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Resumo

A dor aguda € uma resposta neurofisiolégica normal e previsivel a um dano
tecidual, porém, pode se tornar persistente. O LED (do inglés, “Light Emitting Diode”),
tem demonstrado ser eficaz em reduzir processos inflamatérios e dolorosos. No
entanto, existem poucos estudos cientificos sobre o mecanismo de acéo do LED no
controle da dor. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi estudar a hipétese do
efeito antinociceptivo do LED infravermelho de baixa intensidade ser modulado pelo
sistema enddgeno descendente da dor em um modelo de nocicep¢do aguda. Foram
utilizados 356 camundongos Swiss machos adultos (25 a 35g) com aproximadamente
2 meses de idade e foram submetidos ao pré-tratamento com o LED (890nm, 390mW,
468J, 20,8J/cm?, 20min) e a irradiacao infravermelha foi aplicada diretamente no lado
ventral de todo o corpo do animal. Na primeira parte, foi realizada a comparagéo do
efeito do efeito do LED em animais com e sem tricotomia, no qual apresentou
importante efeito antinocicepitivo no modelo de dor aguda promovido pelo
cinamaldeido, e o pelo do animal ndo se mostrou constituir-se uma barreira para a
penetracdo da luz, pois, ndo houve diferenca entre 0os animais com e sem tricotomia.
Na segunda parte, foi investigado por meio de ensaios farmacologicos administrados
via intratecal (i.t.) ou intracerebroventricular (i.c.v.) o envolvimento de varios sistemas
enddgenos de modulacdo da dor. Os resultados demonstraram que parte do efeito
analgésico do LED deve-se a possivel ativacdo dos sistemas enddgenos de
modulacado da dor, uma vez que, o efeito analgésico do LED foi prevenido por: WAY,
ketanserina (sistema serotoninérgico), porém, nem a metisergida nem o MDL72222
foram capazes de prevenir o efeito antinociceptivo do LED. A fentolanamina, o
prazosin, a yohimbina, o propranolol (sistema noradrenérgico), haloperidol (sistema
dopaminérgico), naloxona (i.t. e i.c.v), CTOP (sistema opioidérgico), a bicuculina, o
faclofeno (sistema GABAérgico) e a atropina e o hexametileno (sistema colinérgico)
também se mostraram eficazes em modular o efeito do LED. Confirmado o
envolvimento de alguns sistemas enddégenos de modulacdo da dor, foram realizadas
as técnicas de imunoistoquimica, imunofluorescéncia e Western Blot para analise da
proteina c-Fos no corno dorsal da medula espinal (CDME), para a verificacdo da
efetividade da terapia no controle da dor. Da mesma forma, foram realizadas as
técnicas de imunoistoquimica e imunofluorescéncia e assim, investigar se o LED

poderia aumentar a expressdo da proteina c-Fos nas principais estruturas



supraespinais envolvidas no controle da dor. Quanto a expressao da proteina c-Fos,
o cinamaldeido promoveu um aumento da sua expresséo no corno dorsal da medula
espinal uma alteracdo atenuada pelo tratamento com o LED. Em relacdo a expressao
da proteina c-Fos nas estruturas supraespinais, o tratamento somente com o LED e 0
LED com o estimulo nocivo (cinamaldeido) promoveram um aumento da expressao
da proteina c-Fos nas regifes ventrolateral e dorsolateral da substancia cinzenta
periaquedutal (PAG, do inglés, “periaquedutal gray matter”), “locus coeruleus” (LC) e
no nucleo magno da rafe (RMg, do inglés, “raphe magnus nucleus”). Confirmado a
reducdo da expressdo da proteina c-Fos no CDME e o aumento nas estruturas
supraespinais (PAG, LC e RMg), na terceira parte, foi investigado a possivel ativacdo
das principais vias inibitorias descendentes da dor. Foi analisada por meio de injecfes
intratecais de trés neurotoxinas 6-OHDA (promovem leséo de fibras noradrenérgicas
e dopaminérgicas), DSP-4 (promove lesdo de fibras noradrenérgicas) e 5,7-DHT
(promove lesdo de fibras serotoninérgicas). Ap6s 3 dias das injecdes, foi avaliado o
efeito do LED no modelo do cinamaldeido na pata e na placa quente, em ambos 0s
testes as trés neurotoxinas preveniram o efeito do LED. Para confirmacédo das lesGes
com 6-OHDA e DSP-4, foi demonstrado por imunofluorescéncia uma reducgéo de
fibras imunorreativas para tirosina hidroxilase (TH) e dopamina B-hidroxilase (DBH) no
corno dorsal da medula espinal e de fibras e neurbnios imunorreativos no “locus
coeruleus” (LC). Para a 5,7-DHT foi demonstrado por imunofluorescéncia uma
reducao de fibras imunorreativas para 5-TH no corno dorsal da medula espinal e uma
reducdo de neurdnios imunorreativos para triptofano hidroxilase (TPH) e 5-TH no
nucleo magno da rafe (RMg). Uma vez confirmado o envolvimento das principais vias
descendentes inibitérias da dor, foi realizada a técnica de imunofluorescéncia para a
analise da expressédo da proteina c-Fos no corno dorsal da medula espinal apés a
administragao da neurotoxina DSP-4 e a 5,7-DHT. Os resultados demonstraram que
o LED novamente reduziu a expressao da proteina c-Fos e esse aumento foi
prevenido com a administracdo de DSP-4 ou 5,7-DHT. Na quarta parte, foi realizada
uma caracterizagdo farmacologica do efeito antinociceptivo do LED ser devido a
ansiedade, uma vez que, foi observado o envolvimento do sistema noradrenérgico.
Os animais irradiados com o LED aumentaram o numero de entradas nos bragos
abertos e passaram uma quantidade maior de tempo nos bragos abertos sugerindo
que a exposicdo ao LED é ansiolitica. Na quinta parte, foi investigado a possibilidade

da antinocicepc¢éao ser o resultado da reducéo da atividade locomotora dos animais,



para isto, foi realizado o teste do campo aberto. Os resultados demonstraram que nao
houve diferenca significativa em relacdo ao niumero de cruzamentos entre 0s animais
com e sem LED, assim, ndo houve comprometimento locomotor. Interessantemente,
observou-se neste teste que os animais irradiados com LED permanecerem mais
tempo na regido central, novamente sugerindo um efeito ansiolitico. Os resultados
apresentados evidenciaram alguns dos mecanismos neurobiolégicos envolvidos no
efeito terapéutico analgésico do LED (890nm, 20,8J/cm?) e atestam a favor de seu
uso para o tratamento de quadros algicos. No entanto, ha necessidade de mais
estudos para elucidar os mecanismos fotobiol6gicos envolvidos em seus efeitos
terapéuticos e que atestem a favor de seu uso para o tratamento de condi¢cdes
dolorosas.

Palavras-chave: Diodos emissores de luz, Dor, Fotobiomodulacdo, Sistemas

inibitérios descendentes de dor



Abstract

Acute pain is a normal and predictable neurophysiological response to tissue damage.
However, it can become persistent. LED (Light Emitting Diode), has been shown to be
effective in reducing inflammatory and painful processes. However, there are few
scientific studies on the mechanism of action of LED on pain control. In this sense, the
objective of this work was to study the mechanisms of action of the antinociceptive
effect of low-intensity infrared LED in a model of acute nociception. Adult male Swiss
mice (25 to 35g) were used, approximately 2 months old, and were subjected to
pretreatment with the LED (890nm, 390mW, 468J, 20.8J/cm?, 20min) and infrared
irradiation was applied directly on the ventral side of the entire body of the animal. In
the first part, the effect of the LED was compared on animals with and without
trichotomy, in which it showed an important antinocicepitive effect on acute pain model
promoted by cinnamaldehyde, and the hair is not a barrier for light penetration.
therefore, there was no difference between animals with and without trichotomy. In the
second part, it was investigated through pharmacological tests administered via
intrathecal (i.t.) or intracerebroventricular (i.c.v.) the involvement of several
endogenous pain modulation systems. The results showed that part of the analgesic
effect of the LED is due to the possible activation of the endogenous pain modulation
systems, since the analgesic effect of the LED was prevented by: WAY, ketanserin
(serotonergic drugs), however, neither metisergida, nor MDL72222 were not able to
prevent the antinociceptive effect of the LED. Phentolanamine, prazosin, yohimbine,
propranolol (noradrenergic drugs), haloperidol (dopaminergic drug), naloxone (i.t. and
i.c.v), CTOP (opioidergic drugs), bicuculine, phaclofen (gabaergic drugs) and atropine,
hexamethylene (cholinergic drugs) also proved effective in modulating the LED effect.
Confirming the involvement of some endogenous pain modulation systems,
immunohistochemistry, immunofluorescence and Western Blot techniques were
performed to analyze the c-Fos protein in the dorsal horn of the spinal cord (CDME),
to verify the effectiveness of therapy in the control of the pain. In the same way,
immunohistochemistry and immunofluorescence techniques were performed and,
thus, investigate whether the LED could increase the expression of the c-Fos protein
in the main supraspinal structures involved in pain control. As for the expression of the
c-Fos protein, cinnamaldehyde promoted an increase in its expression in the dorsal
horn of the spinal cord, an alteration attenuated by the treatment with the LED.

Regarding the expression of c-Fos protein in supraspinous structures, treatment with



LED and LED with noxious stimulus (cinnamaldehyde) promoted an increase in the
expression of c-Fos protein in the ventrolateral and dorsolateral regions of the
periaqueductal gray matter (PAG), “locus coeruleus” (LC) and in the raphe magnus
nucleus (RMg). Confirmed the reduction in the expression of c-Fos protein in the
CDME and the increase in supraspinal structures (PAG, LC and RMg), in the third part,
the possible activation of the main inhibitory descending pain pathways was
investigated. It was analyzed using intrathecal injections of three neurotooxins, such
as the 6-OHDA (that lesion of noradrenergic and dopaminergic fibers), DSP-4 (that
lesion of noradrenergic cells and fibers) and 5,7-DHT (that lesion of serotonergic cells
and fibers). After 3 days of the administration, the effect of the LED on the acute pain
model with cinnamaldehyde administered in the paw and the hot plate test was
evaluated. In both tests, the three neurotoxins prevented the LED effect. To confirm
the lesions with 6-OHDA and DSP-4, immunofluorescence demonstrated a reduction
of immunoreactive fibers for tyrosine hydroxylase (TH) and dopamine B-hydroxylase
(DBH) in the dorsal horn of the spinal cord and of fibers and immunoreactive neurons
in the “locus coeruleus”. For the 5,7-DHT neurotoxin, immunofluorescence
demonstrated a reduction in immunoreactive fibers to 5-TH in the dorsal horn of the
spinal cord and a reduction in immunoreactive neurons for tryptophan hydroxylase
(TPH) and 5-TH in the raphe magnus nucleus. Once the involvement of the main
descending pain inhibitory pathways was confirmed, the immunofluorescence
technique was used to analyze the expression of the c-Fos protein in the dorsal horn
of the spinal cord after the administration of the neurotoxin DSP-4 or 5,7-DHT . The
results demonstrated that the LED again reduced the expression of the c-Fos protein
and this increase was prevented with the administration of DSP-4 or 5,7-DHT. In the
fourth part, a pharmacological characterization of the antinociceptive effect of the LED
was due to anxiety, since the involvement of the noradrenergic system was observed.
Animals irradiated with the LED increased the number of entries in the open arms and
spent a greater amount of time in the open arms of the elevated plus-maze suggesting
that the exposure to the LED is anxiolytic. In the fifth part, the possibility of
antinociception being the result of the reduction of the locomotor activity of the animals
was investigated, for this, the test of the open field was carried out. The results showed
that there was no significant difference in relation to the number of crossings between
animals with and without LED, thus, there was no locomotor impairment. Interestingly,

it was observed in this test that animals irradiated with LED stay longer in the central



region, again suggesting an anxiolytic effect. The results presented showed some of
the neurobiological mechanisms involved in the analgesic therapeutic effect of LED
(890nm, 20.8J/cm?) and support its use for the treatment of pain. However, there is a
need for further studies to elucidate the photobiological mechanisms involved in the

therapeutic effects of LED and supporting its use for the treatment of painful conditions.

Key words: LED. Pain. Photobiomodulation. Pain descending inhibitory systems.
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Tabela 1- Parametros envolvidos na determinagéo da fototerapia

Tabela 2 - Parametros utilizados com o LED utilizado no trabalho
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1 INTRODUCAO

Segundo a organizacdo mundial da saldde a biotecnologia refere-se a
qualquer tecnologia que tem uma base biolégica. Embora tenha raizes histéricas, a
biotecnologia moderna € em grande parte desenvolvida em laboratorio e gira em torno
de estudos moleculares. Existe um grande numero de projetos biotecnolégicos que
tém o potencial para ajudar a combater doencas infecciosas, de mapeamento do
genoma e engenharia genética, é de caracteristica ampla e continua a expandir-se
com 0s avancos na pesquisa cientifica (WHO, 2007).

A inclusédo de novas tecnologias com potenciais terapéuticos caracteristicos
oferece um maior gerenciamento e melhoria de diversas patologias, e assim, contribuir
diretamente para melhorar o desenvolvimento e a saude humana. Dessa forma, a
medicina regenerativa consiste em um conjunto de conhecimentos e tecnologias, e
tem como objetivo um melhor direcionamento e ampliacdo de técnicas utilizadas no
processo de reparo e/ou a substituicdo de tecidos ou 6rgdos lesados (WINSTEIN;
REQUEJO, 2015).

Da mesma forma, a organizacdo mundial da salde esta totalmente
comprometida em garantir que criancas e adultos com dor tenham acesso a
medicamentos eficazes para controle de quadros algicos (REIDENBERG, 2007;
WHO, 2017). A organizacdo mundial da satde também reconhece que a necessidade
de acesso ao alivio da dor deve ser equilibrada com as preocupacdes e os danos
decorrentes do uso indevido de medicamentos prescritos para o tratamento da dor
(KNAUL, 2017; WHO, 2017). Assim, dispositivos médicos, auxiliares e solucdes de
cuidados com a saude, sdo componentes importantes de tecnologia relacionados a
mesma, que podem salvar vidas e melhorar a qualidade de vida e bem-estar (WHO,
2014).

A dor é um dos sintomas clinicos mais comuns que induz a procura de
cuidados médicos nos servicos primarios de saude e também para o uso de
medicamentos. A fisiopatologia da dor € um processo complexo que varia de acordo
com a duragdo (por exemplo, aguda, cronica) ou tipo (por exemplo, nociceptiva,
neuropatica e nociplastica). Profissionais da saude devem entender os caminhos que
levam a dor para melhor auxiliar na gestdo de sintomas de dor dos pacientes
(KYRANOU; PUNTILLO, 2012; RADNOVICH et al., 2015).
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O tratamento adequado da dor ainda é considerado um desafio terapéutico,
tanto em paises desenvolvidos, como naqueles em desenvolvimento, e é estimado
gue 80% da populacdo mundial tém acesso limitado a medicamentos para tratamento
da dor moderada a grave. Além disso, os farmacos utilizados para o tratamento da
dor, muitas vezes apresentam limitada eficacia e/ou significativos efeitos adversos que
comprometem sua utilizacao por periodo prolongado (SCHAIBLE, 2014; KIGUCHI et
al., 2017). Reconhecendo que as tecnologias de saude equipam os provedores de
saude com ferramentas indispensaveis para a prevencao, tratamento, reabilitacdo e a
consecucédo efetiva e eficiente de metas de desenvolvimento relacionadas a saude,
novas tecnologias entram no mercado de desenvolvimento da pesquisa, como por
exemplo, as que utilizam a luz como tratamento, com base em seu impacto sobre
muitas doencas, assim como assegurando o seu uso de forma eficaz (WINSTEIN;
REQUEJO, 2015; TSAI e HAMBLIN, 2017).

O termo fotobiomodulagéo (FBM) (PBM, do inglés, “photobiomodulation”), diz
respeito a intervencdo terapéutica ndo invasiva com luz, realizadas com diodos de
LED (do inglés, “Diode Emitting Light”); Diodos Emissores de Luz ou LASER (do
inglés, “Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation”; Amplificacao da Luz
por Emissao Estimulada de Radiacdo). O mecanismo de a¢éo da fotobiomodulacéo,
inclui modulagdo dos niveis de célcio, mediadores inflamatorios, substancias
enddgenas, assim como a ativacdo de uma ampla gama de fatores de transcricéo,
levando a uma nova sintese proteica (TSAI; HAMBLIN, 2017; HEISKANEN;
HAMBLIN, 2018). Embora a FBM tem sido utilizada clinicamente para o tratamento da
dor, ainda ndo esta claro quais substratos moleculares (receptores) estdo implicados
nos mecanismos celulares da FBM. Assim, mesmo com poucas evidéncias da
literatura apoiando o papel das vias descendentes inibitérias da dor provenientes de
estruturas encefalicas como moduladoras da dor, ndo ha evidéncias consistentes para
a ligagédo entre a agao terapéutica da FBM e a sinalizagdo dessas vias durante a
resposta nociceptiva. Portanto, a compreensdo do mecanismo descendente que
controla o processo de antinocicepgdo promovido pela FBM, pode contribuir para
elucidar os mecanismos neurobiolégicos na ciéncia basica, e igualmente favorecer

possiveis aplicacdes na clinica para o alivio da dor.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Dor — Considerac0es gerais

A experiéncia dolorosa é fundamental e faz parte do desenvolvimento cultural
de todas as sociedades. Na historia da dor, os poderes “sobrenaturais” tiveram um
papel tdo importante quanto os fatores naturais. Considerar a dor como o resultado
de uma “comunicagédo” entre os homens e os poderes divinos é um pressuposto
fundamental para muitas sociedades. Quanto mais as sociedades se distanciam da
medicina ocidental, ou medicina moderna, mais prevalente € essa visdo da dor. Por
outro lado, uma teoria puramente médica baseada em fendmenos naturais
independentes dos poderes divinos foi desenvolvida ha muito tempo (MOAYEDI;
DAVIS, 2013; GOLDBERG, 2017).

A teoria cientifica mais importante é radicalmente centrada ha mecanica da dor
no inicio da idade moderna vem do filésofo francés René Descartes. Em seu conceito,
0 antigo pressuposto de que a dor era representada no coracéo foi abandonado. O
cérebro havia assumido o lugar do coracdo. Apesar de sua parcialidade, a teoria de
Descartes abriu as portas para que a neurociéncia explicasse os mecanismos da dor
(BALIKI; APKARIAN, 2016).

Varias teorias da dor surgiram durante o século XX. A mais importante é do
psicologo canadense Ronald Melzack e do psicologo britanico Patrick D. Wall. Essa
teoria foi publicada em 1965 e é conhecida como a “teoria de controle do portdo da

= ”

dor”. O termo “portao” foi adotado para descrever os mecanismos da medula espinal
que regulam a transmissédo dos impulsos dolorosos entre a periferia e o cérebro. Essa
teoria foi importante porgue ndo mais considerava o sistema nervoso central (SNC)
como um simples meio passivo de transmissdo de sinais nervosos. Implicava que o
sistema nervoso central alterava “ativamente” a transmissao dos impulsos nervosos
(MELZACK; WALL, 1965). No entanto, a “teoria de controle do portdo da dor”
enfatizava uma visdo estritamente neurofisiolégica da dor, ignorando os fatores
psicolégicos e as influéncias culturais.

Em 1979, a IASP cunhou a importante definicdo da dor como “uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada a dano real ou potencial de tecidos ou
descrita em termos de tal dano”, que ainda é valida (LOESER; TREEDE, 2008). Essa
definicdo foi importante porque pela primeira vez ficou implicito que dor nem sempre

€ uma consequéncia de dano tecidual, e pode ocorrer sem ele. A ciéncia ocidental
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entdo comecou a perceber que fatores sométicos (dano tecidual) ndo podem ser
separados de fatores psicolégicos (aprendizado, lembranca, a alma e processos
afetivos). Junto com o reconhecimento das influéncias sociais na percepc¢éao dolorosa,
esses fatores formam o nucleo do conceito biopsicolégico da dor.

Assim, a dor contempla um componente emocional relacionado a origem do
carater desagradavel da dor, bem como um componente sensorial denominado
nocicepc¢ao, o qual se relaciona ao processamento e codificacdo de estimulos nocivos
(LOESER; TREEDE, 2008; JENSEN et al., 2011). Contudo, é factivel que a
exacerbacgdo do quadro éalgico reduz drasticamente a qualidade de vida do individuo
e a persisténcia dos sintomas podem causar reacdes emocionais negativas tornando-

se debilitante e causadora de sofrimento.

2.2 Classificagdo da dor

Didaticamente, a dor pode ser classificada de acordo com a (1) duracdo do
quadro algico e os (2) mecanismos implicados na origem do sintoma.

A dor aguda € uma resposta psicofisiolégica dindmica, complexa e
desagradavel ao trauma tecidual e processos inflamatérios agudos relacionados.
Normalmente, a dor aguda é autolimitada e confinada a um determinado periodo de
tempo (TRACEY; JOHNS, 2010; WOOLF, 2010). Porém, quando a lesdo ou
inflamacédo é prolongada, a excitacdo continua dos neurdnios nociceptivos primarios
causam a dor cronica (MILLIGAN; WATKINS, 2009). Na literatura, considera-se dor
cronica quando o sintoma ultrapassa 3 a 6 meses de dura¢édo (TREEDE et al., 2015).

