
hipoteses, entretanto, os resultados aqui apresentados fortemente
sugerem a participacdo da via do NO no efeito analgésico da LEDT no
modelo da I[P em camundongos.

Em conclusdo, os resultados apresentados nesta segunda série de
experimentos demonstram, pela primeira vez, que a LEDT (950 nm, 80
mW/cmz) induziu um efeito analgésico do tipo dose dependente no
modelo de PI em camundongos. Na densidade de energia de 9 Jem® a
LEDT apresentou os resultados mais significativos por meio (1) da
ativacdo de receptores opioides periféricos envolvendo, ao menos em
parte, o recrutamento de opioides secretados por leucdcitos no sitio da
IP, (2) a ativagdo da a via L-arginina/6xido nitrico e finalmente, (3) a
ativacdo, tanto em nivel medular, como no local da IP, de receptores A;
adenosinérgicos e CB; canabinoides, bem como de CB; canabinoides
em nivel periférico.

Estes resultados estendem dados da literatura sobre o efeito
analgésico da LEDT e sugerem que esta terapia possa ser um
complemento interessante e de baixo custo para o tratamento da dor pos-
operatoria.

6.4 EFEITO DA LEDT NO MODELO DE SDCR-I INDUZIDA POR
IR

A terceira fase de experimentos que compdem esta tese foi
realizada com o modelo de SDCR-I induzida por isquemia-reperfusao
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da pata em camundongos com o objetivo de investigar o efeito
analgésico, anti-inflamatorio e antioxidativo da LEDT. Nesta série de
experimentos, a mesma dose de tratamento da série de experimentos
anteriores de 9 J/cm” foi utilizada.

As principais observacdes desta fase foram que a LEDT (1)
reduziu  significativamente  os  sinais  comportamentais  de
hipersensibilidade mecénica e térmica ao frio, (2) estimulou um
aumento da citocina anti-inflamatoria IL-10 e (3) induziu a diminuigao
dos niveis de marcadores de estresse oxidativo (carbonilagdo de
proteinas e equivalentes MDA) e do sistema antioxidante enzimatico
(superoxido dismutase e catalase).

Uma vez que ndo existem medicamentos especificos aprovados
para o tratamento da SDCR-I; e nenhum protocolo comprovado estd
disponivel para uso com estes pacientes (TAHA; BLAISE, 2012) apesar
dos varios métodos disponiveis, incluindo a terapia fisica, a calcitonina,
os corticosterdides, o bloqueio simpatico, e os AINEs (ROBINSON;
SANDOM; CHAPMAN, 2004); o estudo de terapias complementares ao
seu tratamento ¢ de relevancia clinica.

Neste contexto, o fato da LEDT ter sido eficaz contra a
hipersensibilidade mecanica e térmica ao frio ¢ de interesse clinico por
levantar um precedente que justificaria o investimento em pesquisas
com pacientes acometidos pela sindrome. Adicionalmente, por se
tratarem de modalidades sensoriais diversas com mecanismos neurais
subjacentes diferentes, os resultados positivos tanto na reducdo da
hipersensibilidade mecénica quanto térmica ao frio sugerem a ativacao
de populagdes diferentes de receptores, fibras neuronais, bem como vias
de dor (HUANG et al., 2004; NEZIRI et al., 2011). No entanto, sao
necessarios estudos adicionais para determinar os mecanismos neuronais
subjacentes da analgesia induzida pela LEDT nestas diferentes
modalidades sensoriais.

As caracteristicas que ocorrem apos isquemia-reperfusdo no
modelo animal de IR da pata (lesdo vascular, isquemia cronica e de
hipersensibilidade) sdo semelhantes as descritas em pacientes com
SDCR-I. Os membros afetados pela sindrome apresentam aumento de
citocinas pro-inflamatorias nos fluidos obtidos em bolhas e ulceracdes
(GROENEWEG et al.,, 2006), bem como alteracdes vasculares
(WASNER et al.,, 1999), agregacdo de leucdcitos (TAN; OYEN;
GORIS, 2005), isquemia cronica (KOBAN et al., 2003) e degeneragdo
de fibras nervosa de pequeno calibre (ALBRECHT et al., 2006).