Quanto a origem, a dor pode ser dividida em (1) nociceptiva, dor que é um
sistema de protecao fisioldgica de alerta precoce, essencial para detectar e minimizar
0 contato com estimulos prejudiciais ou nocivos. Consiste na ativacdo direta dos
nociceptores (WOOLF, 2010; DAVIS et al., 2017). Ocorre em resposta a lesao tecidual
e a resposta inflamatéria subsequente. A sensibilidade aumentada ocorre dentro da
area inflamada e em areas nao-inflamadas contiguas, como resultado da plasticidade
em nociceptores periféricos e vias nociceptivas centrais (WOOLF, 2010; DAVIS et al.,
2017). (2) Neuropatica, frequentemente associada a trauma direto, doenca e/ou
inflamacé&o persistente e € produzida por danos nos nervos periféricos ou por lesdes
do SNC. (LOESER; TREEDE, 2008; TREEDE et al., 2015). (3) Nociplastica, onde néo
h& dano no tecido e, consequentemente, ndo ha ativacdo dos receptores de dor. O
mecanismo envolvido € a sensibilizagdo central (MILLAN, 1999; NAKAMURA et al.,
2014).
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2.3 Fisiopatologia da dor

Desde a antiguidade, as ideias relacionadas a dor foram bastante
diversificadas. Na Grécia antiga, foi Aristételes (384-322 a.C.) quem apresentou o
impacto mais significativo no futuro entendimento sobre as sensacfes. Aristoteles
entendia o tato como sendo um dos cinco sentidos principais, junto com a visao, olfato,
audicdo e paladar, e acreditava que o tato estava diretamente relacionado a sensacéo
de dor, reconhecendo sua direta correlacdo com um dano tecidual. Seguindo essa
linha, Herophilus (335-280 a.C.) propunha ser o cérebro o 6rgéo responsavel pela
consciéncia e sensac¢fes, reconhecendo que nervos periféricos seriam a ligagdo com
a medula espinal, controlando as sensagcdes e 0os movimentos, ideia que foi, mais
tarde, confirmada por Galeno (130-201) (PERL, 2012). No entanto, foi Avicenna (980-
1037), filésofo e fisiologista persa, quem relatou que, em condi¢cdes de doenca, a dor
poderia ser dissociada do reconhecimento do tato e temperatura, propondo, entéo,
que a dor seria uma sensacéao independente (PERL, 2007).

A partir dos anos 1800, foram propostas muitas teorias a respeito do
processamento da dor. Charles Bell, em 1811, formulou a ideia de que os nervos
sensoriais eram especializados em sua funcdo, ou seja, adaptados para detectar e
transmitir a informacdo gerada por um determinado estimulo. Varios outros
fisiologistas estenderam os conhecimentos da época, e por volta dos anos 1880,
varias propostas ja assinalavam o papel essencial de um mecanismo espinal de
conducdo da informacdo gerada por um estimulo doloroso. O modo de deteccao
desse estimulo nocivo, no entanto, foi proposto por Charles Sherrington em 1906,
como sendo devido a estruturas sensoriais especificas, mais tarde denominadas
nociceptores (PERL, 2007). A partir dai inicia-se uma intensa busca pelo
entendimento dos processos envolvidos na transducéo, transmissao e percepcéo da
dor, sendo relatados inumeros estudos que culminam com 0s conhecimentos atuais.

Assim, 0 primeiro passo na sequéncia dos eventos que originam o fenbmeno
doloroso é a transformacé&o dos estimulos nocivos em potenciais de agéo (transducgéo
sensorial) que, das fibras nervosas periféricas, sdo transferidos para o SNC
(transmissao sensorial). O segundo estagio é referente ao processamento elaborado
dessa informacgao nociceptiva, levando a percepg¢do consciente da dor (BASBAUM et
al., 2009).
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2.3.1 Nociceptores

De acordo com a proposta de Sherrington, o processo de transducao ocorre a
partir do estimulo de estruturas periféricas especificas para dor, 0os nociceptores.
Estes sdo as terminacfes nervosas livres das fibras aferentes sensoriais de primeira
ordem, presentes nos neurdnios nociceptivos (pseudounipolares) (BASBAUM et al.,
2009). Eles sédo ativados quando o estimulo € intenso (possuem alto limiar de
ativacdo), ou seja, nem toda fibra sensorial conduz informacao dolorosa (MILLAN,
1999; BASBAUM et al., 2009). Dessa forma, a funcao basica dos nociceptores € de
transmitir informacgdes sobre a lesdo tecidual ocasionada por estimulos nocivos aos
neurénios de ordem superior (Figura 1) (JULIUS; BASBAUM, 2001; DUNNE et al.,
2018).

Os nociceptores estdo amplamente distribuidos na pele, vasos, musculos,
articulacdes e visceras (JULIUS; BASBAUM, 2001). Dividem-se em quatro classes:
0S mecanoceptores, sensiveis a estimulos mecéanicos intensos; os termoceptores,
sensiveis a estimulos térmicos (igual ou acima de 42°C ou menor que 5°C), os
polimodais, sensiveis tanto a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos (BESSON,
1999; DUNNE et al.,, 2018) e os chamados nociceptores silenciosos (silente ou
sleeping) que normalmente ndo respondem a estimulos. No entanto, quando
estimulados por mediadores inflamatérios ou apd6s a administracdo de agentes
flogisticos (pré-inflamatérios), estes nociceptores apresentam atividade espontanea
ou tornam-se sensibilizados e, assim, passam a responder a estimulos sensoriais
mecanicos e térmicos nociceptivos e ndo nociceptivos (este ultimo representando a
alodinia). As estimativas sao de que 40% das fibras C e 30% das fibras Ad contribuem
com nociceptores silenciosos (JULIUS; BASBAUM, 2001).
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Figura 1 - Nocicepc¢do. O desenho esquemético abaixo mostra uma seccao transversa da medula
espinal e do ganglio da raiz dorsal do nervo espinal (DRG). O DRG contém 0s neurdnios sensoriais
pseudounipolares. Os corpos celulares dos neurbnios nociceptivos se localizam no DRG e sao
amplamente classificados nos tipos: grandes e pequenos. Os estudos de marca¢éo imunoistoquimica
mostram que as fibras C de condugao lenta e as fibras Ad tém corpos celulares de pequeno didmetro,
enquanto que as fibras AR com velocidade de condugdo mais rapida, possuem corpos celulares

maiores. Fonte: Adaptada de Milligan e Watkins (2009).
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2.3.2 Transducéo sensorial

O neurbnio nociceptivo possui uma regido especializada, onde o receptor
sensorial detecta o estimulo, o qual para os nociceptores € o estimulo nocivo (que
ocasiona ou pode ocasionar uma lesao tecidual). Tal estimulo provoca uma alteracéo
conformacional no receptor, o que dispara o processo de transducéo levando a uma
mudanca do potencial de repouso de membrana na célula receptora. A alteracédo
resultante neste potencial de repouso é denominada potencial de receptor (BRODIN;
ERNBERG; OLGART, 2016).

Potencial de repouso de membrana é o potencial de membrana néo alterado
pela geracao de potenciais de acdo. O potencial de repouso tem um valor negativo, o
que por convengao significa que ha uma diferenca de potencial elétrico, sendo que o
interior da célula se encontra mais negativo. Por sua vez, o potencial de agdo é uma
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onda de descarga elétrica que percorre a membrana de uma célula. Sdo essenciais
para a vida porque transportam rapidamente informagdes entre e dentro dos tecidos.
Eles podem ser gerados por muitos tipos de células, mas sdo utilizados mais
intensamente pelo sistema nervoso (LUMPKIN; CATERINA, 2007).

No neurdnio nociceptivo, a parte da célula onde a transducao sensorial ocorre,
muitas vezes, é distante do terminal sinaptico. Portanto, o potencial de receptor
precisa ser convertido em uma série de potenciais de acéo propagados, 0s quais, por
sua vez, carregam a informacao nociceptiva ao longo do axénio. Os nociceptores nao
estimulados disparam poucos potenciais de acéo e a sua resposta ao estimulo nocivo
€ um aumento da taxa de disparo da propagacéo dos potenciais de acdo no axénio, o
gue implica a necessidade de despolarizacdo da membrana. Assim, a transducao
sensorial € a converséao do estimulo nocivo em disparo padronizado de potenciais de
acao (LUMPKIN; CATERINA, 2007; DUNNE et al., 2018).

2.3.3 Canais ionicos

Os estimulos nociceptivos de origem mecéanica, térmica ou quimica podem
ativar diferentes receptores [por ex., um canal ibnico, um receptor acoplado a proteina
G (GPCR, do inglés, “G protein—coupled receptors”)] presentes nos terminais
periféricos de fibras aferentes nociceptivas. A ativacdo destes receptores gera
correntes despolarizantes que, dependendo da intensidade, iniciam os disparos dos
potenciais de acdo por ativacdo de canais ibnicos especificos também presentes na
membrana neuronial (Figura 2). Estes sdo o0s canais de ions controlados por voltagem
(VGICs, do inglés, “Voltage-gated ion channels”) e dentre os mais ativamente
envolvidos nos eventos elétricos nos neurénios temos os canais de sédio controlados
por voltagem de subunidade alfa (NaVa) e os canais de potassio controlados por
voltagem (KV) (LUMPKIN; CATERINA, 2007; BELL, 2018).

Em resposta ao estimulo despolarizante, parte dos canais NaV se abrem
permitindo o influxo de Na*, levando a membrana a atingir o seu limiar. A entrada de
Na+ causa a abertura de mais canais NaV e, assim, mais despolarizacdo. Os canais
NaV rapidamente assumem um estado fechado (estado inativo) e assim permanecem
por alguns milissegundos antes de retornarem ao estado de repouso, quando podem
novamente ser ativados. A partir disso, os canais KV se abrem, conduzindo a célula a

repolarizacdo. A hiperpolarizacao ocorre pelo fechamento lento desses canais, com
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consequente retorno da membrana ao repouso. Dessa forma, os canais KV levam ao
encerramento do potencial de acdo (LUMPKIN; CATERINA, 2007; BELL, 2018).

2.3.4 Fibras nociceptivas

Os estimulos de natureza mecénica, térmica ou quimica sdo detectados por
fibras aferentes primérias periféricas e transmitidos ao SNC através das mesmas, para
0 processamento da informacao nociceptiva (DUNNE et al., 2018).

As fibras sensoriais somaticas sdo provenientes de corpos celulares
localizados no ganglio trigeminal (GT) ou no restante do GRD (ganglios espinais),
inervando a regido da cabeca ou do corpo, respectivamente (BASBAUM et al., 2009).
Ja as fibras aferentes vagais, que inervam a maioria dos tecidos viscerais, possuem
seus corpos celulares nos ganglios nodoso (GN) e jugular (GJ) (BLACKSHAW,;
BRIERLEY; HUGHES, 2010). As fibras sensoriais possuem tanto um ramo axonico
periférico, inervando tecidos periféricos, quanto um ramo axdnico central, fazendo a
conexdo com a medula espinal, e séo classificadas em grupos, com base em critérios
anatomicos e funcionais (BASBAUM et al., 2009).

Dessa forma, fibras Aa e AB representam 0s proprioceptores e receptores
mecanicos de baixo limiar e sdo especializadas na conducdo do estimulo mecéanico
in6cuo, apresentam velocidade de conducéo rapida e sao particularmente abundantes
na derme e epiderme. Por outro lado, algumas fibras com didmetros menores (Ad e
C) séo terminacdes nervosas livres periféricas, mostram alto limiar de ativacao e séo
responsaveis por detectar estimulos nocivos, ou seja, nocicepc¢éao (Figura 2) (JULIUS;
BASBAUM, 2001; DAVIS et al., 2017). Devido a diferenca na velocidade de conduc¢éo
entre as fibras Ad e C, o sinal das fibras Ad chega a medula espinal antes do das
fiboras C, demonstrando que o estimulo doloroso evoca duas sensacdes de dor
sucessivas e possivelmente distintas. Assim, fibras Ad sdo responsaveis pela
deteccao da dor rapida e aguda (“primeira dor”/dor em picada), enquanto que as fibras
C séo condutoras da dor lenta e difusa (“segunda dor’/dor em queimagéao) (MILLAN,
1999; JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al., 2009). Estudos de eletrofisiologia
mostraram que as fibras Ad sédo subdivididas em dois grupos: Tipo |, as quais
respondem tanto a estimulos quimicos quanto mecéanicos, com limiar de ativacéo
térmico elevado (>50°C), e Tipo Il, as quais apresentam menor limiar de ativacdo
térmico (<43°C); porém, elevado limiar de ativacdo mecanica (BASBAUM et al., 2009).
As fibras C também apresentam heterogeneidade, podendo ser divididas em

peptidérgicas (liberam glutamato, substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene
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da calcitonina (CGRP) e expressam o receptor NK-1R (do inglés, “Neurokinin 1
receptor”’) e ndo-peptidérgicas (expressam o receptor purinérgico P2X3, apresentam
ligacdo para a isolectina B4) (CHAKRABORTY et al., 2012; PETHO; REEH, 2012). E
importante ressaltar que nem todas as fibras C sdo nociceptivas, algumas respondem
a sensacao de refrescancia (cooling) e outras a indcua sensacao do acariciar da pele.
Estas ultimas parecem mediar o toque prazeroso (OLAUSSON et al., 2010). Além da
diferenciacdo anatdmica, as fibras nociceptivas também diferem na expressao de
receptores seletivos e canais ibnicos, 0 que confere certa especificidade dos
nociceptores a determinados estimulos (JULIUS; BASBAUM, 2001; COSTIGAN;
SCHOLZ; WOOLF, 2009).

Figura 2 - Fibras sensoriais aferentes primarias e suas caracteristicas. llustracdo das fibras
sensoriais e os diferentes tipos de estimulos conduzidos pelas fibras aferentes primarias. Enquanto as
fibras mielinizadas e de maior didmetro (fibras Aa e AB) séo responsaveis pela deteccao de estimulos
nao nocivos, as fibras de menor didmetro, pouco ou ndo mielinizadas (fibras Ad e C, respectivamente)
sdo responsaveis pela deteccdo de estimulos nocivos (A). A velocidade de conducgé&o esta relacionada
ao diametro da fibra (B), sendo as fibras do tipo Ad responsaveis pela resposta rapida e as fibras do

tipo C responsaveis pela resposta lenta. Fonte: Adaptado de Julius e Bashaum (2001).
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2.3.5 Transmissao sensorial

Este processo é caracterizado pela transmissdo dos potenciais de acao
gerados na periferia até os centros superiores.

A organizagdo arquitetbnica da medula espinal permite distinguir

anatomicamente as laminas (laminas de Rexed) onde cada tipo de fibra aferente
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priméria (oriunda da periferia) termina. As laminas de | a VI fazem parte do corno
dorsal (CD) da medula espinal, as laminas VII a IX constituem o corno ventral da
medula espinal e a lamina X representa as células organizadas ao redor do canal
central da medula espinal (MILLAN, 1999; BELL, 2018).

Na transmisséo sensorial, as fibras aferentes primarias (ou neurdnios aferentes
primérios) projetam-se ao corno dorsal da medula espinal (CDME) de maneira
especifica e organizada. O CDME possui uma organizacdo laminar, sendo que cada
lamina é distinta anatdbmica e funcionalmente. As fibras A e C inserem-se nas
camadas mais superficiais (laminas | (marginal) e Il (substancia gelatinosa - SG),
respectivamente) ou no caso das fibras Ad, também na lamina V (em menor
guantidade), enquanto as fibras responsaveis primariamente pelo tato e
propriocepcao (fibras Aa e AB) inserem-se nas laminas Il — V, mais profundas (Figura
3) (BASBAUM et al., 2009). A parte mais interna da lamina Il, onde se inserem as
fioras C n&o-peptidérgicas, € caracterizada pela presenca de interneurénios
excitatérios que expressam a isoforma gama da proteina cinase C (PKC), envolvida
na dor persistente induzida por lesdées (PETHO; REEH, 2012). Neurdnios que fazem
sinapses na lamina V sao excitados por estimulos de intensidade variavel e por isso,
séo denominados de neurdnios de amplo espectro dindmico (MILLAN, 2003).

O CDME funciona como uma estacao de controle da transmissao nociceptiva.
Nesta regido, os neurdnios sensoriais primarios liberam mediadores, como glutamato,
substancia P e CGRP transmitindo o sinal nociceptivo a neurdnios de segunda ordem
(neurdnios sensoriais secundarios) que, por sua vez, formam vias ascendentes que
transmitem a informac&o a centros supraespinais, como o tdlamo e cértex, ocorrendo,
assim, a interpretacéo e localizaco da dor (MILLAN, 2002). E interessante destacar
gue os neurbnios de segunda e terceira ordem passam a ser do tipo unipolar (com
seus corpos celulares no corno dorsal da medula e tdlamo, respectivamente) e que a
diferenciagdo em mielinizado/ndo mielinizado e fibras C/Ad é somente na periferia. A
partir dos neurdénios de segunda ordem, todas as fibras sdo mielinizadas (que se
originam na forma de tratos), projetam-se contiguas as fibras periféricas com que
fizeram sinapse (BASBAUM et al., 2009).
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Figura 3 - Representacédo esquematica da insercéo das fibras sensoriais aferentes primarias no
corno dorsal da medula espinal. Organizacdo laminar do corno dorsal da medula espinal. Fibras
nociceptivas Ad e C terminam mais superficialmente (laminas | e Il), onde fazem sinapses com
neurdnios de segunda ordem, sendo que as fibras Ad também se projetam para a lamina V. As fibras
nao-nociceptivas (fibras AB) projetam-se para as camadas intermediarias, representadas pelas laminas
Il - V. Fonte: Adaptado de BASBAUM et al., 2009.
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2.3.5.1 Vias da transmisséo nociceptiva

A partir da transmissao da informac&o nociceptiva ao neurdnio de segunda
ordem, esta acendera para multiplas areas supraespinais através de tratos neuronais
especificos (vias de projecdo da dor ou sistema anterolateral). As principais vias de
conducao da nocicep¢édo no SNC sédo o trato neoespinotalamico, trato espinorreticular
e o trato espinolimbico (trato paleoespinotalamico) (Figura 4).

Os tratos espinotalamicos transmite informac6es da medula espinal para o
talamo sobre dor, temperatura, pressdo e tato. Cursam lateralmente no tronco
encefalico, enviam projecbes ao nucleo ventral postero-lateral do talamo dorsal
projetando-se para o0 cOrtex somatosensorial. Sdo divididos em neoespinotalamico e
paleoespinotalamico (WILLIS; WESTLUND, 1997; MILLAN, 1999).

A via neoespinotalamica é a via classica da dor. Transmite a dor rapida,
formada por fibras contiguas as fibras Ad, chega a pontos especificos do talamo e
filogeneticamente € a via mais evoluida. O glutamato é o principal neurotransmissor.
A sensacédo dolorosa percebida por esta via € epicritica, ou seja, € precisa, bem

definida, bem localizada, intensificada e discriminada. Possui poucas estacbes
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sindpticas e se projeta no nucleo ventral pdstero-lateral do tdlamo, cujos neurdnios
recebem o nome de terciarios (neurénios de terceira ordem), 0s quais projetam-se
para o coértex somatossensorial, onde ocorre o processamento da informacao
nociceptiva (OLIVERAS; BESSON, 1988; WILLIS; WESTLUND, 1997).

A via paleoespinotalamica é a via que transmite a dor lenta, formada por fibras
contiguas as fibras C e possui varias esta¢cfes sindpticas. Nesta via ha envolvimento
de glutamato, SP e CGRP. A informacao é gradativa, prolongada e muito difusa. Uma
parte das fibras vai ao talamo e deste ao cOrtex somestésico, mas a maioria se dirige
a formacéo reticular mesencefalica e, a partir destas areas, a informacao é enviada
para o cortex limbico e frontal, hipotdlamo e nucleos motores. O sistema limbico é
responsavel pela resposta de alerta e fuga e respostas emocionais desagradaveis ao
estimulo doloroso (WILLIS, 1985; MELZACK, 1999). Esse tipo de dor ndo consegue
ser analisada com precisdo, nem sua localizagéo, intensidade e caracteristicas, uma
vez que a sensacdo dolorosa percebida por esta via é protopética (primitiva, sem
refinamento) (WILLIS, 1985).

O trato espinorreticular € anatomicamente menos individualizado. Os neurdnios
deste trato se originam da lamina V e sobem no quadrante contralateral
conjuntamente com fibras do trato paleoespinotalamico. Este trato representa um
papel importante na sensacéo da dor, especialmente na dor cronica profunda. Cursa
medialmente no tronco encefélico e esta ligado ao Sistema Reticular Ativador
Ascendente (SARA) e a Substancia Cinzenta Periaquedutal (PAG, do inglés,
‘periaquedutal gray matter”). Envia projegbes difusas para o talamo, coértex
somestésico e estruturas do sistema limbico (MILLAN, 2002).

O trato espinolimbico (trato paleoespinotalamico) € também uma via cruzada
gue ascende em associacdo com o trato espinotalamico, conduzindo informacao
nociceptiva. A informagéo € transmitida ao cortex insular e cingulado, através da
amigdala, contribuindo para o componente emocional da percepcdo da dor
(BASBAUM et al., 2009).
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Figura 4 - Trés das principais vias ascendentes que transmitem a informacao nociceptiva a partir
da medula espinal aos centros superiores. Os tratos espinotalamicos sdo a mais proeminente via
nociceptiva ascendente na medula espinal. A informacdo nociceptiva ascende por um ou por uma

combinacéo desses tratos. Fonte: Adaptado de Kandel, Schwartz, Jessell, 2000.
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2.3.6 Percepcdo e processamento da dor

O talamo desempenha um papel fundamental na integracdo do impulso
doloroso. E nele que ocorre a percepcdo da informacéo dolorosa; porém, nio ha
processamento para indicar as caracteristicas desse estimulo nociceptivo, ou seja, é
uma percepcdo vaga. A partir do talamo, neurbnios de terceira ordem transmitem
impulsos para o coOrtex somatossensorial e cingular. No coOrtex somatossensorial
ocorre 0 processamento que resulta em consciéncia da dor (WILLIS; WESTLUND,
1997) e no cortex cingular € processada a qualidade emocional ou afetiva da dor,
enviando impulsos de volta para o cértex somatossensorial. Neste processo originam-
se qualidades mais precisas, como tipo de dor, localizagéo e ansiedade emocional.
Dessa maneira, a informacdo nociceptiva alcanca as areas sensoriais do cortex
somesteésico, onde aspectos como qualidade, intensidade, localizacdo e duracao do
estimulo nociceptivo serdo integrados e componentes afetivos e emocionais serao
interpretados e contextualizados, levando a percepgéo consciente e discriminada do
estimulo nociceptivo (WILLIS; WESTLUND, 1997; MILLAN, 1999).
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2.4 Sensibilizacéo periférica

Como supracitado, a dor pode ter origem frente a um estimulo nocivo; porém,
muitas vezes tal estimulo provoca uma lesdo tecidual seguida de um processo
inflamatorio, o qual normalmente desaparece quando ha o controle ou a resolucéo da
inflamac&o. Uma vez instalado, promove a estimulacdo constante dos nociceptores
levando a alteracbes neuropléasticas no SNC e sistema nervoso periférico (SNP)
conduzindo a manutencédo do estado algico, chamado de sensibilizacdo periférica
(CAO; ZHANG, 2008; VOSCOPOULOS; LEMA, 2010).

A sensibilizacao periférica é o processo pelo qual o nociceptor devido a uma
mudanca no meio quimico reduz seu limiar de ativagdo e aumenta a responsividade.
Isso leva ao aumento da sensibilidade a dor (hiperalgesia) (WOOLF, 2010; BRODIN;
ERNBERG; OLGART, 2016). Durante o trauma tecidual, os mediadores inflamatorios
sdo liberados devido a ruptura das células, mas também pela desgranulacdo de
mastocitos e ativacdo de plaquetas, macrofagos e células imunolégicas, formando a
chamada “sopa inflamatdria” (Figura 5) (RICHARDSON; VASKO, 2002; BRODIN;
ERNBERG; OLGART, 2016). Ligando-se a seus respectivos receptores, uma cascata
de eventos € iniciada. Os primeiros passos neste processo incluem a ativacao de
multiplas vias de transducao de sinal intracelular nos neurdnios aferentes primarios.
Estes incluem as proteinas-cinases A (PKA) e C (PKC) e as proteinas cinases
ativadas por mitdbgeno (MAPK) ERK e p38 (MILLIGAN; WATKINS, 2009; BRODIN;
ERNBERG; OLGART, 2016). A ativacdo destas vias leva a varias regulacdes génicas
nos nucleos das ceélulas dos neurbnios aferentes nos ganglios da raiz do nervo
trigémeo e da raiz do nevo espinal dorsal, incluindo transcricdo aumentada (producéo
de "RNA-copies") dos genes que codificam TRPs (por exemplo, TRPA1) e canais
ibnicos controlados por voltagem (VGICs), e para aumentar a sintese dos canais via
traducdo (sintese de proteinas usando RNA como modelo) (WANG et al., 2008;
MEENTS; FISCHER; MCNAUGHTON, 2017; SOUSA-VALENTE; BRAIN, 2018). Os
canais sao; entdo, transportados para a membrana celular do neurdénio aferente
primario (trafico de proteinas) onde sao fosforilados, levando a um menor limiar de
ativacao dos canais e sensibilizagcdo do nociceptor (hiperalgesia primaria) (GUILLOT
etal., 2012; ANDERSEN; GAZERANI; ARENDT-NIELSEN, 2016; PINHO-RIBEIRO et
al., 2018).

E importante lembrar que a inflamagdo neurogénica (resultado da ativagéo

periférica dos neurbnios aferentes sensoriais liberando mediadores inflamatoérios)
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resulta da estimulacéo antidromica. Esta se caracteriza pela conducdo dos potenciais
de acdo em sentido oposto ao normal (ortodrémica), os quais sao conduzidos atraves
das ramificacdes terminais do nociceptor. A inflamagcdo neurogénica, como vimos,
amplifica e sustenta a reacao inflamatoria e a ativacéo de fibras aferentes nociceptivas
que a acompanha. A despolarizacdo do terminal periférico do neurénio aferente
primério leva a liberacdo dos neuropeptidios — SP e CGRP — que, por sua vez, atuam
em células alvo na periferia, como os mastoécitos e o musculo liso vascular, produzindo
a inflamacéo caracterizada pelo eritema, rubor e edema (RICHARDSON; VASKO,
2002; GRACE; ROLAN; HUTCHINSON, 2011; BRODIN; ERNBERG; OLGART, 2016).

Dessa forma, uma das metas na investigacao da dor é identificar os mediadores
guimicos que séao liberados nos tecidos lesados e responsaveis pela ativacao direta
ou sensibilizacdo dos nociceptores, favorecendo o0 aparecimento da
hipersensibilidade, assim como novas terapias que sejam capazes em inibir sua

sintese, liberacdo ou ligacdo em seus receptores.
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Figura 5 - Mecanismos envolvidos na sensibilizacdo periférica durante a inflamacéao. Ativacédo de
varias células especializadas, incluindo macréfagos, mastécitos, células T, neutrofilos e outras células
imunoldgicas. Os mediadores liberados incluem prétons (H), purinas (por exemplo, trifosfato de
adenosina, ATP), fator de crescimento nervoso (NGF), bradicinina (BK), fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), interleucinas (por exemplo, IL-1), serotonina (5 hidroxitriptamina, 5-HT), histamina (Hi) e
prostaglandinas (por exemplo, PGE2). As prostaglandinas séo formadas por enzimas ciclo-oxigenase
(COX). Juntos, esses (e outros) mediadores formam a «sopa inflamatéria» que contribui para maior
sensibilidade dos nociceptores periféricos por meio do acoplamento a canais ifnicos ligados a
membrana (incluindo os receptores de potencial transitorio (TRP) (ex: TRPAL), canais i6nicos sensiveis
ao acido (receptores ASICs) e purinérgicos (P2X) e receptores ligados a quinase (por exemplo,
receptores de NGF, TNF e IL-1) e receptores acoplados a proteina G (por exemplo, receptores de
bradicinina-2 e prostaglandina). No conjunto, esses mecanismos podem levar a despolarizacéo e
excitagdo do neurbnio, bem como a alteracé@o de longo prazo da regulagdo génica (por exemplo, NGF
e bradicinina aumentando a expressdo de TRPAL e prostaglandinas aumentando a expressdo de
canais de sédio dependentes de voltagem (VGSC). Os préprios terminais podem liberar a substancia
P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), que causam vasodilatacdo e
extravasamento plasmatico (inflamacdo neurogénica). Fonte: Adaptado de BRODIN, ERNBERG e
OLGART, 2016.
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2.5 Dor aguda

Em 1996, a “American Pain Society” introduziu o conceito de dor como o quinto
sinal vital, ressaltando o papel significativo da dor no estado fisiologico de um paciente.
Alguns anos mais tarde, a Comissdo Conjunta de Acreditacdo de Organizacles de
Saude recomendou avaliagdo da dor em todos os pacientes (“The Joint Commission
on Accreditation of Healthcare Organizations”, 2001).

Em 2001, a Camara dos Representantes dos EUA destacou ainda mais a
qguestéao iniciando a Década de Controle e Pesquisa da Dor (2001-2010). Um relatério
de referéncia em 2011 do Instituto de Medicina também destacou a necessidade de
mudanca na avaliacdo e tratamento da dor por programas federais de assisténcia
meédica e financeira. Em resposta a essas iniciativas, os médicos comecaram a
incorporar a avaliacdo da dor na pratica rotineira. Apesar dos esforcos para aumentar
a consciéncia, a dor inadequadamente gerenciada é um problema persistente
(RADNOVICH et al., 2015; TEDORE et al., 2015).

A dor aguda consiste em uma cadeia de eventos que comeca com estimulos
(por exemplo, altas temperaturas, pressdo ou produtos quimicos) que ativam
terminacdes nervosas especializadas em reconhecer estimulos de origem diversas
nas fibras nervosas sensoriais periféricas. Apds essa ativacdo, impulsos excitatorios
transportados pelos axénios aferentes sensoriais induzem potenciais pds-sinapticos
excitatorios em neurdnios de transmissdo de dor localizados no corno dorsal da
medula espinhal, com o relé sinaptico final ocorrendo no cértex cerebral (WOOLF,
2010; BELL, 2018) (Figura 1).

A transicdo da dor aguda para dor cronica € um processo mal entendido e pode
variar com base em fatores fisioldgicos, psicolégicos, sociais e ocupacionais. As
alteracdes fisioldgicas parecem envolver componentes periféricos e centrais do
sistema nervoso (RADNOVICH et al., 2015; TEDORE et al., 2015). Portanto, uma
compreensao mais detalhada do gerenciamento da dor aguda pode resultar em uma

estratégia eficaz para prevenir o desenvolvimento de dor crénica.

2.6 Mecanismos centrais do controle da dor

Sabe-se que as sensacdes de dor podem ser modificadas por sistemas
descendentes inibitérios endégenos, como, por exemplo, 0s sistemas noradrenérgico,
serotoninérgico, opioide, dopaminérgico e canabinoide, via liberacdo de substancias
como noradrenalina (NA), serotonina (5 hidroxitriptamina, 5-HT) opioides, dopamina
(DA) e canabinoides enddgenos, respectivamente. O mecanismo descendente pode
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modular a nocicepgao por interagdo com varios elementos neuronais no corno dorsal
da medula espinal: (1) os proprios terminais das fibras aferentes primarias, (2)
neurdnios de projecao, (3) interneurdnios excitatorios ou inibitérios e (4) terminais de
outras vias descendentes. Os mecanismos que medeiam o controle descendente
inibitério atenuam a liberacdo de mediadores pro-nociceptivos (a¢des pré-sinapticas)
e, direta ou indiretamente (via interneurdnios inibitérios), suprimem a excitacdo dos

neurdnios de projecao (acdes pos-sinapticas) (MILLAN, 1999, 2002).

A modulagéo (facilitagdo ou inibicdo) da dor existe na forma de um circuito
modulatério, com aferéncias em multiplas areas, incluindo o hipotalamo, o complexo
amigdaldide, o cértex cingulado anterior rostral (rACC), se dirige para a regido da
PAG, e com eferéncias da PAG para o bulbo. Os neurdnios que se localizam no nucleo
magno da rafe e no nucleo reticular gigantocelular, que estao incluidos no bulbo
ventromedial rostral (RVM, do inglés, “rostral ventromedial medula”), projetam-se para
a medula espinal (corno dorsal) para, direta ou indiretamente, aumentar ou diminuir o
trdfego nociceptivo, modificando a experiéncia da dor (Figura 7) (OSSIPOV;
DUSSOR; PORRECA, 2010).

No corno dorsal da medula espinal, os sinais nociceptivos podem ser inibidos
por meio de interneurbnios que liberam o acido Y-aminobutirico (GABA), glicina ou
opioides, modulando a transmissdo em neurbnios de projecdo espinotalamicos e
espinobulbares (MILLAN, 2002). Outro importante modulador endbégeno no
processamento sensorial € a acetilcolina (ACh), especialmente em nivel espinal,
controla criticamente a primeira sinapse da via nociceptiva ascendente (GODIN et al.,
2011). Foi demonstrado que seus interneurénios no corno dorsal da medula espinal
sdo de fato uma populacdo celular rara e esparsa, mas com dendritos e axonios
altamente alongados na diregdo rostro-caudal. Da mesma forma, resultados
experimentais indicam que, por meio de sua acdo nos receptores colinérgicos da
medula espinal, a ACh endbégena participa do ajuste dos limiares nociceptivos e do

efeito de analgésicos clinicamente relevantes (OBATA, 2017).

Além disso, sistemas descendentes originarios do tronco enceféalico, de
estruturas que incluem a PAG, o “locus coeruleus”, o RVM e o tegmento pontino
dorsolateral exercem inibicdo dos estimulos nociceptivos na medula espinal

(HEINRICHER et al., 2009). Anatomicamente, a PAG, que expressa grande
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quantidade de encefalinas e receptores opioides, envia projecdes para 0 RVM,
especialmente para a porgdo do nucleo magno da rafe (RMg, do inglés, “raphe
magnus nucleus”) e nucleos adjacentes, bem como para “locus coeruleus”, nos
nacleos A6 e A7 noradrenérgicos, que também fazem comunicacgéo direta ou indireta
com o RVM. O RVM e os nucleos A6 e A7 se projetam para a medula espinal e
modulam a atividade de neurdnios do corno dorsal e, por fim, a informacao
nociceptiva, por meio de fibras serotoninérgicas e noradrenérgicas (LLORCA-
TORRALBA et al., 2016; AL-HASANI; BRUCHAS, 2018). Outra fonte importante de
controle descendente séo os neurdnios A11 do hipotadlamo periventricular posterior de
inervagdo dopaminérgica do corno dorsal da medula espinal. Ambos os estimulos
nocivos agudos e sustentados aumentam o turnover da dopamina no corno dorsal da
medula espinal, sugerindo um aumento da atividade da via dopaminérgica
descendente (MILLAN, 2002; BENARROCH, 2008). E sabido que existe um balango
entre a facilitacdo e a inibicdo da dor através das vias ascendentes e descendentes
(OSSIPOV, 2012). Este balanco € alterado apés lesfes teciduais de uma maneira
dependente do tempo, a qual pode resultar em aumento da facilitagcdo ou da inibicdo
da dor (BENARROCH, 2008; BASBAUM et al., 2009).
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Figura 6 - Os principais sistemas modulatérios ascendente (a) e descendente (b). Legenda: Os
“inputs” nociceptivos entram no SNC pelo corno dorsal da medula espinal onde os terminais dos
neurdnios aferentes primarios fazem sinapse com os neurdnios de projecao de segunda ordem. O trato
ascendente (A) é representado em vermelho e as setas em azul representam as comunicacdes
bilaterais. A projecdo descendente (B) € mostrada em azul e as setas em vermelho indicam as
comunicacdes bilaterais. As proje¢cBes em vermelho e azul do RVM para a medula espinal sugerem a
facilitacdo descendente e a inibicAo descendente, respectivamente. As regifes ilustradas sdo os
nacleos A6 e A7 noradrenérgicos, ACC: coértex cingulado anterior; AMY: amigdala; GRD: ganglio da
raiz dorsal do nervo espinal; INS: cortex insular; PAG: substancia cinzenta periaquedutal; PB: ndcleo
parabraquial; RVM: bulbo rostroventromedial; Sl: cértex sensorial primario; SlI: cértex somatossensorial

secundéario. Fonte: Adaptado de Ossipov (2012).

Os aminoéacidos arométicos hidroxilases tirosina hidroxilase (TH), dopamina
hidroxilase (DBH) e triptofano hidroxilase (TPH) catalisam as etapas da taxa na
biossintese de monoaminas (DA e NA) e da indolamina (5-HT) (ZHANG et al., 2012;
WALZEN et al, 2017). A monoamina NA e a indolamina 5-HT sao os
neurotransmissores principalmente envolvidos na via moduladora da dor do controle
descendente (KWON et al., 2000; NAKAMOTO et al, 2015; BANNISTER;
DICKENSON, 2017). Em relacdo a NA, recentemente, métodos imunoistoquimicos,
revelaram a expressdo desses marcadores, tirosina hidroxilase (TH; a enzima
limitadora da taxa na biossintese da catecolamina) e/ou a dopamina-B-hidroxilase

(DBH; a enzima final na biossintese da noradrenalina), ndo apenas dentro dos
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neurénios do “locus coeruleus” (LI et al., 2010; ZHANG et al., 2012), mas também em

fibras/axénios noradrenérgicos na medula espinal (HOU et al., 2016).

Os neurdnios noradrenérgicos do “locus coeruleus” sdo bem conhecidos por
expressar imunorreatividade a tirosina hidroxilase (TH) (WAL@EN et al., 2017). No
entanto, devido a sua atividade enzimatica muito baixa, as fibras corticais com NE
normalmente ndo expressam a imunorreatividade a TH, portanto a imunorreatividade
da DBH é comumente utilizada como um marcador para as fibras corticais do NE (FAN
et al., 2013; NAKAMOTO et al., 2015; OHKUBO et al., 2019). Por outro lado, uma vez
que a TH é a primeira enzima nas vias sintéticas das catecolaminas, tem sido
comumente utilizado para identificar neurdnios noradrenérgicos no LC e
dopaminérgicos na substancia negra e na area tegmental ventral (VTA, do inglés,
“ventral tegmental area”) (ZHANG et al., 2012).

Os TPHs séo responséveis pela conversao catalitica do L-triptofano em 5-HT,
gue € um precursor da serotonina. Sabe-se que a expressao de TPH é um marcador
enzimatico de neurdnios serotoninérgicos em regiées como o ndcleo dorsal da rafe
(DRN, do inglés, “dorsal raphe nucleus”) e RMg (MORGADO et al., 2011; WALZEN
et al., 2017; COSTA-PEREIRA et al., 2019), assim como na medula espinal (ZHANG,
2016). O RVM é a principal estacéo de retransmissédo usada pela PAG na transmisséo
da modulacdo da dor a partir de centros cerebrais mais elevados, como a amigdala e
o cortex cingulado anterior (HEINRICHER et al., 2009). Dessa forma, atividades
metabdlicas de enzimas citosodlicas, como, TH, DBH e TPH, influenciam indiretamente
a transmissao monoaminérgica e, sendo assim, importantes marcadores para detectar

alteracdes que afetam esta transmisséao.

2.7 Fotobiomodulacao (FBM)

O termo fotobiomodulagéo (PBM, do inglés, “photobiomodulation”), diz respeito
a intervencéo terapéutica ndo invasiva com luz, realizadas com diodos de LED (do
inglés, “Diode emitting Light”); Diodos Emissores de Luz ou LASER (do inglés, “Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation”; Amplificacdo da Luz por Emissao
Estimulada de Radiacdo). Os beneficios da luz solar no tratamento de doencas de
pele foram explorados por mais de milhares de anos no antigo Egito, na india e na
China (BAROLET, 2008). Porém, anos mais tarde a terapia solar foi redescoberta por

Niels Ryberg Finsen, um médico e cientista dinamarqués que ganhou, em 1903, o
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Prémio Nobel de Medicina em reconhecimento a sua contribuicdo para o tratamento
de doencas, especialmente o ltpus vulgar (ROELANDTS, 2005).

No final dos anos 60, Endre Mester, um médico hungaro, iniciou uma série de
experimentos sobre o potencial carcinogénico de lasers usando um laser de rubi de
baixa poténcia (694nm) em camundongos. Para sua surpresa, o0 laser ndo causou
cancer, mas melhorou o crescimento do cabelo que foi raspado nas costas do animal
para o propésito do experimento. Esta foi a primeira demonstracdo de
fotobiomodulacdo com terapia a laser de baixa intensidade (LLLT, do inglés, “Low-
Level Laser Therapy”), abrindo, assim, um novo caminho para a ciéncia médica. Esta
observacao casual levou-o a realizar outros estudos fornecidos suporte para a eficacia
da luz vermelha na cicatrizacdo de feridas. Desde entéo, o tratamento médico com
fontes coerentes (lasers) e luz nao-coerente (diodos emissores de luz, LEDSs)
expandiu-se (BAROLET, 2008).

O trabalho inicial nesta area foi desenvolvido principalmente pela “National
Aeronautics and Space Administration” (NASA). A pesquisa da NASA surgiu como
resultado dos efeitos observados quando a luz de um comprimento de onda especifico
mostrou acelerar o crescimento das plantas. Por causa do nivel deficiente de
cicatrizacdo de feridas experimentado pelos astronautas em condi¢cdes de gravidade
zero e Navy Seals em submarinos sob alta pressao atmosférica, a NASA investigou o
uso de terapia com LEDs na cicatrizacdo de feridas e obteve resultados positivos
(BAROLET, 2008).

A terapia com diodos emissores de luz (LEDT), (do inglés, “Light emitting diode
therapy”) € uma terapia de luz na qual utiliza como fonte de luz os LEDs, os quais sao
baseados na tecnologia de semicondutores (jun¢des P-N), que sob fortes condigbes
de polarizacdo emitem luz (Figura 7) (SCHUBERT, 2006).
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Figura 7 - LED e Juncao P-N. (A) LED; (B) Juncdo 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 aplicacdo de tensao suficiente induz recombinac¢des entre lacunas (P) e elétrons
(N). Em cada recombinacdo um quantum de energia eletromagnética € liberado sob a forma de um
féton de luz. Adaptado de Schubert (2006).