Além disso, tem sido demonstrado que animais com dor pods-
isquemia cronica apresentam um perfil muito semelhante ao do
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verificado em pacientes acometidos da sindrome, com um periodo
inicial sensivel a firmacos anti-inflamatdrias e morfina (até o 7° dia pos-
IR), e posteriormente, apresentando caracteristicas similares a pacientes
com dor neuropatica (a partir do dia 7° dia pds-IR), no qual se
desenvolve uma resisténcia a estes tratamentos (CODERRE et al.,
2004). Mais especificamente, ratos expostos a IR prolongada da pata
exibem, em uma fase inicial, hiperemia e extravasamento de plasma na
pata isquémica; e posteriormente, de forma cronica, sintomas
semelhantes aos apresentados em modelos de dor neuropdtica, incluindo
a hiperalgesia a estimulo mecanico nocivo e térmico ao frio, bem como
alodinia mecanica, mas nao ao calor na pata submetida a isquemia, e em
menor grau, na pata contralateral (CODERRE et al., 2004; BRATTI,
2011).

Os dados aqui apresentados indicam que a atividade analgésica da
LEDT foi observada na fase inicial ou inflamatoria (ver dia 3 p6s-IR na
fig. 27), bem como na fase posterior ou tipo dor neuropatica da lesdo
induzida por IR (a partir do dia 7° dia po6s-IR). Estes dados sdo
consistentes com estudos que apontaram o efeito da LEDT em modelos
experimentais de inflamagdo (XAVIER et al., 2010; OSHIMA et al.,
2011; CAMARGO et al., 2012; CHANG et al., 2012; FONSECA et al.,
2013), bem como confirmam indiretamente os resultados obtidos com o
modelo de dor neuropatica induzida pelo de ENI do presente estudo.

E importante salientar que existe uma relagio direta entre a
disfuncdo microvascular (presente no modelo IR) e a dor patologica,
uma vez que niveis elevados de EROs, NFxB (fator de transcricao
nuclear kappa B) e citocinas pro-inflamatoérias produzem lesdo de
células  endoteliais  vasculares, desencadeando a  disfungdo
microvascular, ao passo que, inversamente, quando estas substancias se
encontram reduzidas, a hipersensibilidade mecanica ¢ atenuada
(LAFERRIERE et al., 2008).

Os radicais livres sdo conhecidos por serem capazes de induzir
alteracdes quimicas e moleculares no DNA, em nucleotideos, proteinas,
lipideos, hidrocarbonetos e na estrutura da membrana celular (SLATER,
1984). Desta forma, sabe-se que os marcadores de estresse oxidativo se
encontram elevados em muitas doengas, entretanto, a associagdo mais
expressiva ¢ com a inflamacdo (CODERRE; BENNETT, 2010).
Aumentos na atividade de enzimas antioxidantes e niveis de
peroxidagdo lipidica s@o consistentes com aumento dos niveis de
estresse oxidativo (BLAKE; KROGER, 2000). Na SDCR-I, a isquemia
prolongada provoca o acumulo de oxidases, que sdo enzimas que
produzem radicais livres (CODERRE; BENNETT, 2010). Durante a
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reperfusdo, o retorno de sangue oxigenado aumenta exponencialmente a
produ¢do de radicais livres (superdxido, radicais hidroxila, oxigénio
singlete e o anion peroxinitrito) que, por sua vez, lesionam as células
endoteliais dos microvasos (por exemplo, dos capilares, arteriolas e
vénulas) (INAUEN; SUZUKI; GRANGER, 1989; CODERRE;
BENNETT, 2010). Além disso, este aumento de radicais livres estimula
a producdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-6 e IL-1B)
(INAUEN; SUZUKI; GRANGER, 1989), que se segue a partir da
elevacdo dos niveis de expressdo de NFkB (ASCER et al., 1992). Em
suma, os niveis elevados de radicais livres de oxigénio, NFxB e
citocinas pro-inflamatorias decorrentes do processo de isquemia
prolongada seguida de radpida reperfusdo, resultam em disfungdo
microvascular e, de particular interesse para o presente estudo, levam a
dor.