2.7.1 Parametros
A “Lei de Arndt-Schulz” é frequentemente citada como um modelo adequado

para descrever os efeitos dependentes da dose a FBM, demonstra uma resposta
bifasica, as vezes trifasica da FBM. Ela afirma que estimulos fracos aceleram
ligeiramente a atividade vital, estimulos mais fortes elevam ainda mais, mas atinge um
pico e estimulos ainda mais fortes o suprimem, até que uma resposta negativa seja
finalmente alcancada (MARTIUS, 1923).

Em fototerapia, a correta escolha dos parametros de irradiacédo, que envolvem
a selecdo do comprimento de onda adequado, e a dosimetria sdo essenciais para a
obtencao do efeito terapéutico (ENWEMEKA, 2009; JENKINS; CARROLL, 2011). Os

principais parametros séao (Tabela 1):
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Tabela 1. Parametros envolvidos na determinacdo da fototerapia. Adaptado de Huang et al.,

2009.

Parametros de
irradiacao

Parametro de Irradiacao

Unidade de medida

Conceito

Comprimento de onda nm A luz é energia eletromagnética que
viaja em pacotes discretos que
também tém uma propriedade

parecida com uma onda
Irradiancia W/cm?2 Irradiancia = Poténcia (W)/Area

(cm?)

Estrutura de pulso

Poténcia de pico (W)
Frequéncia de pulso
(Hz)
Duracéo de pulso (s)
Ciclo de trabalho (%)

Poténcia Média (W) = Poténcia de
pico (W) x Duracéo (s) de Pulso x

frequéncia de pulso (Hz)

Coeréncia Depende da largura de | Interacdo da fotobiomodulagdo com
banda espectral .
células e organelas subcelulares
Polarizacéo Polarizada linear ou E rapidamente misturada em meios
polarizada circular . . .
altamente dispersivos, como o tecido
Energia Joules Energia (J) = Poténcia (W) x Tempo
(s)
Densidade de energia J/icm?2 Normalmente chamada de dose.
Densidade de energia (H) = Poténcia
(W) x Tempo (s)/Area (cm2).
Tempo de irradiacao S Antes de definir o tempo, deve-se

definir a poténcia, irradiancia, area e
0 comprimento de onda

Intervalo de tratamento

Horas, dia ou semanas

Os efeitos de diferentes intervalos
de tratamento séo pouco explorados
neste momento, embora haja
evidéncias suficientes para sugerir
gue este € um parametro importante.
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2.7.2 Mecanismo de acéo
A primeira lei da fotobiologia afirma que para a luz visivel de baixa poténcia tem

algum efeito em um sistema bioldgico vivo, os fétons devem ser absorvidos por
bandas de absorcdo eletrénicas pertencentes a algum cromoéforo molecular ou
fotoaceptor (SUTHERLAND, 2002). A fotorresposta bioldgica se da em funcédo do
comprimento de onda, numero de ondas, frequéncia ou energia dos fotons e deve
assemelhar-se ao espectro de absor¢cdo da molécula fotoaceptora. O fato de um
espectro de acdo estruturado poder ser construido sustenta a hipétese da existéncia
de fotoaceptores celulares e vias de sinalizagdo estimuladas pela luz (HAMBLIN;
DEMIDOVA, 2006). A segunda consideracdo importante envolve as propriedades
Opticas do tecido, pois, tanto a absor¢cdo como o espalhamento da luz no tecido séo
dependentes do comprimento de onda e os principais cromoéforos teciduais
(hemoglobina e melanina) tém bandas de absorcdo elevadas em comprimentos de
onda inferiores a 600nm. Por estas razdes, existe uma chamada “janela 6ptica” nos
tecidos que cobrem os comprimentos de onda vermelhos e infravermelhos proximos,
onde a efetiva penetracéo tecidual da luz é maximizada (Figura 8) (DE FREITAS;
HAMBLIN, 2016).

Figura 8 — Profundidade de penetragdo na pele para diferentes comprimentos de onda (A).
Estudos indicam que a radiacdo vermelha e infravermelha penetra nos tecidos biolégicos com menor
perda, atingindo estruturas mais profundas, fato que delimita uma importante “janela terapéutica”, entre
cerca de 600nm e 1000nm. Adaptado de Barolet, 2008.
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Foi sugerido em 1989 que o mecanismo da fotobiomodulagdo em nivel celular
foi baseado na absorg¢do da radiagdo monocromatica visivel e NIR (do inglés, “near-
infrared”) por componentes da cadeia respiratoria celular (KARU, 1989). A membrana
mitocondrial interna contém 5 complexos de proteinas integrais de membrana: NADH
desidrogenase (Complexo 1), succinato desidrogenase (Complexo Il), citocromo c
redutase (Complexo lII), citocromo c oxidase (Complexo V), ATP sintase (Complexo
V) e duas moléculas livremente difusiveis, a ubiguinona e o citocromo ¢ que
transportam elétrons de um complexo para o outro (Figura 9). A cadeia respiratoria
realiza a transferéncia gradual de elétrons de nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADH, do inglés, “nicotinamide adenine dinucleotide”) e dinucledtido de adenina
flavina (FADH2, do inglés, “Flavin-Adenine Dinucleotide”) (produzidos no ciclo de
Krebs) para moléculas de oxigénio para formar (com a ajuda de prétons) moléculas
de 4gua aproveitando a energia liberada por essa transferéncia para o bombeamento
de prétons (H*) da matriz para o espaco intermembranar (VLADIMIROV; OSIPOV;
KLEBANOV, 2004; KARU et al., 2008). O gradiente de protons formado através da
membrana interna por esse processo de transporte ativo forma uma “pequena
bateria”. Os prétons podem fluir de volta para baixo neste gradiente, reentrando na
matriz, somente através de outro complexo de proteinas integrais na membrana
interna, o complexo da ATP sintase (HUANG et al., 2009).
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Figura 9 - Cadeia respiratoria mitocondrial que consiste contém cinco complexos de proteinas
integrais de membrana: NADH desidrogenase (Complexo I), succinato desidrogenase (Complexo Il),
citocromo c redutase (Complexo lll), citocromo ¢ oxidase (Complexo IV) e ATP sintase (Complexo V).
Adaptado de Huang et al., 2009.
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A teoria mais aceita para explicar exatamente por que a absorc¢ao de fétons por
CCO poderia levar ao aumento da atividade enzimética, aumento do consumo de
oxigénio e aumento da producdo de ATP é baseada na fotodissociacdo de oOxido
nitrico inibitério (NO) (YU et al., 1997; KARU, PYATIBRAT, AFANASYEVA, 2005).
Como o NO é ligado ndo covalentemente aos centros heme e Cu e bloqueia
competitivamente o oxigénio, um féton de energia relativamente baixo pode dissociar
o NO e permitir que a respiracdo ocorra (KARU; PYATIBRAT; AFANASYEVA, 2005;
HAMBLIN, 2018) (Figura 10).
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Figura 10 - Fotodissociacédo proposta do NO a partir da citocromo ¢ oxidase (CCO). ACCO é uma
enzima com multiplas subunidades contendo dois cofatores heme e dois centros de cobre que oxidam
quatro moléculas do citocromo ¢ reduzidas, enquanto, a0 mesmo tempo, reduz o oxigénio a agua e
produz quatro prétons que formam o ATP via ATP sintase. O 6xido nitrico pode inibir este processo
ligando-se a CuB, e propde-se que a luz vermelha ou infravermelha possa dissociar este NO né&o
covalentemente ligado, aumentando a taxa de respiracéo e a producdo de ATP. Adaptado de Hamblin,
2018.
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Outro fator importante, sédo as alteragcbes no estado redox que induzem a
ativacdo de inUmeras vias de sinalizacdo intracelular, regulam a sintese de acidos
nucléicos, sintese proteica, ativacdo enziméatica e a progressao do ciclo celular (LIU
et al., 2005). Estas respostas citosolicas, por sua vez, induzem alteracGes
transcricionais. Dessa forma, propbe-se que a fotobiomodulagdo produza uma
mudanca no potencial redox total da célula na direcdo de uma maior oxidacao (KARU,
1999; HAMBLIN, 2018). Células diferentes em uma gama de condicdes de
crescimento tém estados redox distintos. Portanto, os efeitos da fotobiomodulacéo
podem variar consideravelmente. As células que estao inicialmente em um estado
mais reduzido (baixo pH intracelular) tém alto potencial para responder a FBM,
enguanto as células no estado redox 6timo respondem fracamente ou nao respondem
ao tratamento com luz (CHEN et al., 2011; HAMBLIN, 2018).

Muitos dos mediadores secundarios de FBM (NO, ROS, do inglés, “reactive
oxygen species” e cAMP, do inglés, “cyclic adenosine 3',5-monophosphate”) séo

capazes de ativar fatores de transcricdo e aumentar sua expressao génica. Esta
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ativacdo dos fatores de transcricdo é proposta para explicar porque uma exposi¢ao
relativamente breve a luz pode ter efeitos de longa duragéo (KIM, 2014; POLLACK,
2014). Porém, o mais importante € o fator nuclear B (NF-kB, do inglés, “factor nuclear
kappa B”). O NF-kB é um fator de transcricdo que regula a expressao de varios genes
relacionados com muitas funcbes celulares, isto é, respostas e sobrevivéncia
induzidas por estresse e inflamatérias (CHEN et al., 2011; AVCI et al., 2013;
CARROLL et al., 2014). Sua ativacao por meio da luz é fundamental para causar a

transcricdo de produtos génicos protetores e estimulatorios (Figurall).

Figura 11 - Representacdo esquematica das vias de sinalizacdo celular desencadeadas pela
FBM. Depois que os fétons sdo absorvidos pelos croméforos na mitocéndria, a respiracdo e o ATP
aumentam, mas além disso, moléculas sinalizadoras, como espécies reativas de oxigénio (ROS) e
Oxido nitrico (NO) também sédo produzidas. Espécies reativas de oxigénio (ROS) formadas como
resultado dos efeitos da LLLT na mitocéndria podem ativar o fator de transcricdo NF-kB sensivel a
redox. Adaptado de Huang et al., 2011.
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Dessa forma, a analgesia mediada pela luz baixa poderia ser mediada por
varios efeitos, como a absor¢do de luz pela biomodulacdo de cromaoforos
mitocondriais (principalmente Cox, do inglés, “cytochrome c oxidase”), vasodilatagao,

estimulacdo da diviséo celular, liberacdo de NO, aumento dos niveis de cortisol e
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sintese proteica, aumento da concentracdo de caélcio intracelular e aumento da
atividade da enzima antioxidante superéxido dismutase (DE FREITAS; HAMBLIN,
2016; HAMBLIN, 2018). Porém, a terapia de luz de baixa intensidade pode ser usada
para a inibicdo da dor e para condi¢cdes patoldgicas associadas ao sistema nervoso.
Os estudos realizados com FBM em dor aguda (PIGATTO et al., 2017) e analgesia
pré-operatdria mostram que um Unico tratamento é suficiente para causar analgesia,
enquanto para dor crénica e algumas condi¢cdes degenerativas, mais sessdes sao
necessarias (BJORDAL et al., 2003; CHUNG et al., 2012; GAL et al., 2018).

Alguns estudos clinicos demonstraram a eficacia da analgesia induzida por
FBM (MARKOVIC; TODOROVIC, 2006; TANBOGA et al., 2011; CHOW; ARMATI,
2016), geralmente no espectro vermelho ou infravermelho proximo de baixa poténcia,
e parece que a reducdo da dor é devida a um blogueio de conducéo de fibras nervosas
centrais e periféricas e a liberacdo de endorfinas (YAN; CHOW; ARMATI, 2011;
KHUMAN et al., 2012; CARROLL et al., 2014). Da mesma forma, muitos estudos
analisaram os efeitos do FBM na dor em modelos experimentais inflamatorios e de
dor neuropatica (SOUSA; FERRARESI; HAMBLIN, 2014; DE SOUSA et al., 2016). Os
resultados demonstraram reducdo da dor e um aumentou nos niveis de aumento de
TBARS (do inglés, “thiobarbituric acid reactive”) prevenido por interleucina 10 (IL-10)
em ambas as fases aguda e crbénica, aumento da atividade de superéxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT) apenas na fase aguda (MARTINS et al., 2016). Outro estudo
mostrou que a FBM reduziu a expressdo do marcador pré-inflamatério (Ibal) na
microglia no ganglio da raiz dorsal e no corno dorsal da medula espinal (KETZ et al.,
2016).

Um estudo demonstrou que o FBM poderia suprimir a sinalizacdo de fibra
aferente, bem como modular a transmissdo sinaptica para os neurénios do corno
dorsal da medula espinal, e isso pode levar a depresséo da dor a longo prazo (YAN;
CHOW; ARMATI, 2011). A Luz, quando absorvida pelos nociceptores, pode inibir as
fibras Ad e C, promover diminuigdo da velocidade de condugao, redugao da amplitude
do potencial de agcdo composto e supresséo da inflamag&o neurogénica. No caso do
FBM, a luz pode bloquear o transporte anterogrado de mitocéndrias ricas em ATP nos
neurdnios do ganglio da raiz dorsal do nervo espinal. Essa inibicdo € completamente
reversivel em 48 horas e leva a formacgédo de varicosidades, que geralmente estéo

associadas a ruptura dos microtubulos (a interrupgcéo do fluxo axénico rapido pode
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reduzir a disponibilidade de ATP, o que é necessario para a polimerizacdo
microtubulos e manutencéo do potencial de repouso) (CARROLL et al., 2014).

Pesquisas recentes sustentam a capacidade da luz penetrar no cérebro e
exercer efeitos biolégicos em moléculas fotorreceptoras presentes nas estruturas do
sistema nervoso central (Figura 12) (GONZALEZ-LIMA; ROJAS, 2011; DE SOUSA et
al., 2016; SALEHPOUR et al., 2018; WANG et al., 2019). Estudos demonstraram
aumento de células neuroprogenitoras, aumento de neurotrofinas e sinaptogénese
(HAMBLIN, 2016; HENNESSY; HAMBLIN, 2018).

Figura 12 - Processos especificos de tecidos que ocorrem apds FBM e beneficiam uma
variedade de disturbios cerebrais. Fator de crescimento nervoso (NGF, do inglés, “nerve growth
factor”), Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF, do inglés “brain-derived neurotrophic fator”),
Neurotrofina-3 (NT-3, do inglés, “Neurotrophin-3”), Interleucina-1 (IL-1, do inglés, “Interleukin-1") e Fator

de necrose tumoral (TNF-a, do inglés, “tumor necrosis factor”). Adaptado de Hamblin, 2016.
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Porém, ha poucos estudos da acdo analgésica da FBM por meio de
substancias endégenas (HAGIWARA et al., 2007; HSIEH; HONG; CHOU, 2015) assim
como resultados duais referentes a esse mecanismo (SERRA E PERES; ASHMAWI,
2010). Portanto, a compreensao das respostas celulares fotobiologicas induzidas pelo

LED necessita ser discutida a luz dos avancos na ciéncia basica, para o
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esclarecimento ou descoberta de mecanismos responsaveis pela efetividade do

tratamento.
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3 JUSTIFICATIVA

Segundo dados da OMS, estima-se que cerca de 30% da populagdo mundial
adulta sofra de dor, sendo que, no Brasil, 70% das buscas por consultas médicas
estdo relacionadas com algum tipo de dor. Apesar dos esforcos para aumentar a
conscientizacdo, a dor inadequadamente gerenciada € um problema persistente. A
percepc¢éo inadequada da dor aguda como mais simples do que a dor cronica pode
resultar das preocupacfes em relacdo ao desenvolvimento da dependéncia do
paciente. Em muitos casos, a falta de tratamento adequado ou a inexisténcia de um
tratamento realmente efetivo acaba levando a disfuncfes e até mesmo incapacidade
transitoria ou permanente afetando substancialmente a qualidade de vida e a
capacidade produtiva desses pacientes. Neste sentido, a continua busca por novas
estratégias terapéuticas, que sejam eficazes e seguras, tém revelado alternativas
bastante promissoras no controle da dor, relacionadas, por exemplo, a
fotobiomodulacdo. No entanto, os medicamentos continuam a ser a principal
ferramenta para o tratamento e controle dos estados dolorosos, e a fotobiomodulacéo
representa uma inesgotavel fonte de efeitos promissores para a pesquisa com

potencial analgésico.

Neste contexto, ha uma clara necessidade de implementar o estudo desta
terapia para complementar o tratamento da dor, de forma segura e eficaz. Além disso,
nos ultimos anos, tem havido um numero crescente de relatos demonstrando
resultados promissores do FBM usado para a dor, na grande maioria dos
comprimentos de onda infravermelho devido a melhor penetracéo tecidual da luz, e
demonstrou-se melhora clinicamente relevante. Tem sido sugerido que o mecanismo
da FBM para o alivio da dor esteja relacionado com o aumento da producédo de
serotonina, sintese de beta-endorfina, aumentar a laténcia nos nervos mediano e sural
e suprimir a conducao nervosa em fibras mielinicas Ad e C nao mielinizadas usando
um modelo animal. Neste sentido, justifica-se o estudo de mecanismos de acao
adicionais aqueles ja descritos na literatura sobre os efeitos analgésico da

fotobiomodulac&o de baixa intensidade.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
- Estudar a hipétese do efeito antinociceptivo do LED infravermelho de baixa
intensidade ser modulado pelo sistema enddgeno descendente da dor em um modelo

de nocicepcédo aguda.

4.2 Objetivos especificos
1) Comparar o efeito do tratamento do LED em animais com e sem tricotomia,

2) Investigar o envolvimento dos sistemas inibitérios descendentes da dor por

meio de interacdes farmacoldgicas, no efeito antinociceptivo do LED;

3) Investigar o efeito do LED na ativacdo da proteina c-Fos induzida pelo
cinamaldeido no corno dorsal da medula espinal e estruturas supraespinais por meio

da técnica de imunoistoquimica e imunofluorescéncia;

4) Avaliar o efeito do LED, sobre a expressao da proteina c-Fos induzida pelo

cinamaldeido no corno dorsal da medula espinal por meio da técnica de Western Blot;

5) Investigar a participacdo do sistema monoaminérgico no efeito
antinociceptivo do LED por meio de testes de nocicepcdo, apds lesdo com

neurotoxinas especificas;

6) Investigar o efeito do LED na modulacdo de componentes do sistema
noradrenérgico e serotoninérgico do tronco encefélico (enzimas, TH, DH e TPH) no
modelo de nocicepcao induzido por cinamaldeido;

7) Abordar a possibilidade da antinocicepcdo do LED ser o resultado de
ansiedade, com e sem a via noradrenérgica por meio do teste do labirinto em cruz
elevado.

8) Abordar a possibilidade da antinocicep¢cédo do LED ser o resultado de um

comprometimento motor, por meio do teste do campo aberto.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Os experimentos foram realizados com 356 camundongos Swiss machos
pesando de 25 a 35¢g, mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas, sob temperatura
de 22+ 2°C e com agua e racdo “ad libitum”. Os animais foram fornecidos pelo Biotério
Central da USP, “Campus” de Ribeirdo Preto, mantidos no Biotério do Departamento
de Farmacologia de Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP. Os animais
foram aclimatados na sala de experimentacdo durante 1 hora antes dos experimentos.
Todos o0s experimentos seguiram as normas de ética estabelecidas para
experimentagdo com animais acordados, recomendadas pela IASP (International
Association for the Study of Pain) e foram iniciados apenas ap6s serem obtidos os
protocolos de aprovacdes pelo comité de ética da UNIARA (CEUA/UNIARA: 026/16)
e do comité de ética da FMRP/USP (CEUA/USP: 131/17). O nimero de animais e a
intensidade do estimulo nocivo foram os minimos necessarios para demonstrar 0s

efeitos consistentes do tratamento com o LED.

5.2 Aplicacao do LED

O tratamento proposto constituiu-se na irradiagdo com LEDs, mediante a
utilizacdo do equipamento Anodyne®, cujo comprimento de onda é 890nm, com
emissao de 60 diodos de 13mW cada, totalizando poténcia maxima de 780mW e
densidade de energia de 41,6J/cm2. Os animais receberam como tratamento uma
dose de 50% do méximo (Tabela 2), determinado em um estudo prévio (PIGATTO et
al., 2017). Foi utilizada uma placa terapéutica por animal neste estudo. O diodo
emissor de luz da placa foi posicionado abaixo de uma plataforma de teste acrilico (10
x 4,5 x 4 cm), e a radiacao infravermelha foi aplicada diretamente na regido ventral
do animal num tempo de 20 minutos (Figura 13). O aparelho foi aferido no grupo de

Optica do Instituto de Fisica da USP, Séo Carlos.



Tabela 2 — Parametros utilizados com os LEDs no estudo.

Aparelho

Anodyne®

Local de aplicacao

Corpo inteiro

Comprimento de onda 890nm
Tempo de exposicao (s) 20min
Area de irradiacdo (cm?) 22,5cm?2

Tipo de aplicacao

Corpo inteiro

Poténcia (mW) 390mwW
Densidade de energia 20,8J/cm?2
(J/cm?)
Densidade de poténcia 17,3mW/cm?
(mW/cm?)
Energia total (J) 468J
Modo de operagéo Pulsado
Frequéncia (Hz) 292Hz
Polarizacao Nao
Frequéncia de tratamento 1 aplicacao

Figura 13 - Representagdo esquematica da aplicacdo do LED (890nm).
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5.3 Protocolos experimentais

5.3.1 Parte | - Comparacédo do LED (890nm, 20,8J/cm?) em animais com e sem
tricotomia no modelo de nocicepc¢édo induzida por cinamaldeido administrado
por via intraplantar

Experimento 1) O primeiro experimento visou avaliar o efeito antinociceptivo
do LED poderia ser diferente em animais com e sem tricotomia no modelo de
nocicepc¢ao induzida por cinamaldeido administrado por via intraplantar, uma vez que,
outros vieses foram descartados em um estudo anterior (PIGATTO et al., 2017). Apos
um periodo de adaptacao, primeiramente foi realizada a tricotomia em um grupo de
animais, em seguida realizado o tratamento com o LED, em seguida, os camundongos
receberam uma injecdo de 20ul cinamaldeido (um ativador do canal TRPA1,
10nmol/pata) na superficie ventral da pata traseira direita (Figura 14). Os animais
foram colocados individualmente em uma camara de acrilico, e foi registrado com um
crondbmetro o tempo de lambida e mordida da pata por 5min. A quantidade de tempo

gasto lambendo/mordendo a pata injetada foi considerada indicativa de nocicepcao.

Grupos
Grupo controle, grupo tratado com LED com tricotomia e LED sem tricotomia.

Total de grupos: 3, (6 animais por grupo).
Figura 14 - Representacdo esquematica da comparagao do tratamento do LED (890nm, 20,8J/cm?) em

animais com e sem tricotomia. No modelo de nocicepg¢éo induzida por cinamaldeido administrado por

via intraplantar
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5.3.2 Parte Il - Ensaios farmacoldgicos

5.3.2.1 Envolvimento dos sistemas serotoninérgico, noradrenérgico,
dopaminérgico, opioidérgico, GABAérgica e colinérgico

Experimento 1) Para avaliar o envolvimento dos sistemas descendentes
inibitérias da dor, foram realizados experimentos com administracao intratecal de
salina para o grupo controle, metisergida (antagonista ndo seletivo de receptores
serotoninérgicos, 20ug/sitio) (KWON et al.,, 2005), maleato de WAY-100635
(antagonista seletivo de receptores serotoninérgicos 5HT-1, 10ug/sitio) (NAKAMOTO
et al., 2015), cetanserina (antagonista seletivo de receptores serotoninérgicos 5HT-2,
10ug/sitio) (GENCER; GUNDUZ; ULUGOL, 2015), MDL 72222 (antagonista seletivo
de receptores serotoninérgicos 5HT-3, 15ug/sitio) (KIM et al., 2016b), 5, 15, 5 e 20
minutos, respectivamente, antes do tratamento com o LED. Fentolamina (antagonista
nao seletivo de receptores a-adrenérgicos, 1ug/sitio) (ANDOH; GOTOH; KURAISHI,
2013) prazosin (antagonista seletivo de receptores adrenérgicos a1, 20ug/sitio),
yohimbina (antagonista seletivo de receptores adrenérgicos a2, 20ug/sitio) (GE;
ZENG; TAN, 2005), propranolol (antagonista ndo seletivo de receptores -
adrenérgicos, 200ug/sitio) (GENCER; GUNDUZ; ULUGOL, 2015), 5, 5, 5 e 30
minutos, respectivamente, antes do tratamento com o LED. Haloperidol (antagonista
nao seletivo de receptores dopaminérgicos, 1nmol/sitio) (HORNFELDT; KITTO;
LARSON, 1996), 15minutos antes do tratamento com o LED. Naloxona (antagonista
nao seletivo de receptores opioides, 20ug/sitio) (KWON et al., 2005), D-Phe-Cys-Tyr-
D-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NH2 (CTOP) (antagonista seletivo de receptores opioides
M1/u2, 175pmol/sitio) (MIZOGUCHI et al., 2014), 5 e 10 minutos, respectivamente,
antes do tratamento com o LED. Bicuculina (antagonista seletivo de receptores
GABAérgicos do tipo GABAA, 0,5ug/sitio) (PENG et al., 2015), faclofeno (antagonista
seletivo de receptores GABAérgicos do tipo GABAB, 5ug/sitio) (SIM et al., 2013), 5 e
5 minutos, respectivamente, antes do tratamento com o LED. Atropina (antagonista
nao seletivo de receptores muscarinicos, 20ng/sitio), hexametileno (antagonista nao
seletivo de receptores nicotinicos, 100ng/sitio) (YOON et al., 2005), 5 e 15 minutos,

respectivamente, antes do tratamento com o LED (Figura 15).
Grupos: 32 (6 animais).

OBS: O teste comportamental realizado apos a administracdo dos farmacos,

nocicepcao induzida por cinamaldeido, ja explicado no item 5.3.1.
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Figura 15 - Representacdo esquematica dos ensaios farmacoldgicos administrados por via intratecal.
(X) representa o tempo apds a administracdo do(s) antagonista(s) de cada sistema estudado, ja

explicado no item 5.3.2.1.
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5.3.2.2 Envolvimento do sistema opioidérgico

Experimento 2) Uma vez que, a naloxona administrada via intratecal preveniu
o efeito antinociceptivo do LED, investigamos a administragdo de naloxona via
intracerebroventricular. A implantacdo cirargica da canula no ventriculo lateral
encefalico foi conduzida em um ambiente asséptico, como descrito anteriormente
(PAXINOS; FRANKLIN, 2001; HAN et al, 2014). Os camundongos foram
anestesiados com cetamina 90mg/Kg e xilazina 12mg/Kg por via intraperitoneal,
respectivamente, e colocados em um aparelho de estereotaxia. Foi realizada
tricotomia da area de incisdo do couro cabeludo, e realizada uma incisao sagital na
linha média, expondo a superficie do cranio. Um unico furo foi perfurado através do
cranio alvo. As coordenadas para o posicionamento da canula, foram as seguintes:
3mm posterior ao bregma, médio lateral de 1 mm e 3 mm dorso-ventral da superficie
do cranio para o ventriculo lateral (injecdo intracerebroventricular). Para evitar a
oclusdo, uma haste foi inserida na canula guia. A agulha de injecéo se projetou 0,5
mm a partir da extremidade final da canula guia. Acrilico dental foi usado para fixar a
canula guia no cranio. Apoés a cirurgia, os animais foram observados até a recuperacao
de 7 dias; durante este tempo, os camundongos foram manipulados suavemente e
diariamente para minimizar o estresse associado com a manipulacdo dos animais

durante os experimentos.
Administragédo da droga

A droga foi administrada no ventriculo lateral em um volume fixo de 4 ml (em
uma taxa constante de 10 ml/min). Foi realizada a administracado da naloxona na dose

de 5ug/3ul por via intracerebroventricular (CHEN et al., 2014), 5 minutos apds, os
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animais foram tratados com o LED e em seguida foi administrado por via intraplantar
20 ul cinamaldeido, ja explicado no item 5.3.1 (Figura 16).
Grupos

Controle (salina), naloxona, LED, naloxona + LED. Grupos: 4 (6 animais). Total

de animais: 24

Figura 16 - Representacdo esquematica do ensaio farmacolégico administrado por via

intracerebroventricular.

Implantagéo
da canula Pré-tratamento Tratamento Cinamaldeido (i.pl.)
| | I I | 1 1 I
-7 5 20 0 5
F——1(dias) fmmf——rvi / i { /4 f=r (min)
Naloxona (i.c.v) LED
(20,8 J/cm?)

Experimento 3) Como foi observado que praticamente todos os antagonistas
dos sistemas avaliados preveniram o efeito do LED, investigamos se o LED poderia
reduzir a expressao da proteina c-Fos no corno dorsal da medula espinal. Para isto,
foi realizada a técnica de imunoistoquimica, imunofluorescéncia e “Western Blotting”,
de acordo com os itens 5.4.1, 5.4.2 e 5.4.3, respectivamente. Também foi investigado
se 0 LED poderia aumentar a expressdo da proteina c-Fos nas trés principais
estruturas supraespinais das vias descendentes inibitérias da dor (PAG, LC, RMg).
Para isto, foi realizada a técnica de imunoistoquimica e imunofluorescéncia, de acordo

com os itens 5.4.1 e 5.4.2, respectivamente.

5.3.3 - Parte lll - Lesdes com neurotoxinas seletivas de vias monoaminérgicas
Experimento 1) Uma vez observado o envolvimento de varios sistemas
inibitorios da dor e o LED reduziu a expressao da proteina c-Fos no corno dorsal da
medula espinal e aumentou nas principais estruturas supraespinais envolvidas no
controle descendente inibitorio da dor, investigamos se a deplecdo das principais vias
inibitérias da dor poderia interferir no efeito antinociceptivo do LED. As neurotoxinas,
6-OHDA (20pg), DSP-4 (20ug) e 5,7-DHT (50ug) foram injetadas por via intratecal
para degenerar terminais noradrenérgicos e serotoninérgicos na medula espinhal. Foi

injetado 30 minutos antes da inje¢cédo de 5,7-DHT, foi administrado (25mg/kg, i.p.) de
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desipramina. O uso de desipramina foi feito para bloquear a absor¢éo ndo especifica
de 5,7-DHT em terminais noradrenérgicos. A avaliacao do efeito do LED nos modelos
de dor com o cinamaldeido, ja explicado no item 5.3.1 e placa quente (Figura 17) foi
realizado antes e 3 dias ap0s as injecdes de 6-OHDA, DSP-4, e 5,7-DHT (CHOI et al.,
2003; HUNG et al., 2003; KREMER et al., 2018).

Grupos

Controle (salina), 6-OHDA, 6-OHDA+LED, DSP-4, DSP-4 + LED, 5,7-DHT, 5,7-
DHT + LED. Grupos: 7 (6 animais). Total de animais: 42

5.3.3.1 Teste da placa quente

O teste da placa quente foi usado para medir as laténcias de resposta de acordo
com um método previamente descrito (PIGATTO et al., 2017). Neste experimento,
uma placa quente (AVS Projetos, Campinas, SP, Brasil) foi mantida a 50+1°C. Os
animais foram colocados em camaras plasticas claras na superficie do aparelho, e o
tempo (s) entre a colocacao e a agitagdo ou lambida das patas ou saltos foi registrado
como o indice de laténcia da resposta. Um periodo de laténcia (cut-off) de 30s foi
definido como analgesia completa. Para determinar a linha de base, cada animal foi

testado antes do tratamento com irradiacdo de LED.

Figura 17 - Representacao esquemética da lesdo neurotdxica administrada por via intratecal.

! 3 dias !
Placa quente Neurotoxina Placa quente
(50°C) (50°C)
Basal e

Cinamalde|ido (i.pl.)

|

|

Tratamento Cinamaldeido (i.pl.) Placa quente

(50°C)
20 0 5 Cut off 30”
F } 7 =f (min) & } 7 (s)
LED
(20,8 Jicm?)

Experimento 2) Para confirmar as lesbes com as neurotoxinas (6-OHDA e

DSP-4) foi realizada a marcagéo de TH e DBH no corno dorsal da medula espinal e
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LC e, com a neurotoxina 5,7-DHT foi realizada a marcacédo de TPH no RMg e 5-HT
no corno dorsal da medula espinal e RMg pela técnica de imunofluorescéncia, de

acordo com o item 5.4.2.

Experimento 3) Visto que ha um envolvimento dos sistemas inibitérios da dor,
assim como, das principais vias inibitorias da dor e o LED reduziu a expressao da
proteina c-Fos no corno dorsal da medula espinal, investigamos qual seria o efeito do
LED na expressdo da proteina c-Fos no corno dorsal da medula espinal, ap6s a
deplecdo das principais vias inibitérias da dor. Para isto, foi realizada a técnica de

imunofluorescéncia de acordo com o item 5.4.2.

5.3.4 — Parte IV - Caracterizacao farmacoldgica do efeito antinociceptivo do LED
(890; 20,8J/cm?) no comportamento semelhante a ansiedade aferido no teste do
labirinto em cruz elevado (LCE).

Experimento 1) Para abordar a possibilidade da antinocicepc¢éo do LED ser o
resultado de ansiedade, uma vez que, foi observado o envolvimento do sistema

noradrenérgico, realizamos o teste do LCE.

Os animais foram pré-tratados com DSP-4 (20ug/i.t.), 3 dias apds a injecao da
neurotoxina um grupo de animais foram tratados com LED e outro grupo néo, e foram
avaliados no LCE (Figura 18). O LCE consiste em quatro bracos elevados (50 cm)
dois abertos, 30 cm x 7 cm e dois bragos fechados 31 cm x 7 cm x 35 cm, todos com
teto aberto. Os bracos foram dispostos de modo que os dois bracos abertos ficassem
opostos um ao outro e conectados a area central 7 cm x 7 cm contendo paredes
opacas de 30 cm de altura. Os testes de LCE ocorreram em uma sala silenciosa com
iluminagcdo ambiente. No dia do teste, os camundongos foram levados para se
acostumarem a sala de teste por 20 minutos. Cada camundongo foi colocado em um
braco fechado, de frente para a plataforma de entrada e os companheiros de gaiola
comecaram no mesmo braco fechado. Cada camundongo teve 5 minutos para
explorar o LCE e depois retornou a sua gaiola. Entre uma e outra exposi¢cdo dos
animais, o LCE foi cuidadosamente limpo com &lcool 70%. O desempenho no LCE foi
gravado usando uma camera de video suspensa (Sony Handycam HDR-CX350,
Konan, Minato-ku, Tokyo, Japan) para quantificacao posterior por meio do software X-
Plo-Rat verséo 1.1.0, 2005. As entradas de braco aberto e fechado foram definidas

como as duas patas dianteiras entrando no braco, e o tempo do brago aberto comecgou
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no momento em que as patas dianteiras entraram nos bragos abertos e terminaram
na saida. (IBRAHIM et al., 2018).

Grupos

Controle (salina), DSP-4, LED, DSP-4 + LED. Grupos: 4 (6 animais). Total de

animais: 24

Figura 18 - Representacdo esquematica da caracterizacdo farmacolégica com DSP-4 (20ug/i.t.) no
LCE.
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5.3.5 - Parte V - Teste do campo aberto
Experimento 1) Para abordar a possibilidade da antinocicepc¢do do LED ser o

resultado da reducgé&o da atividade locomotora, foi realizado o teste do campo aberto.

A fim de avaliar a atividade locomotora espontdnea dos animais, a
deambulacéo foi avaliada pelo teste do campo aberto. O aparato consistiu em uma
arena circular de madeira com 62 cm de diametro x 29,5 cm de altura, pintada
inteiramente de branco (campo aberto). O assoalho dessa arena é dividido por meio
de trés circulos concéntricos subdivididos através de segmentos de retas em
dezenove partes de tamanho semelhante, de acordo com (EYSENCK, 2014).

Apos o tratamento com o LED, os animais foram colocados individualmente no
centro da arena, permitindo que explorassem livremente o aparato por um periodo de
5 min. No decorrer deste periodo foi avaliado o tempo que 0s animais permaneceram
na periferia e no centro e o nimero de unidades de locomocao percorridas (Figura
19). Cada unidade de locomocgéao correspondeu ao ato do animal entrar com as quatro

patas nas divisbes marcadas no fundo da arena. A soma destas unidades foi
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registrada e expressa como numero de cruzamentos. Entre as observagfes de cada

animal, o aparato foi limpo com solugéo de alcool 70%.
Figura 19 - Representagdo esquematica da avaliacdo locomotora apds exposi¢do ao LED no teste do

campo aberto.
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5.4 - Imunomarcacao da proteina c-Fos, tirosina hidroxilase (TH), dopamina-B-
hidroxilase (DBH), triptofano hidroxilase (TPH) e 5-hidroxitriptamina (5-HT)

5.4.1 Ensaio de imunoistoquimica
Uma hora apds a injecdo intraplantar de cinamaldeido, os animais foram

anestesiados com cetamina 90mg/Kg e xilazina 12mg/Kg por via intraperitoneal,
respectivamente e, logo depois, perfundidos via transcardiaca com PBS 0,01M
seguido de paraformaldeido 4% tamponado em tampéo fosfato a 0,1M. Apds a
perfusdo, a medula foi seccionada na porcdo L4-L6 e o tronco encefélico
transversalmente seccionado em nivel de (PAG, LC e RMg) os cortes foram mantidos
por 2 horas em paraformaldeido a 4% para pos-fixacdo. Em seguida, 0s mesmos
ficaram em uma solucéo hiperténica de sacarose (30%), por cerca de 24 horas, para
crioprotecdo do material. Apés esse procedimento, a medula e o tronco encefélico
foram incluidos em meio para cortes sob congelamento Tissue-Tek® O.C.T.™
(Sakura Finetek), rapidamente congelados em gelo seco e estocadas a -70°C. Os
cortes histoldgicos foram realizados em criostato (Leica CM1850, Alemanha) com
espessura de 15um e estocados em 2mL de PBS.

As seccdes foram lavadas e incubadas com anticorpo de coelho (1: 1000 em
PBS 0,1M e “Triton” 0,1%, sc-52, Santa Cruz) “overnight”. Em seguida, estas foram
processadas pelo método avidina-biotina imunoperoxidase (kit Vectastain ABC,
Vector Lab, EUA) e a imunoreatividade para c-Fos foi revelada por meio da adi¢éo do

cromogeno diaminobenzidina (Sigma).
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As laminas foram, entdo, montadas e vistas por meio de microscopio de luz
(Olympus BX50, Japéo), acoplado a uma camera (Olympus DP72, Japao). Foram
considerados neurbnios positivos para c-Fos aqueles que apresentaram manchas
marrons no interior do nucleo. A contagem, embora realizadas com o auxilio de um
“software” de analise de imagem computadorizada (Image J), foi realizada

manualmente.

5.4.2 Ensaio de imunofluorescéncia

Uma hora apés a injecao intraplantar de cinamaldeido os animais foram os
animais foram anestesiados com cetamina 90mg/Kg e xilazina 12mg/Kg por via
intraperitoneal, respectivamente, e perfundidos por via transcardiaca com solucéo
salina, seguida por paraformaldeido a 4% (PFA) de em tampéao de fosfato a 0,1 M
(PBS, pH 7,4). ApGs a perfuséo, a medula foi seccionada na porcao L4-L6 e o tronco
encefalico transversalmente seccionado em nivel de porcdes (PAG, LC e RMg) os
cortes foram mantidos por 2 horas em paraformaldeido a 4% para pos-fixagdo. Em
seguida, os mesmos ficaram em uma solugéo hipertdnica de sacarose (30%), por
cerca de 24 horas, para crioprotecdo do material. ApGs esse procedimento, a medula
e o tronco encefélico foram incluidos em meio para cortes sob congelamento Tissue-
Tek® O.C.T.™ (Sakura Finetek), rapidamente congelados em gelo seco e estocadas
a -70°C. Os cortes histolégicos foram realizados em criostato (Leica CM1850,
Alemanha) com espessura de 15um e estocados em 2mL de PBS.

Para execucao da técnica, primeiramente, as seccfes foram lavadas 3 vezes
em PBS por 5 minutos cada lavagem e incubadas em solucéo de glicina 0,1 M por 30
minutos, para retirada completa de grupos aldeidos. Novamente, os cortes foram
lavados em PBS (3 vezes de 5 minutos) e em seguida realizou-se o bloqueio de
ligacdes inespecificas, pela incubacdo com solucédo de albumina sérica bovina (BSA)
2% e “Triton” X® 0,1% diluidos em PBS, por 1 hora. Apds o bloqueio, os cortes foram
incubados com os seguintes anticorpos primarios: anti-Fos (1:4000) produzido em
coelho (ab190289 - Abcam), anti-tirosina hidroxilase (1:200) produzido em coelho
(T8700 - Sigma), anti-dopamina B-hidroxilase (1:200) produzido em coelho (sc-15318
— Santa Cruz), anti-triptofano hidroxilase (1:200) produzido em coelho (ab227845 -
Abcam) e anti-5-HT (1:100) produzido em cabra (AB_572262 — Immunostar). Todos

os anticorpos foram diluidos na solucao de bloqueio e mantidos “overnight” a 4°C.
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ApOs esta etapa, os cortes foram novamente lavados em PBS (3 vezes de 5
minutos), seguindo-se a incubagdo dos anticorpos secundarios fluorescentes
apropriados: Alexa flaor 594 (1:400) anti-coelho ou Alexa flior 594 (1:200) anti-cabra
ou Alexa flaor 488 (1:400 e 1:8000) anti- coelho, por 2 horas, em temperatura
ambiente. Posteriormente, as sec¢Oes foram lavadas (3 vezes de 5 minutos) e
montadas em laminas silanizadas e cobertas com laminula usando Fluoromount. (com
DAPI). As imagens foram obtidas em microscopia confocal (SP5, Leica, Wetzlar,

Alemanha e Zeiss).

5.4.3 Analise por “Western Blotting”

Extracao de Proteinas

Uma hora ap0s a injecéo intraplantar de cinamaldeido a medula foi coletada e
colocada em tampao RIPA Buffer® (sigma Aldrich) com inibidores de proteases, as
amostras foram processadas com o uso do homogeneizador Dremel 10.8 V Lithium-
ion/com ponteira de acrilico. O homogenato foi centrifugado a 13000 g (15 min) a 4°C.
Uma aliquota do sobrenadante foi separada para dosagem de proteinas pelo método

colorimétrico Coomassie (Bradford) “Protein Assay” Kit (Pierce, Rockford, IL USA).