Os resultados aqui apresentados sugerem que um dos mecanismos
responsaveis pela atividade analgésica/anti-inflamatéria da LEDT neste
modelo experimental, estd associada a sua capacidade de diminuir
importantes marcadores do estresse oxidativo (compostos carbonilados e
equivalentes MDA) e restabelecer o sistema antioxidante enzimatico
(SOD e CAT) (Fig. 30), assim como por ter induzido aumento tecidual
no local da IR da citocina anti-inflamatoria IL-10 (Fig. 29), embora nao
tenha influenciado os niveis de citocinas pro-inflamatoérias apos IR da
pata em camundongos.

Corroborando estas descobertas, alguns estudos tém demostrado
que a LEDT reduz os marcadores de estresse oxidativo em modelos
animais de neuropatia (FITZGERALD et al., 2010; ISHIGURO;
IKEDA; TOMITA, 2010) e diabetes cronica (LIM et al., 2009). Por
outro lado, contrariamente aos resultados aqui obtidos, a LEDT
diminuiu a expressdo de mRNA de IL-1p, IL-6 e TNF-0, num modelo
experimental de inflamacdo do tenddo de Aquiles (XAVIER et al.,
2010) bem como a expressdo de TNF-a num modelo transeccdo do
ligamento cruzado anterior em coelhos (OSHIMA et al, 2011).
Variagdes no comprimento de onda e densidades de energia utilizadas
nestes estudos podem ser responsaveis pela especificidade dos
resultados. Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar os
mecanismos exatos responsaveis por esse efeito fotoestimulador
seletivo.

Tomados em conjunto, os dados apresentados nesta série de
experimentos, atestam sobre o efeito analgésico, anti-inflamatério e
antioxidante da LEDT, uma vez que a terapia, mais especificamente, (1)
reduziu  significativamente  os  sinais = comportamentais  de
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hipersensibilidade mecéanica e térmica ao frio, (2) estimulou o aumento
da citocina anti-inflamatoria IL-10 e (3) induziu a diminuigdo dos niveis
de marcadores de estresse oxidativo e do sistema antioxidante
enzimatico.

Estes resultados estendem os dados da literatura e, a partir de um
ponto de vista translacional, apoiam uma investigacdo mais aprofundada
sobre o uso de LEDT para o tratamento da SDCR-I e, por extensdo, da
algesia relacionada a quadros isquémicos, condi¢des inflamatdrias, bem
como a doencas que tém estresse oxidativo como um fator patogénico
tais como a arteriosclerose, a doenga de Parkinson, a doenga de
Alzheimer e sindrome de fadiga cronica, dentre outras.

6.5 DURACAO DO EFEITO ANALGESICO DA LEDT

Como o efeito analgésico da LEDT foi de curta duracdo, ou seja,
30 minutos no modelo de ENI na dose de 2,5 J/em?® e de até uma hora
nos modelos de IP e IR na dose de 9 J/em®, pode-se argumentar que o
tratamento ndo seja clinicamente relevante. Com relagdo a este ponto €
importante notar que no presente estudo foi utilizado apenas um Unico
diodo emissor de luz, a fim de se limitar o tratamento a area do ENI ou a
superficie do aspecto plantar da pata traseira de um animal relativamente
pequeno como o camundongo.