Eletroforese e ImunoBlot

Volumes de amostras do homogenato, correspondentes a 40 ug de proteinas,
foram incubadas com tampéao de amostras na proporcéo (1:1), a 70° C durante (10
min). Em seguida, as amostras foram aplicadas em gel gradiente de poliacrilamida 4-
12% (1,5 mm de espessura) na presenca de SDS (SDS-PAGE) para separagao por
eletroforese, utilizando-se o sistema “Mini-Protean Il Eletrophoresis Cell” (“Bio-Rad
Laboratories”, Hercules CA, USA). A corrida foi feita sob voltagem inicial de 80 V, a
partir de (30 min). Esta foi mudada para 100 V, utilizando-se o tamp&o de corrida Tris-
HCI 25 nM, pH 8,3, glicina 192 mM e SDS 0,1% p/v. As proteinas separadas por SDS-
PAGE foram transferidas para membranas prontas (“Amersham Pharmacia Biotech”,
“‘Little Chalfont”, UK), utilizando-se o sistema de transferéncia “Mini-Trans Blot
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories”, Hercules CA, USA). Apds o
fracionamento das proteinas, o gel e a membrana de nitrocelulose foram incubados
no tampao de transferéncia (Tris-HCI 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM, 20% de metanol)
por (30 min). A transferéncia foi realizada sob voltagem constante de 100 V, durante
(1 hora e 15 min). Apos a transferéncia as membranas foram coradas com Ponceau

0,5% e acido tricloroacético 3%, para certificacdo de que houve transferéncia das
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proteinas. Em seguida, as membranas foram lavadas em &gua desionizada e o
blogueio dos sitios antigénicos inespecificos foi realizado pela incubacdo das
membranas por 2 horas, sob refrigeracdo, em solucdo tampao salina tris (TBS)
contendo 7% (p/v) de leite desnatado (molico®), sob agitacdo continua. Apds o
bloqueio, as membranas foram lavadas trés vezes com TBS contendo 0,1% de
“Tween” 20, por (5 min). Em seguida foram incubadas por 24 horas em solugéo TBS-
T, 1:500, onde foi adicionado anticorpo monoclonal de camundongo contra Fos (sc-
166940).

ApGs a incubagdo com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas 3
vezes por 5 (min) com TBS contendo 0,1% “Tween” 20 e, em seguida, incubadas com
IgG de coelho contra camundongo conjugado a peroxidase (1:2000; HRP; Jackson
ImmunoResearch, PA, USA), por uma hora, a temperatura ambiente. Apds esta
incubagéo, as membranas foram novamente lavadas trés vezes com TBS contendo
0,1% Tween 20 por (5 min). Para revelar as membranas, estas foram incubadas com
uma mistura de reagentes do “kit” de quimioluminescéncia (ECL, “Amersham
Pharmacia Biotech, Little Chalfont”, UK) como descrito no manual de instrucdes e
levadas ao aparelho (“Gel DocTM XR+ System”) por aproximadamente (30 min).

5.5 Eutanésia
Apos o final de cada experimento os animais foram eutanasiados por

deslocamento cervical para posterior analise e avaliacdo do material coletado.

5.6 Andlise estatistica
Foi realizada uma andlise do calculo amostral e do poder da amostra

previamente.

Os resultados foram apresentados como a média + SEM. Foi realizado teste de
Levene para analise da homocedasticidade (homogeneidade das variancias). Analise
estatistica foi realizada usando o teste t de Student ndo pareado, one-way (ANOVA)
seguida, quando necessario, pelo teste de Tukey. Em todos os casos, as diferencas
foram consideradas significativas quando p<0,05. Parametros estatisticos foram
calculados usando o “software” estatistico “Graph Pad Prism” (“Graph Pad Software
7.1,1Inc”).
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) na nocicepc¢éo induzida por cinamaldeido
em animais com e sem tricotomia

Os resultados apresentados na Figura 20 demonstram que o tratamento com o
LED reduziu a nocicepgao promovida pelo cinamaldeido em camundongos (p<0,0001)
e a realizagcao da tricotomia, n&do alterou o efeito do LED.

Figura 20 - Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) com e sem tricotomia sobre o comportamento
nociceptivo apés intraplantar de cinamaldeido. Coluna preta indica o grupo controle (C) e coluna
aberta animais tratados com LED com tricotomia e cinza correspondem aos animais tratados com LED
sem tricotomia. ***p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo tratado com LED com tricotomia
ou sem tricotomia e o grupo controle ndo tratado, respectivamente. Os dados sd0 expressos como a
média £ EPM, (n = 8-10 animais). A estatistica foi realizada por analise de varidncia de uma via
(ANOVA) seguida de Tukey.
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6.2 Envolvimento do sistema serotoninérgico

Os resultados apresentados na Figura 21 demonstram que o tratamento com o
LED reduziu a nocicepgao causada pelo cinamaldeido em camundongos (p<0,0001)
e que tal efeito foi prevenido pelo pré-tratamento dos animais com maleato de WAY-
100635 (10ug/i.t.) (p<0,0001), cetanserina (10ug/i.t.) (p<0,001). No entanto, nem a
metisergida (150pmol/i.t.), nem o MDL 72222 (15ug/i.t.), preveniram o efeito
antinociceptivo do LED. A administracdo do maleato de WAY-100635, metisergida,
cetanserina e MDL 72222 nao causou nenhum efeito “per se” na nocicepc¢ao induzida

pelo cinamaldeido, quando comparado com o grupo que recebeu veiculo.
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Figura 21 — Envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito antinociceptivo do LED (890nm;
20,8J/cm?2) - Efeito da pré-administragdo de metisergida (150pmaol/i.t.) (A), WAY-100635 (10ug/i.t.) (B),
cetanserina (10ug/i.t.) (C), e o MDL 72222 (15ug/i.t.) (D) sobre a atividade antinociceptiva do LED.
***xn<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo controle nédo
tratado, respectivamente. ####p<0,0001 e ###p<0,001 indicam diferenca significativa entre o grupo
tratado com LED e o grupo tratado com WAY-100635 + LED ou 0 grupo com cetanserina. + LED,
respectivamente. Os dados sdo expressos como a média + EPM, (n = 8-10 animais). A estatistica foi

realizada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de Tukey.
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6.3 Envolvimento do sistema Noradrenérgico

Os resultados apresentados na Figura 22 demonstram que o tratamento com o
LED reduziu a nocicepgao causada pelo cinamaldeido em camundongos (p<0,0001)
e gue tal efeito foi prevenido pelo pré-tratamento dos animais com a fentolamina
(1ugli.t.) (p<0,01), prazosin (20ug/i.t.) (p<0,01), yohimbina (20pg/i.t.) (p<0,05) e
propranolol (200ug/i.t.) (p<0,05). A administragao do fentolamina, prazosin, yohimbina



77

e propranolol ndo causou nenhum efeito “per se” na nocicepcédo induzida pelo

cinamaldeido, quando comparado com o grupo que recebeu veiculo.

Figura 22 — Envolvimento do sistema noradrenérgico no efeito antinociceptivo do LED (890nm;
20,8J/cm?2) - Efeito da pré-administragao de fentolamina (1ug/i.t.) (A), prazosin (20ug/i.t.) (B), yohimbina
(20ug/i.t.) (C), propranolol (200ug/i.t.) (D) sobre a atividade antinociceptiva do LED. ****p<0,0001 indica
diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo controle nao tratado, respectivamente.
#p<0,05 e ##p<0,01 indicam diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo tratado
com fentolamina + LED ou o grupo tratado com prazosin + LED ou o grupo tratado com yohimbina +
LED ou o grupo tratado com propranolol + LED, respectivamente. Os dados sdo expressos como a
média £ EPM, (n = 8-10 animais). A estatistica foi realizada por andlise de variancia de uma via
(ANOVA) seguida de Tukey.
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6.4 Envolvimento do sistema Dopaminérgico

Os resultados apresentados na Figura 23 demonstram que o tratamento com o
LED reduziu a nocicepgao causada pelo cinamaldeido em camundongos (p<0,0001)
e que tal efeito foi prevenido pelo pré-tratamento dos animais com a haloperidol

(1nmol/i.t.) (p<0,0001). A administragao de haloperidol ndo causou nenhum efeito “per
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se” na nocicepgao induzida pelo cinamaldeido, quando comparado com o grupo que

recebeu veiculo.

Figura 23 — Envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito antinociceptivo do LED (890nm;
20,8J/cm?2) - Efeito da pré-administracdo de haloperidol (1nmol/i.t.) sobre a atividade antinociceptiva do
LED. ****p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo controle ndo
tratado, respectivamente. ####p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e
0 grupo tratado com haloperidol + LED. Os dados sdo expressos como a média =+ EPM, (n = 8-10

animais). A estatistica foi realizada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de Tukey.
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6.5 Envolvimento do sistema opioidérgico

Os resultados apresentados na Figura 24 demonstram que o tratamento com o
LED reduziu a nocicepc¢éo causada pelo cinamaldeido em camundongos (p<0,0001)
e gue tal efeito foi prevenido pelo pré-tratamento dos animais com a naloxona
(20ug/i.t.) (p<0,01), naloxona (5ug/ i.c.v.) (p<0,01) e CTOP (150pmol/i.t.) (p<0,01).
Nem a administragdo da naloxona, nem de CTOP causou efeito “per se” na
nocicepcao induzida pelo cinamaldeido, quando comparado com o grupo que recebeu

veiculo.
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Figura 24 — Envolvimento do sistema opioidérgico no efeito antinociceptivo do LED (890nm;
20,8J/cm?2) - Efeito da pré-administragéo de naloxona (20ug/i.t.) (A), CTOP (150pmol/i.t.) (B) e naloxona
(5ug/ i.c.v.) (C) sobre a atividade antinociceptiva do LED. ****p<0,0001 indica diferenca significativa
entre o grupo tratado com LED e o grupo controle ndo tratado, respectivamente. ##p<0,01 indica
diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo tratado com naloxona i.t. + LED ou o
grupo tratado com naloxona i.c.v. + LED ou o grupo tratado com CTOP + LED, respectivamente. Os
dados sdo expressos como a média + EPM, (n = 8-10 animais). A estatistica foi realizada por analise
de variancia de uma via (ANOVA) seguida de Tukey.
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6.6 Envolvimento do sistema GABAérgico

Os resultados apresentados na Figura 25 demonstram que o tratamento com o
LED reduziu a nocicepgao causada pelo cinamaldeido em camundongos (p<0,0001)
e que tal efeito foi prevenido pelo pré-tratamento dos animais com a bicuculina
(0,5ug/i.t) (p<0,001) e faclofeno (5ug/i.t) (p<0,01). A administragao da bicuculina e do
faclofeno ndo causou nenhum efeito “per se” na nocicepgao induzida pelo

cinamaldeido, quando comparado com o grupo que recebeu veiculo.
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Figura 25 — Envolvimento do sistema GABAérgico no efeito antinociceptivo do LED (890nm;
20,8J/cm?2) - Efeito da pré-administragado de bicuculina (0,5ug/i.t) (A) ou faclofeno (5ug/i.t) (B) sobre a
atividade antinociceptiva do LED. ****p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo tratado com
LED e o grupo controle ndo tratado, respectivamente. ###p<0,001, ##p<0,01 indicam diferenca
significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo tratado com bicuculina + LED ou o grupo tratado
com faclofeno + LED, respectivamente. Os dados sdo expressos como a média + EPM, (n = 8-10

animais). A estatistica foi realizada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de Tukey.
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6.7 Envolvimento do sistema Colinérgico

Os resultados apresentados na Figura 26 demonstram que o tratamento com o
LED reduziu a nocicepg¢éo causada pelo cinamaldeido em camundongos (p<0,001) e
que tal efeito foi prevenido pelo pré-tratamento dos animais com a hexametileno
(100ng/i.t) (p<0,05) e atropina (20ng/i.t) (p<0,0001). A administracdo de hexametileno
e atropina nao causou nenhum efeito “per se” na nocicepcdo induzida pelo

cinamaldeido, quando comparado com o grupo que recebeu veiculo.
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Figura 26 — Envolvimento do sistema colinérgico no efeito antinociceptivo do LED (890nm;
20,8J/cm?2) - Efeito da pré-administracdo de hexametileno (100ng/i.t) (A) e atropina (20ng/i.t) (B) sobre
a atividade antinociceptiva do LED. ****p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo tratado
com LED e o grupo controle ndo tratado, respectivamente. #p<0,05 e ####p<0,0001 indicam diferenca
significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo tratado com hexametileno + LED ou o grupo
tratado com atropina. + LED, respectivamente. Os dados sdo expressos como a média + EPM, (n = 8-

10 animais). A estatistica foi realizada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de Tukey.
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6.8 Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) na quantificacéo de c-Fos no corno dorsal
da medula espinal dorsal de camundongos

Em relacéo a imunoistoquimica e imunofluorescéncia para c-Fos (Fig. 27 e 28),
o cinamaldeido promoveu um aumento na expressao da proteina c-Fos (p<0,0001) e
este aumento foi atenuado pelo tratamento com o LED no corno dorsal da medula
espinal (p<0,0001).
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Figura 27 - Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) na quantificacdo de c-Fos no corno dorsal da
medula espinal dorsal de camundongos. Fotomicrografias representativas da imunoistoguimica em
diferentes grupos experimentais. (A) representa o grupo “naive”, (B) representa células imunorreativas
apos injecdo intraplantar de cinamaldeido (C) representa o efeito do LED para a expressao de c-Fos
apos injecao de cinamaldeido na pata de camundongos. Nimero de células imunorreativas para c-Fos
no corno dorsal da medula espinal (D). ####p<0,001 indica diferenga significativa entre o grupo naive
e 0 grupo cinamaldeido. ****p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo cinamaldeido e o

grupo cinamaldeido + LED. A estatistica foi realizada por analise de variancia de uma via (ANOVA)

seguida de Tukey.
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Figura 28 — Figuras representativas do efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) na quantificacdo de c-
Fos no corno dorsal da medula espinal dorsal de camundongos.

Fotomicrografias de cortes transversais do corno dorsal da medula espinal que demonstram o efeito do
LED para a expressao de c-Fos ap0s injecdo de cinamaldeido na pata de camundongos nos diferentes

grupos experimentais

Dapi c-Fos Merge

Naive

Cinamaldeido (10nmol/pata)
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+
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6.9 Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?2) na quantificacdo da expressdao proteica de
c-Fos por Western Blotting no corno dorsal da medula espinal de camundongos

Em relacdo a expressdo proteica para c-Fos (Fig. 29), o cinamaldeido
promoveu um aumento na expressao da proteina c-Fos (p<0,0001) e este aumento
foi atenuado pelo tratamento com o LED no corno dorsal da medula espinal
(p<0,0001).
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Figura 29 - Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) na expresséo proteica de c-Fos no corno dorsal
da medula espinal dorsal de camundongos.

Expressao proteica em segmentos do corno dorsal da medula espinal de camundongos 1 horas apés
a injecdo de cinamaldeido na pata. A expressao proteica foi normalizada em relacdo a expressao de
GAPDH. (A) Quantificacdo da expresséo proteica de c-Fos. (B) Membrana representativa da expressao
proteica de c-Fos. ####p<0,001 indica diferenca significativa entre o grupo naive e 0 grupo
cinamaldeido. ****p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo cinamaldeido e o grupo
cinamaldeido + LED. Os dados sé@o expressos como a média £ EPM, (n=6 animais/grupo). A estatistica

foi realizada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de Tukey.
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6.10 Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) na quantificacdo de c-Fos na substancia
cinzenta periaquedutal ventrolateral e dorsolateral, “locus coeruleus” e nucleo

magno da rafe de camundongos

Em relacdo a imunoistoquimica para c-Fos, o tratamento somente com o LED
e com estimulo nocivo mais o LED promoveram um aumento na expressdo da
proteina c-Fos na VIPAG, dIPAG (Fig. 30 e 31), “locus coeruleus” (Fig. 32 e 33) e RMg

(Fig. 34 e 35).
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Figura 30 - Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) na quantificacdo de c-Fos na substancia cinzenta
periaquedutal ventrolateral e dorsolateral de camundongos. Fotomicrografias de seccdes
transversais da substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral (vVIPAG) (A-D), dorsolateral (dIPAG) (F-
I) mostradas por imunoistoquimica para a expressédo de c-Fos apds inje¢do de cinamaldeido na pata
de camundongos. Gréficos ilustram a quantificacdo da expressdo de c-Fos na substancia cinzenta
periaquedutal ventrolateral VIPAG (E), dorsolateral dIPAG (J). ?p<0,01 indica diferenca significativa
entre o grupo naive e o grupo cinamaldeido. ###p<0,001 indica diferenga significativa entre o grupo
naive e o grupo tratado somente com LED. ****p<0,0001 indica diferenca significativa entre tratado com

LED com injecao de cinamaldeido em relagao a todos os outros grupos. Os dados sdo expressos como

a média + EPM, (n=6 animais/grupo). A estatistica foi realizada por andlise de variancia de uma via
(ANOVA) seguida de Tukey.
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Figura 31 - Figuras representativas do efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) na quantificacédo de c-
Fos na substicia cinzenta periaquedutal ventrolateral e dorsolateral de camundongos.
Fotomicrografias de seccdes transversais da substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral (VIPAG) e
dorsolateral (dIPAG), respectivamente, mostradas por imunofluorescéncia para a expressao de c-Fos

apos injecao de cinamaldeido na pata de camundongos.
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Figura 32 - Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) na quantificac@o de c-Fos no “locus coeruleus” de
camundongos. Fotomicrografias de secc¢bes transversais do “locus coeruleus” (A-D) mostradas por
imunoistoquimica para a expressao de c-Fos apés injecdo de cinamaldeido na pata de camundongos.
Gréfico que ilustram a quantificacdo da expressao de c-Fos no “locus coeruleus” (E). ####p<0,01,
indica diferenga significativa entre o grupo tratado somente com o LED e o0s grupos naive e
cinamaldeido; ****p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo tratado com o LED com injecéo
de cinamaldeido em relagao a todos os outros grupos. Os dados sao expressos como a média + EPM,
(n=6 animais/grupo). A estatistica foi realizada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida
de Tukey.
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Figura 33 - Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) na quantificacdo de c-Fos no “locus coeruleus” de
camundongos. Fotomicrografias de secgbes transversais do “locus coeruleus” (LC) mostradas por

imunofluorecéncia para a expresséao de c-Fos ap6s injecédo de cinamaldeido na pata de camundongos.

Dapi c-Fos Merge

Naive

LED (20,8J/cm?)

50 S0pm
Cinamaldeido (10nmol/pata) o
_S0pm

Cinamaldeido (10nmol/pata)
+

LED (20,8J/cm?)




90

Figura 34 - Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) na quantificacdo de c-Fos no nucleo magno darafe
de camundongos. Fotomicrografias de secgbes transversais do ndcleo magno da rafe (A-D)
mostradas por imunoistoquimica para a expressao de c-Fos apds inje¢do de cinamaldeido na pata de
camundongos. Gréfico que ilustra a quantificacdo da expressao de c-Fos no ndcleo magno da rafe (E).
##HH#p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo tratado somente com o LED e 0s grupos naive
e cinamaldeido. ****p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo tratado com LED com injecéo
de cinamaldeido em relagcdo a todos os outros grupos. Dados representados como a média (n=6
animais/grupo). Os dados sdo expressos como a média + EPM, (n=6 animais/grupo). A estatistica foi

realizada por andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de Tukey.
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Figura 35 - Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?2) na quantificacdo de c-Fos no nlicleo magno da rafe de

camundongos. Fotomicrografias de secc¢des transversais do nucleo magno da rafe mostradas por

imunofluorescéncia para a expressao de c-Fos ap0s injecdo de cinamaldeido na pata de camundongos.
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6.11 Envolvimento do sistema monoaminérgico

A administracao intratecal de 6-OHDA (20ug/i.t.), DSP-4 (20ug/i.t.) e 5,7-DHT
(50ug/i.t.) 3 dias antes, produziu uma nocicepc¢ao significativa no teste da placa quente
(p<0,01) (Fig. 36, 37, e 47). O tratamento com LED reduziu a nocicepg¢éo no teste do
cinamaldeido (p<0,01) e placa quente em camundongos (p<0,05) e tal efeito foi
prevenido pelo pré-tratamento dos animais com 6-OHDA, DSP-4 e 5,7-DHT no teste
do cinamaldeido (p<0,001, p<0,001 e p<0,05, respectivamente) e na placa quente
(p<0,0001, p<0,0001 e p<0,0001, respectivamente) (Fig. 36, 37, e 46). As figuras
representativas no corno dorsal da medula espinal e “locus coeruleus” apos as lestes
com 6-OHDA e DSP-4, seguem logo abaixo dos resultados comportamentais

referentes ao DSP-4. Da mesma forma, as figuras representativas no nucleo magno
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da rafe apds a lesdo com 5,7-DHT segue logo abaixo aos seus respectivos testes

comportamentais.

Figura 36 - A administracao intratecal de 6-OHDA (20ug/i.t.) reduz o efeito antinociceptivo do
LED (890nm; 20,8J/cm?) no teste do cinamaldeido (A) e placa quente (B). (A) ***p<0,001 indica
diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo controle ndo tratado, respectivamente.
####p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo LED + 6-OHDA,
respectivamente. 2p<0,01 indica diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo 6-
OHDA, respectivamente. (B). *p<0,05 indica diferenca significativa antes e ap6s o tratamento com o
LEDT, respectivamente. ####p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e
o grupo tratado com LED + 6-OHDA, respectivamente. 2p<0,0001 indica diferenca significativa entre o
grupo antes do tratamento com LED e o grupo 6-OHDA, respectivamente. Pp<0,01 indica diferenca
significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo 6-OHDA, respectivamente. Os dados séo
expressos como a média + EPM, (n = 6 animais/grupo). A estatistica foi realizada por andlise de

variancia de uma via (ANOVA) seguida de Tukey.
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Figura 37 - A administracéo intratecal de DSP-4 (20ug/i.t.) reduz o efeito antinociceptivo do LED
(890nm; 20,8J/cm?) no teste do cinamaldeido (A) e placa quente (B). (A) ***p<0,001 indica diferenca
significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo controle ndo tratado, respectivamente.
####p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo tratado com LED
+ DSP-4, respectivamente. (B). *p<0,05 indica diferenca significativa entre o grupo antes e apés o
tratamento com o LED, respectivamente. ####p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo
tratado com LED e o grupo tratado com LED + DSP-4, respectivamente. 2p<0,001 indica diferenca
significativa entre o grupo sem tratamento com LED e o grupo DSP-4, respectivamente. Os dados séo
expressos como a média + EPM, (n = 6 animais/grupo). A estatistica foi realizada por andlise de

variancia de uma via (ANOVA) seguida de Tukey.
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Figura 38 - Figuras representativas de fibras imunorreativas para tirosina hidroxilase (TH) e dopamina

B-hidroxilase (DBB) no corno dorsal da medula espinal.
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Figura 39 - Figuras representativas de fibras imunorreativas para tirosina hidroxilase (TH) e dopamina
B-hidroxilase (DBB) no corno dorsal da medula espinal apds administracdo intratecal de 6-OHDA
(20ugl/i.t.).
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Figura 40 - Figuras representativas de fibras imunorreativas para tirosina hidroxilase (TH) e dopamina
B-hidroxilase (DBB) no corno dorsal da medula espinal antes e apés administracédo intratecal de DSP-
4 (20ugl/i.t.).
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Figura 41 - Figuras representativas de fibras imunorreativas para tirosina hidroxilase (TH) no corno
dorsal da medula espinal antes e apés administracdo intratecal de 6-OHDA (20ug/i.t.) e DSP-4
(20ug/i.t.). (A) Grupo controle. (B) Lesdo com 6-OHDA (20ug/i.t.) e (C) Lesdo com DSP-4 (20ug/i.t.)
promoveram uma menor atividade para TH e uma perda de fibras positivas para TH. As ponta de setas

indicam fibras positivas para TH.
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Figura 42 - Figuras representativas de fibras imunorreativas para dopamina B-hidroxilase (DBB) no
corno dorsal da medula espinal antes e apds administracéo intratecal de 6-OHDA (20ug/i.t.) e DSP-4
(20ug/i.t.). (A) Grupo controle. (B) Lesdo com 6-OHDA (20ug/i.t.) e (C) Lesdo com DSP-4 (20ug/i.t.)

promoveram uma menor atividade para DBB. As setas indicam fibras imunorreativas para D@B.

Controle 6-OHDA DSP-4




99

Figura 43 - Figuras representativas de fibras e células imunorreativas para tirosina hidroxilase (TH) no

“locus coeruleus” antes e ap6s administragdo intratecal de 6-OHDA (20ug/i.t.) e DSP-4 (20pg/i.t.).
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Figura 44 - Figuras representativas de fibras e células imunorreativas para tirosina hidroxilase (TH) no
“locus coeruleus” antes e ap6s administragao intratecal de 6-OHDA (20ug/i.t.) e DSP-4 (20ug/i.t.). (A)
Grupo controle. (B) Lesdo com 6-OHDA (20ug/i.t.) e (C) Lesdo com DSP-4 (20ug/i.t.) promoveram uma
menor atividade para TH e uma perda de fibras positivas para TH. As setas indicam células

imunorreativas para TH e as ponta de setas indicam fibras imunorreativas para TH.
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Figura 45 - Figuras representativas de fibras e células imunorreativas para dopamina B-hidroxilase

(DBB) no “locus coeruleus” antes e apds administragédo intratecal de 6-OHDA (20ug/i.t.) e DSP-4
Merge

(20ug/it.).
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Figura 46 - Figuras representativas de fibras e neurénios imunorreativos para dopamina 3-hidroxilase
(DBB) no “locus coeruleus” antes e apds administragdo intratecal de 6-OHDA (20ug/i.t.) e DSP-4
(20ug/i.t.). (A) Grupo controle. (B) Lesdo com 6-OHDA (20ug/i.t.) e (C) Lesdo com DSP-4 (20ug/i.t.)
promoveram uma menor atividade para DBB e uma perda de fibras positivas para DBB. As setas

indicam células imunorreativas para DBB e as ponta de setas indicam fibras imunorreativas para DBB.
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Figura 47 - A administracéo intratecal de 5,7-DHT (50ug/i.t.) reduz o efeito antinociceptivo do
LED (890nm; 20,8J/cm?) no teste do cinamaldeido (A) e placa quente (B). (A) ***p<0,001 indica
diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo controle néo tratado, respectivamente.
#p<0,05 indica diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo tratado com LED + 5,7-
DHT, respectivamente. (B). *p<0,05 indica diferenca significativa entre o grupo antes e apés o
tratamento com o LED, respectivamente. ####p<0,0001 indica diferenca significativa entre o grupo
tratado com LED e o grupo tratado com LED + 5,7-DHT, respectivamente. 2p<0,001 indica diferenca
significativa entre o grupo sem tratamento com LED e o grupo 5,7-DHT, respectivamente. Os dados
sdo expressos como a média + EPM, (n = 6 animais/grupo). A estatistica foi realizada por analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida de Tukey.
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Figura 48 - Figuras representativas de células imunorreativas para triptofano hidroxilase (TPH) no

nucleo magno da rafe antes e ap6s administracéo intratecal de 5,7-DHT (50ug/i.t.).
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Figura 49 - Figuras representativas de células imunorreativas para triptofano hidroxilase (TPH) no
ndcleo magno da rafe antes e apés administracao intratecal de 5,7-DHT (50ug/i.t.). (A) Células
imunorreativas para triptofano hidroxilase. (B) Lesdo com 5,7-DHT promoveu uma menor atividade para

TPH. As setas indicam células imunorreativas para TPH.
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Figura 50 - Figuras representativas de fibras imunorreativas para 5-hidroxitriptamina (5-HT) no corno

dorsal da medula espinal.

250 pm
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Figura 51 - Figuras representativas de fibras imunorreativas para 5-hidroxitriptamina (5-HT) no corno

dorsal da medula espinal apds administracéo intratecal de 5,7-DHT (50ug/i.t.).

ey
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Figura 52 - Figuras representativas de fibras imunorreativas para (5-HT) no corno dorsal da medula
espinal antes e apds administracao intratecal de 5,7-DHT (50ug/i.t.). As ponta de setas indicam fibras

imunorreativas para 5-HT.

Controle 5,7-DHT

Figura 53 - Figuras representativas de neurdnios imunorreativos para 5-hidroxitriptamina (5-HT) no

ndcleo magno da rafe antes e apds administrag&o intratecal de 5,7-DHT (50pg/i.t.).
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Figura 54 - Figuras representativas de neurdnios imunorreativos para 5-hidroxitriptamina (5-HT) no

nacleo magno da rafe antes e apds administracdo intratecal de 5,7-DHT (50ug/i.t.). As setas

representam neurdnios imunorreativos para 5-HT.
Dapi 5-HT Merge

Controle

5,7-DHT

6.12 Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) na quantificacdo de c-Fos no corno dorsal
da medula espinal dorsal de camundongos com administracdo por viaintratecal
de DSP-4 (20pg/i.t.) e 5,7-DHT (50pug/i.t.)

Em relacdo a imunofluorescéncia para c-Fos, o cinamaldeido promoveu um
aumento na expressao da proteina c-Fos (p<0,0001) e este aumento foi atenuado pelo
tratamento com o LED no corno dorsal da medula espinal (p<0,0001). Porém, quando
administrado por via intratecal DSP-4 (20ug/i.t.) ou 5,7-DHT (50ug/i.t.), tal efeito foi
prevenido, com um aumento na expressao da proteina c-Fos (p<0,0001 e p<0,0001).
A administrag&o por via intratecal de DSP-4 (20ug/i.t.) ou 5,7-DHT (50ug/i.t.) também
promoveram um aumento na expressao da proteina c-Fos (p<0,05 e p<0,05), (Fig. 55

e 56, respectivamente).
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Figura 55 - Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) na quantificacdo de c-Fos no corno dorsal da
medula espinal de camundongos antes e apds administracdo intratecal de DSP-4 (20ug/i.t.). (A)
Fotomicrografias representativas da imunofluorescéncia em diferentes grupos experimentais. (B)
NUmero de células imunorreativas para c-Fos no corno dorsal da medula espinal. 2p<0,001 indica
diferenca significativa entre o grupo naive e o grupo cinamaldeido. "p<0,001 indica diferenca
significativa entre o grupo cinamaldeido e o grupo DSP-4.****p<0,0001 indica diferenca significativa
entre o grupo cinamaldeido e o grupo cinamaldeido + LED. ####p<0,0001 o grupo cinamaldeido + LED
e 0 grupo cinamaldeido + DSP-4 + LED Os dados sdo expressos como a média + EPM, (n=6

animais/grupo). A estatistica foi realizada por andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de

Tukey.
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Figura 56 - Efeito do LED (890nm; 20,8J/cm?) na quantificacdo de c-Fos no corno dorsal da
medula espinal de camundongos antes e apds administragdo intratecal de 5,7-DHT (50ugl/i.t.).
(A) Fotomicrografias representativas da imunofluorescéncia em diferentes grupos experimentais. (B)
NUmero de células imunorreativas para c-Fos no corno dorsal da medula espinal. 2p<0,001 indica
diferenca significativa entre o grupo naive e o grupo cinamaldeido. "p<0,001 indica diferenca
significativa entre o grupo cinamaldeido e o grupo 5,7-DHT.**** p<0,0001 indica diferenca significativa
entre o grupo cinamaldeido e o grupo cinamaldeido + LED. ####p<0,0001 o grupo cinamaldeido + LED
e o grupo cinamaldeido + 5,7-DHT + LED Os dados s&do expressos como a média + EPM, (n=6

animais/grupo). A estatistica foi realizada por andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de

Tukey.
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6.14 Efeito do LED (890; 20,8J/cm?2) no comportamento semelhante a ansiedade
expresso no teste do labirinto em cruz elevado com e sem administragdo por via
intratecal de DSP-4 (20ug/i.t.)

Os resultados apresentados na Figura 57 demonstram que o tratamento com o
LED, promoveu um maior numero de entradas nos bragos abertos (p<0,05), assim
como maior tempo de permanéncia nos bracos abertos (p<0,05) em relacdo ao grupo
controle. A administracdo de DSP-4 (20ug/i.t.) promoveu um aumento no niumero de
entradas nos bracos abertos (p<0,01) e o tempo de permanéncia (p<0,05). Quando
associado ao LED houve um aumento no nimero de entradas nos bracos abertos
(p<0,01).



Tempo no brago aberto (s)
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Figura 57 - Efeito do LED (890; 20,8J/cm2) no comportamento semelhante a ansiedade no teste
do labirinto em cruz elevado com e sem administracéo intratecal DSP-4 (20ugl/i.t.). (A) *p<0,05
indica diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo controle ndo tratado,
respectivamente. 2p<0,05 indica diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo DSP-4,
respectivamente. (B) *p<0,05 indica diferenca significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo
controle néo tratado, respectivamente. ##p<0,01 indica diferenca significativa entre o grupo tratado com
LED e o grupo LED + DSP-4, respectivamente. 2p<0,01 indica diferenga significativa entre o grupo
controle e o grupo DSP-4, respectivamente. (C) A exposi¢do ao LED nao alterou o nimero de vezes
gue os animais entraram nos bragos fechados. Os dados sdo expressos como a média + EPM, (n=6

animais/grupo). A estatistica foi realizada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de

Tukey.
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6.15 Efeito do LED (890; 20,8J/cm?) no comportamento da atividade locomotora

Os resultados apresentados na Figura 58 demonstram que o tratamento com o
LED, promoveu um aumento no tempo de permanéncia dos animais no centro
(p<0,001) em relacédo ao grupo controle. Em relacdo ao numero de cruzamentos, nao

houve diferenca significativa.
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Figura 58 - Efeito do LED (890; 20,8J/cm2) no comportamento semelhante a ansiedade e da
atividade locomotora esponténea no teste do campo aberto. (A) **p<0,001 indica diferenca
significativa entre o grupo tratado com LED e o grupo controle ndo tratado, respectivamente. (B) A
exposicdo ao LED néo afetou a atividade locomotora. Os dados sdo expressos como a média = EPM,

(n=6 animais/grupo). A estatistica foi realizada por analise de varidncia de uma via (ANOVA) seguida

de Tukey.
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7 DISCUSSAO

Embora estudos tenham mostrado os efeitos positivos da fototerapia sobre a
dor aguda, os mecanismos envolvidos ndo estdo bem elucidados. Previamente, foi
demonstrado que o LED (890nm, 20,8J/cm?2) de baixa intensidade apresentou-se com
um potencial efeito antinociceptivo em diferentes tipos de modelos de nocicepcéo,
(PIGATTO et al., 2017). Da mesma forma, foi demonstrado o envolvimento de alguns
sistemas descendentes inibitérios no controle da dor (PIGATTO, 2015) e seus efeitos
positivos na dor neuropética (PIGATTO et al., 2013). Neste trabalho, nés confirmamos
e estendemos os resultados experimentais obtidos anteriormente, bem como
fornecemos novos subsidios neurobioldgicos que apontam para importantes
mecanismos envolvidos no efeito terapéutico da fotobiomodulag&o no controle da dor.

A dimenséo cognitiva e emocional da dor é de especial importancia no que se
refere & sua experiéncia e ao seu gerenciamento clinico. Muitas evidéncias tém
sugerido que as estruturas corticais cumprem um papel mais ativo no processamento
nociceptivo do que até entao se achava. Em geral, para a dor que reflete a estimulagéo
excessiva de nociceptores especializados, existe uma relacdo adaptativa entre a
sinalizacao de estimulos nocivos e o dano tecidual real ou iminente, correspondendo
a funcéo de alerta crucial da dor. No entanto, a "entrada-saida" para a transmissao
nociceptiva esta longe de ser invariante e pode ser ponderada em favor ou contra a
sua passagem por uma abundancia de mecanismos, incluindo sistemas descendentes
facilitatérios e inibitérios da dor (BASBAUM, 1999; MILLAN, 1999; VANEGAS;
SCHAIBLE, 2004).

A modulagéo (facilitagdo ou inibicdo) da dor existe na forma de um circuito
modulatoério, com aferéncias em multiplas areas, incluindo o hipotalamo, a amigdala,
0 cortex cingulado anterior rostral (rACC), e se dirige para a regido da substancia
cinzenta periaquedutal (PAG), ativando eferéncias da PAG para o bulbo. Os neurdnios
gue se localizam no nacleo magno da rafe e no nucleo reticular gigantocelular, que
estdo incluidos no bulbo ventromedial rostral (RVM), projetam-se para a medula
espinal (corno dorsal, CD), direta ou indiretamente, aumentando ou diminuindo a
atividade da primeira sinapse da via nociceptiva sensorial discriminativa, modificando
a experiéncia da dor (MILLAN, 2002; VANEGAS; SCHAIBLE, 2004; OSSIPOV;
DUSSOR; PORRECA, 2010).
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O mecanismo descendente pode modular a nocicepcao por interacdo com
varios elementos neuronais no corno dorsal da medula espinal: (1) os proprios
terminais das fibras aferentes primarias (PAFS), (2) neurdnios de projecao (PNs), (3)
interneurdnios excitatorios (EXIN) ou inibitorios (ININ) e (4) terminais de outras vias
descendentes. Os mecanismos que medeiam o controle descendente inibitorio da dor
atenuam a liberacdo de mediadores pro-nociceptivos (a¢des pré-sinapticas) e, direta
ou indiretamente (via interneurdnios inibitdrios), suprimindo a excitacdo dos neurdnios
de projecdo (acbes pos-sinapticas) (WILLIS; WESTLUND, 1997; MILLAN, 1999,
2002).

O efeito da fotobiomodulacdo é influenciado pela densidade de energia (ou
fluéncia), tipo de leséo e o espectro de absorcdo da molécula fotorreceptora, que sao
moléculas capazes de serem excitadas pelos fotons incidentes e o comprimento de
onda. Ao ser irradiado sobre a pele, o feixe luminoso sofre dois processos: uma
parcela é refletida e outra parte penetra no tecido em propor¢cdes que dependem do
comprimento de onda, das caracteristicas do tecido receptor e do angulo de incidéncia
(ENWEMEKA, 2009; JENKINS; CARROLL, 2011). Uma vez que o pelo do animal
poderia ser uma barreira para a total penetracdo da luz, o primeiro experimento
realizado foi a comparacgao do efeito antinociceptivo do LED em animais com ou sem
tricotomia na regido ventral no modelo de nocicepc¢éao induzido pelo cinamaldeido, pois
a aplicacéo da radiacéo foi sobre essa regido. Os nossos resultados mostraram que
nao houve diferenca significativa entre os animais com e sem tricotomia.

Os principais moduladores no controle descendente da dor sdo o sistema
opioidérgico, serotoninérgico, noradrenérgico, GABAérgico, dopaminérgico,
adenosinérgico, além dos canabindides enddégenos (BESSON, 1999; MILLAN, 2002;
BASBAUM et al., 2009). Todavia, os efeitos do sistema modulatério descendente
sobre o processo nociceptivo no corno dorsal da medula espinal sdo bastante
complexos (BENARROCH, 2008), uma vez que, por exemplo, a noradrenalina,
serotonina e dopamina podem exercer papéis duais na nocicepc¢do, dependendo do
tipo de receptor envolvido, do sitio (local) de agdo no corno dorsal e/ou do “cross talk”
(comunicacdo cruzada) entre a sinalizacdo neuroquimica local e as vias
descendentes, incluindo adenosina, opioides enddgenos e oOxido nitrico (NO)
(MILLAN, 2002; PERTOVAARA, 2006).

Os dados do presente estudo, demonstraram que nem a metisergida

(antagonista ndo seletivo de receptores serotoninérgicos) nem o MDL72222
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(antagonista seletivo de receptores 5-HT3) foram capazes de prevenir o efeito
antinociceptivo do LED. No entanto, WAY-100635 (antagonista seletivo de receptores
5-HT1A) e cetanserina (antagonista seletivo de receptores 5-HT2) foram capazes de
prevenir o efeito antinociceptivo do LED. Esses resultados corroboram alguns
descritos na literatura sobre o possivel envolvimento do sistema serotoninérgico na
acao antinociceptiva do LED, em que alteragcdes no metabolismo de 5-HT foram
documentadas em pacientes de dor cronica (WALKER, 1983; SERGIO et al., 2015).
Da mesma forma, um estudo em um modelo de dor aguda, antagonistas de 5-HT1A
e 5-HT2A preveniram o efeito da FBM, enquanto que o antagonista de 5-HT3A, néo
foi capaz de prevenir (ERTHAL et al., 2013). Enquanto que em outros estudos, em
modelos de dor inflamatéria, a administracdo de metisergida por via intratecal,
também néo foi capaz de prevenir o efeito antinociceptivo do Laser (PEREIRA et al.,
2017).

Exposicdo aguda e cronica de estimulos nocivos foi demonstrada ativar
neurdnios serotoninérgicos no RVM e acelerar o “turnover” de 5-HT na medula espinal
(YOSHIMURA; FURUE, 2006; AVILA-ROJAS et al., 2015; OSSIPOV; MORIMURA,;
PORRECA, 2015). Mecanismos opioides supraespinais tém sido implicados na
estimulacdo da transmissdo serotoninérgico por estimulos nocivos (ZHANG et al.,
2000d; KIM et al.,, 2016a). Estudos de estimulacdo elétrica do cérebro apds
administracdo direta de 5-HT na medula espinal convergem para a conclusédo de que
a via descendente serotoninérgica exerce uma bidirecional influéncia sobre
processamento nociceptivo no CDME (ZHANG et al., 2000b, 2000c), mediando vias
de dor descendentes inibitorias (DI) e descendentes facilitatorias (DF) (MILLAN,
2003). Este reconhecimento de acdes pré e antinociceptivas de 5-HT no CDME
permite a reconciliacdo de uma infinidade de dados contraditorios e pode ser mais
bem acomodado dentro de uma estrutura que engloba agdes opostas de 5-HT em
funcdo de: (1) classes individuais de receptores 5-HT, que aumenta ou diminui a
atividade neuronial e (2) a localizagdo contrastante de tipos especificos de receptores
de 5-HT no CDME, facilitando ou atenuantes a passagem de informacdes nociceptivas
para o cérebro (MILLAN, 2002; VANEGAS; SCHAIBLE, 2004). Coletivamente, as
observacdes acima sugerem que a 5-HT provoca um espectro de acdes pro e
antinociceptivas. Acbes contrastantes de 5-HT em varios subtipos de receptores
diferencialmente acopladas aos mecanismos de transducao intracelular oferecem

uma explicagdo convincente sobre alguns efeitos duais.
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Os resultados do presente estudo, demonstraram que a fentolamina
(antagonista ndo seletivo de receptores adrenérgicos), 0 prazosin (antagonista
seletivo de receptores a1-adrenérgicos), a yohimbina (antagonista seletivo de
receptores a2-adrenérgicos) e o propranolol (antagonista néo seletivo de receptores
B-adrenérgicos), foram capazes de prevenir o efeito antinociceptivo do LED,
mostrando um possivel envolvimento do sistema noradrenérgico.