Na pratica clinica, um painel constituinte de varios diodos em
série pode ser utilizado, de fato ha varios modelos comercialmente
disponiveis, permitindo assim uma area de tratamento mais ampla. Além
disso, como no caso da LEDT acupuntura (irradiacdo de pontos de
acupuntura com a LEDT), uma série de aplicagdes pontuais ¢€
geralmente realizada em um mesmo paciente em uma mesma Ssessdo
com equipamentos adequados para esta modalidade de terapia,
aumentando significativamente o tempo total de irradiacdo bem como a
dose aplicada. No caso do estudo realizado por Costa e colaboradores
(2007), por exemplo, no intuito de verificar o efeito analgésico da LEDT
acupuntura no tratamento da dor cronica de diferentes etiologias varios
acupontos foram utilizados na dose de 7,5 J por ponto, com uma média
de 6 pontos por paciente, sendo neste caso a irradiacdo total aplicada de
45 J por paciente por sessdo. Tal dose ¢ consideravelmente superior as
utilizadas no presente estudo e ao mesmo tempo, uma area maior de
exposi¢cdo foi obtida, especificamente seis vezes maior do que a aqui
utilizada. Sugere-se que nestes casos, com dose total irradiada
distribuida em diferentes pontos, um efeito mais duradouro poderia ser
obtido. Estudos adicionais sdo necessarios para confirmar esta hipotese,
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uma vez que ndo ha literatura cientifica especifica disponivel sobre o
assunto.

Além disso, devido a diferencas globais metabdlicas e
farmacocinéticas entre espécies, no caso especifico entre murinos e seres
humanos, “duracdo do efeito” pode variar consideravelmente. Por
exemplo, em pacientes as doses orais de gabapentina sdo normalmente
administradas trés vezes por dia uma vez que sua meia-vida varia de 4,8
a 8,7 horas (ROSE; KAM, 2002). Entretanto, em modelos de dor
neuropatica em ratos, o efeito analgésico da gabapentina durou apenas
cerca de duas horas no modelo de ligadura do nervo espinal (30 mg/kg,
i.p.) (CIDRAL-FILHO et al., 2011) e no modelo de lesdo do nervo
poupado (30 mg/kg, s.c.) (FOLKESSON et al., 2010). Desnecessario
mencionar que estudos adicionais sdo necessarios para confirmar essas
hipoteses.
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7 CONCLUSOES FINAIS

A terapia por diodo emissor de luz (Light-Emitting Diode
Therapy - LEDT) apresentou efeito analgésico em diferentes modelos
experimentais de nocicepcao aguda e cronica.

No modelo de ENI a LEDT reduziu a hipersensibilidade
mecanica, mas ndo acelerou a recuperagdo funcional motora nem a
regeneracao do nervo afetado pelo esmagamento;

No modelo de IP foi demonstrado que a atividade analgésica da
LEDT envolve (1) a ativagdo de receptores opioides periféricos com, ao
menos em parte, o recrutamento de leucocitos contendo opioides para o
sitio da IP, (2) a ativagio da via L-arginina/Oxido nitrico e, (3) a
ativacdo tanto periférico quanto central de receptores adenosinérgicos
A, e canabinoides CB;, bem como de CB, canabinoides em nivel
periférico;

No modelo de IR da pata a LEDT além de atividade analgésica
demonstrou efeito anti-inflamatorio e antioxidante, tendo reduzido
significativamente a hipersensibilidade mecénica e térmica ao frio, além
de ter aumentado os niveis da citocina anti-inflamatoéria IL-10 e
diminuido os niveis de marcadores de estresse oxidativo e do sistema
antioxidante enzimatico.

Finalmente, os resultados aqui apresentados atestam a favor da
utilizagdo da LEDT para o tratamento de quadros algicos de diferentes
etiologias, além de elucidar alguns dos mecanismos neurofisioldgicos
envolvidos neste efeito. Assim, devidamente fundamentada, a LEDT
pode ser uma importante ferramenta complementar no tratamento da
quadros algicos, em especial por ser uma terapia segura, ndo invasiva,
com poucos efeitos adversos e de baixo custo.
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