Ha também evidéncias de interacdo entre vias noradrenérgicas e
serotoninérgicas quanto a modulacdo do processamento nociceptivo (MILLAN, 1999;
GENCER; GUNDUZ; ULUGOL, 2015). Notavelmente, ha evidéncias para a indugéo
sinérgica de antinocicepcao por agonistas de adrenoreceptores- a2 (a2-AR) e 5-
HT1A. Além disso, a influéncia de varios subtipos de receptor de 5-HT apéds a
nocicepcao sugere consideraveis margens para a exploracdo mais refinada e
direcionada do papel conjuntivo de vias descendentes noradrenérgicas e
serotoninérgicas na inducéo de antinocicepcao (AVILA-ROJAS et al., 2015; GENCER;
GUNDUZ; ULUGOL, 2015).

As populacdes segmentares operam em sinergia com suas homodlogas
supraespinais e, em linha com o papel das vias noradrenérgicas descendentes na
expressao da antinocicepcédo opioidérgica supraespinal, os receptores-a2 da medula
espinal contribuem para a interagcédo "multiplicativa" entre as populacdes cerebrais e
segmentarias do receptor opioide (OSSIPOV; PORRECA, 2005; BENARROCH, 2008;
HEINRICHER et al., 2009). Os opioides e receptores-a2 compartilham mecanismos
comuns de transducgdo intracelular, notadamente a supressdo da atividade de
adenilato ciclase e uma influéncia positiva e negativa sobre as correntes K* e Ca*?,
respectivamente (MILLAN, 2002; VANEGAS; SCHAIBLE, 2004; OBATA, 2017).

De modo correspondente, varios estudos demonstraram propriedades
antinociceptivas de agonistas opioides e de receptores-a2, em geral, sinérgicas,
atuando na dor aguda e crénica inflamatéria e neuropética (OSSIPOV et al., 1997,
BENBOUZID et al.,, 2008; BANNISTER; DICKENSON, 2017). Os receptores -
opioides estdo envolvidos nessas interagdes e, juntamente com agonistas de a2-AR,
podem potencializar as agbes antinociceptivas de agonistas delta (8) e kappa (k),
(PERTOVAARA, 2006; SCHAIBLE, 2007). De fato, com relagcdo a distribuicdo
sistémica e espinal, eles aumentam a magnitude e a duragdo da analgesia induzida
por opioides (HERRADON et al., 2008).
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InvestigacBes neuroquimicas, eletrofisiologicas e comportamentais, utilizando
modelos de estados dolorosos inflamatérios e neuropaticos, estudos de diversas
modalidades de estimulo e andlise dos efeitos da administracdo de medicamentos
sistémicos e espinhais, convergem para a conclusédo de que os a2-AR localizados em
CDME desempenham um papel crucial na mediacdo de DI por projecdes
noradrenérgicas ao CDME (MILLAN, 2002; VANEGAS; SCHAIBLE, 2004;
PERTOVAARA, 2006). Além disso, tais acfes sdo expressas tanto contra estimulos
nociceptivos agudos, na maioria dos casos, de forma mais acentuada, em condicdes
de inflamacéo periférica de longo prazo (BENARROCH, 2008; HERRADON et al.,
2008). Existem evidéncias clinicas consideraveis de que os agonistas de a2-AR
promovem analgesia numa diversidade de quadros dolorosos, incluindo a dor
neuropatica. Essas acdes refletem o envolvimento de a2-AR localizadas no CDME e
suas expressfes embasam a administracado de drogas por meio da medula espinal
(epidural ou intratecal) (MILLAN et al., 1997; OBATA, 2017).

Apesar do crescente interesse no papel dos adrenoreceptores- a1l (a1-ARs)
periféricos na transducao de acdes pré-nociceptivas de noradrenalina (NA) liberadas
de fibras simpaticas para terminais primarios (MILLAN, 1999; OBATA, 2017), as
populagdes segmentares de a1-ARs foram praticamente ignoradas em comparagao
com os a2-AR. No entanto, um conjunto razoavel de evidéncias sugerem que a1-ARs
modulam o processamento nociceptivo no CDME (GOTOH; ANDOH; KURAISHI,
2011; JEONG et al., 2014).

A ativacdo de a1-ARs pode embasar influéncia excitadora direta de NA sobre
neurénios CDME (FLEETWOOD-WALKER, 1992; JONES, 1992, MILLAN, 1997 e
2002). Porém, uma subpopulagao de neurdnios excitados por NA/a1-ARs representa
ININ. Isso explicaria relatos isolados de que a1-AR medeia a antinocicep¢ao em nivel
segmentar (MILLAN et al., 1997; GOTOH; ANDOH; KURAISHI, 2011). Da mesma
forma, ha um interesse pequeno nos adrenoreceptores-B pois, varios estudos
demonstram seu papel pré-nociceptivo. No entanto, estudos recentes tém evidenciado
seu papel também na antinocicepcédo (JEONG et al.,, 2014; GENCER; GUNDUZ;
ULUGOL, 2015).

O possivel envolvimento do sistema dopaminérgico também foi demonstrado
no presente estudo, pois a administracao por via intratecal de haloperidol (antagonista
nao seletivo de receptores dopaminérgicos) foi capaz de prevenir o efeito

antinociceptivo do LED.
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Em comparacdo com a vasta literatura dedicada a noradrenalina e serotonina,
as acdes espinais da dopamina (DA) receberam pouca atencdo. Porém, a existéncia
de uma pequena populacdo de células sintetizadoras de DA no DRG foi confirmada
(PRICE; MUDGE, 1983). No entanto, a inervacdo dopaminérgica da medula espinal é
derivada em grande parte das estruturas cerebrais (BENARROCH, 2008; OBATA,
2017).

Pouco se sabe sobre a modulacdo fisiopatologica da transmisséo
dopaminérgica espinal, embora a entrada nociva aguda e sustentada acelere o
aumento de dopamina (DA) no CDME, sugerindo um aprimoramento na atividade de
caminhos dopaminérgicos descendentes (GAO et al., 2001; BANNISTER;
DICKENSON, 2017). Existem relatos clinicos de que os niveis de liquido
cefalorraquidiano de DA sdo diminuidos em certos tipos de dor cronica
(JAEAESKELAEINEN, SATU K.RINNE et al., 2001; WOOD et al., 2007). Estudos
sugerem que os agonistas (familia de receptor D2) D2 potenciam a antinocicepgao
opioidérgica (ZARRINDAST; NASSIRI-RAD; PAZOUKI, 1999; FARAMARZI,
ZENDEHDEL; HAGHPARAST, 2016; SIAHPOSHT-KHACHAKI et al., 2017). Da
mesma forma, foi observado ac¢des antinociceptivas de agonistas dopaminérgicos
apos a sua introducdo no RMg, presumivelmente devido a modulacédo de controles
descendentes, embora 0 mecanismo preciso envolvido ainda precisa ser elucidado
(PHILLIPS; GELGOR; MITCHELL, 1992; MORADI; YAZDANIAN; HAGHPARAST,
2015).

Estudos recentes tém demonstrado o envolvimento do sistema dopaminérgicos
com acado antinociceptiva, tanto em modelos agudos como crénicos (JEONG et al.,
2014; YAZDI-RAVANDI et al., 2014; DOURADO et al., 2016; OBATA, 2017), bem
como uma possivel relacdo entre mecanismos dopaminérgicos, noradrenérgicos e
serotoninérgicos para a modulagédo do processamento nociceptivo no CDME (JEONG
et al., 2014; OBATA, 2017).

A possivel explicacado para a inducéo de antinocicepgao por meio de receptores
D2 da medula espinal € uma acado inibidora direta em terminais PAF ou PNs
nocirresponsivos. Isso também seria consistente com a influéncia inibitéria dos
receptores D2 sobre a excitabilidade neuronial mediada pela inibicdo da adenilato
ciclase (AC) e supressdo e ativacdo das correntes de Ca*? e K*, respectivamente
(MILLAN, 2002; BANNISTER; DICKENSON, 2017). No entanto, a administracao
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espinal de agentes dopaminérgicos deve ser levada em consideragdo nas
investigag@es clinicas experimentais.

Em um estudo anterior, mostramos que a naloxona (antagonista ndo seletivo
de receptores opioides), injetada por via intraperitoneal, foi capaz de prevenir o efeito
antinociceptivo do LED (PIGATTO, 2015). Em consonancia com esse dado, 0S n0Ssos
resultados mostraram que a naloxona injetada por via intratecal e
intracerebroventricular, preveniu o efeito antinociceptivo do LED. Também
confirmamos o envolvimento de receptores p-opioides, uma vez que, quando injetado
CTOP (antagonista de receptores u1/p2-opioides) por via intratecal, preveniu o efeito
antinociceptivo do LED. Esses resultados corroboram dados ja existentes na literatura,
em que foi demonstrado que a naloxona injetada por via intratecal preveniu o efeito
do laser de baixa intensidade e em outros estudos, o laser promoveu um aumento da
concentracdo de [(-endorfinas no modelo de dor neuropatica (HAGIWARA et al.,
2007).

Os receptores opioides localizados em estruturas supraespinais e no CDME
desempenham um papel crucial na mediacao da antinocicepcédo e tém sido implicados
no mecanismo de acdo de muitas drogas analgésicas (BASBAUM; FIELDS, 1984;
MILLAN, 2002; VANEGAS; SCHAIBLE, 2004). Os neurdnios da PAG expressam
receptores opioides que, quando ativados por opioides endbgenos, estimulam os
neurdnios serotoninérgicos no nucleo magno rafe (SANOJA; VANEGAS; TORTORICI,
2008; HEINRICHER et al., 2009). Esses neurbnios serotoninérgicos do RVM e
neurénios noradrenérgicos do “locus coeruleus” e “subcoeruleus” projetam-se
diretamente, através do funiculo dorsolateral para o CDME (MILLAN, 2002;
BENARROCH, 2008). Ha vias que contém B-endorfinas que se projetam do ndcleo
arqueado para a PAG, e também participam da inducdo da antinocicepcdo por meio,
por exemplo, de estresse nocivo e nao nocivo e moderam a nocicepcao que
acompanha a inflamacéo do tecido (MILLAN, 2002; OSSIPOV; PORRECA, 2005;
OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010). Esses papéis de [-endorfinas se
assemelham as proje¢Bes noradrenérgicas descendentes que contribuem para
mecanismos da via descendente inibitéria desencadeados por agdes de (3-endorfinas
na PAG (PERTOVAARA, 2006; SCHAIBLE, 2007; BENARROCH, 2008).

A ativacdo dos neurdnios na via descendente inibitdria da dor estimula a
liberacdo de serotonina e noradrenalina de seus axénios no nivel da medula espinal,

que por sua vez induz a secrecdo de encefalinas por meio da ativacdo dos
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interneurdnios inibitérios das laminas I, Il e V (PERTOVAARA, 2006; SCHAIBLE,
2007; BENARROCH, 2008). Esses opioides enddgenos inibem pré e pos-
sinapticamente os neurdnios aferentes primarios que se projetam para o CDME via
receptores opioides, resultando em analgesia (MILLAN, 2002; KIBALY; LOH; LAW,
2016).

No presente estudo, também foi confirmado o possivel envolvimento do sistema
GABAérgico, uma vez que, a administracdo intratecal da bicuculina (antagonista
seletivo de receptores GABAA) e do faclofeno antagonista seletivo de receptores
GABAB), preveniram o efeito antinociceptivo do LED.

Sabe-se que um subconjunto dos neur6nios serotoninérgicos, projetando para
a CDME revela uma co-localizacdo com alguns neurotransmissores (sustancia P (SP),
acido gama amino-butirico (GABA), dinorfina (DYN) e encefalina (ENK)), que
provavelmente interagem com a serotonina (5-HT) na modulagcédo do processamento
nociceptivo apés a sua liberacdo concomitante na CDME (OKAZAKI, 2008;
MENDIGUREN; AOSTRI; PINEDA, 2017).

O neurotransmissor inibitério GABA exibe um papel chave na modulacédo do
processamento nociceptivo. Tanto receptores GABAA e GABAB sao encontrados no
CDME, particularmente nas laminas superficiais, na qual eles sdo localizados em
terminais de pequeno e grande diametro. Além disso, eles ocorrem em neurénios
intrinsecos do CDME, inibindo ambos (MILLAN, 1999; MALAN et al., 2002). Através
de acbes nos receptores GABAA e GABAB, tornou-se evidente que a atividade
GABAérgica enddgena e constitutiva da medula espinal é responsavel por uma
inibicdo tbnica que impede que estimulos mecéanicos e térmicos inGcuos sejam
percebidos como aversivos ou dolorosos, em resposta ao estimulo nocivo aguda e
crénica (MILLAN, 2002; SILVA; SILVA; PRADO, 2013; DIAS; PRADO, 2016).

Uma proporcdo de neurdnios serotoninérgicos derivado do RMg que inervam
laminas superficiais do CDME, sintetiza e libera GABA (BENARROCH, 2008;
OKAZAKI, 2008). Isto sugere que caminhos "serotoninérgicos" podem reduzir a
transmissdo nociceptiva (eliciar DI) ndo so pelas a¢des excitatorias de 5-HT no ININs
GABAérgica no CDME, mas também pela inibicdo GABAérgica direta PNs (WILLIS,
1988; TAKAHASHI et al., 2010). O GABA é também co-localizado com neurdnios
noradrenérgicas (MENDIGUREN; AOSTRI; PINEDA, 2017), proporcionando ainda

mais fontes potenciais supraespinais de GABA para a expressédo de DI no CDME.
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Foi demonstrado no presente estudo, que o sistema colinérgico parece estar
envolvido no efeito antinociceptivo do LED, uma vez que a administragao via intratecal
de atropina (antagonista ndo seletivo de receptores muscarinicos) e de hexametileno
(antagonista nao seletivo de receptores nicotinicos), preveniram o efeito
antinociceptivo do LED.

Mecanismos colinérgicos para a modulagéo da nocicepgéo séo particularmente
intrigantes, na medida em que a acetilcolina (ACh) pode estar envolvida na ativacao
de vias descendentes néo colinérgicas que medeiam a DI; na mediacdo de DI
seguindo sua propria liberacdo de vias descendentes e na inducao de antinocicepcao
apos liberacdo de ININs no CDME. Além disso, a ACh modula a nocicepgao por um
padrdao complexo de efeitos mediados por meio de varias classes de receptores
muscarinicos e nicotinicos (ZHANG et al., 2000c; TAKASU et al., 2006; OBATA,
2017).

A interagao entre a2-ARs e mecanismos colinérgicos no CDME é de pertinéncia
para a evidéncia de inducéo sinérgica de antinocicep¢ao pela administracdo espinal
de agonistas a2-AR e inibidores da colinesterase em ratos (GOTOH; ANDOH;
KURAISHI, 2011; SILVA; SILVA; PRADO, 2013). H& evidéncias implicando as vias
descendentes serotoninérgicos na antinocicepcdo provocada por uma diversidade de
mecanismos; destas, incluem populacdes supraespinais de receptores nicotinicos.
(ZHANG; MCKENNA; BRIGGS, 2001; UMANA et al., 2017).

Além disso, os terminais colinérgicos entrem em contato com uma populacao
substancial de neurdnios intrinsecos do CDME, incluindo PNs. Um numero
consideravel de ININs localizada no CDME exibem uma co-localizacdo de ACh com
GABA, que pode agir cooperativamente na inducao de antinocicepcdo (OBATA, 2017;
UMANA etal., 2017; ZHANG; CRAGG, 2017). Da mesma forma que as ac¢des espinais
de agonistas de 2-AR, a ativagédo supraespinal de receptores p-opioides pela morfina
aumenta a liberagdo de ACh no CDME, enquanto a morfina é potencializada por
agonistas colinérgicos e inibidores da colinesterase. Essa interagdo pode refletir,
entdo, o papel do sistema colinérgico por meio de vias descendentes noradrenérgicas
na mediagcado das agbes cerebrais de agonista p-opioide (OKAZAKI, 2008; ZHANG;
CRAGG, 2017).

Sabe-se que, de forma reciproca, a ACh (por meio de uma agédo em receptores

nicotinicos localizados em terminais adrenérgicos) aumenta a liberacdo espinal de NA
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que, através de a2-ARs, contribui para mecanismos nicotinicos de antinocicepgéo no
CDME (MENDIGUREN; AOSTRI; PINEDA, 2017; ZHANG; CRAGG, 2017). E
importante ressaltar que mecanismos muscarinicos supraespinais também modulam
a nocicepcao. Assim, neurdnios colinérgicos no RVM (receptores M2), no hipotalamo
e na PAG podem desencadear ativagdo de vias descendentes noradrenérgicas e,
posteriormente, receptores a2-ARs no CDME (MILLAN, 2002; OBATA, 2017). Além
disso, ativacdo de decrescente de neurdnios colinérgicos originarios do RVM pode
eliciar DI (JIANG et al., 2018).

Para investigar se o LED seria capaz de reduzir a expressao de c-Fos, foi
realizada uma andlise de imunoistoquimica e de imunofluorescéncia de secc¢bes da
medula espinal lombar. Os resultados demonstraram que o cinamaldeido aumentou a
expressao de c-Fos no corno dorsal da medula espinal e que o tratamento com o LED
reduziu a expressao da proteina c-Fos produzida pelo cinamaldeido. Assim, para
confirmar o envolvimento de estruturas supraespinais no efeito antinociceptivo do
LED, foi realizada imunoistoquimica e imunofluorescéncia das principais estruturas
(PAG, “locus coeruleus” e RMg), os quais desempenham um papel importante na
modulacdo descendente da dor. Nossos resultados demonstraram um aumento na
expressdo de c-Fos nas regides VIPAG, dIPAG, “locus coeruleus” e no RMg e nos
animais tratados somente com o LED e nos animais que sofreram o estimulo nocivo

e foram tratados com o LED.

Estimulos nociceptivos modulam diversos caminhos e influenciam os niveis
transcricionais e translacionais de muitos sistemas biologicos, incluindo genes
imediatos, tais como c-Fos, um importante marcador para identificacdo de ativacao
neuronial (TODD, 2012; SANTOS et al., 2018).

Para confirmar se o efeito analgésico do LED é mediado por vias descendentes
inibitérias da dor, foram realizadas les6es por meio de neurotoxinas especificas dos
principais sistemas das vias descendentes inibitorias da dor, noradrenérgica e
serotoninérgica. Primeiramente, lesamos o caminho das fibras noradrenérgicas
descendentes com as toxinas 6-OHDA e DSP-4, administrados por via intratecal. Este
procedimento resultou na perda de fibras positivas para tirosina hidroxilase (TH) e
dopamina B-hidroxilase (DBH) no corno dorsal da medula espinhal e uma redugao na
imunorreatividade para TH e DBH no “locus coeruleus”. Os resultados mostraram que

a lesdo com ambas neurotoxinas da via noradrenérgica preveniram o efeito analgésico
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do LED, tanto na placa quente como no modelo de nocicepcdo com cinamaldeido. Em
seguida, lesaram-se fibras serotoninérgicas descendentes com a toxina 5,7-DHT,
administrada por via intratecal. Este procedimento resultou na perda de fibras
positivas para 5-HT no corno dorsal da medula espinal e reduziu a imunorreatividade
do TPH e 5-HT no nucleo magno da rafe. Os resultados mostraram que a lesdo com
a neurotoxina da via serotoninérgica preveniu o efeito analgésico do LED, tanto na
placa quente como no modelo de nocicepcédo com cinamaldeido. Foi demonstrado em
estudos anteriores que a fotobiomodulacdo promoveu varicosidades axonais em
cultura de células em neurénios no ganglio da raiz dorsal do nervo espinal, e promoveu
uma diminuicdo progressiva no potencial de membrana mitocondrial e entre as
varicosidades ax6nicas e nos corpos celulares neuronais, da mesma forma promoveu
o bloqueio do fluxo axbénico (CHOW; DAVID; ARMATI, 2007). Outro estudo,
demonstrou uma diminuicdo de receptores de glutamato metabotrépico tipo 1, e na
fosfatase &cida prostatica e um aumento nas varicosidades positivas para tubulina no
DRG (SOUSA et al., 2018).

Uma vez confirmado o envolvimento das vias descendentes inibitérias da dor e
demonstrado que o LED reduziu a expressao de c-Fos no CDME, foi realizada uma
analise de imunofluorescéncia de seccbes da medula espinal lombar e assim, verificar
qual seria o efeito do LED na expressao da proteina c-Fos ap6s a administracao via
intratecal de DSP-4 e 5,7-DHT. Os resultados demonstraram novamente que o
cinamaldeido aumentou a expressao de c-Fos no corno dorsal da medula espinal e
gue o tratamento com o LED reduziu a expressao da proteina c-Fos produzida pelo
cinamaldeido. Porém, com a administracéo tanto do DSP-4 + LED, como da 5,7-DHT

+ LED, promoveram um aumento da expressao de c-Fos no CDME.

Dados ja& existentes na literatura tém demonstrado em modelos de dor
inflamatoéria e neuropética substancias endoégenas (WALKER, 1983; LAAKSO;
CABOT, 2005; HAGIWARA et al., 2007; HSIEH; HONG; CHOU, 2015; SERGIO et al.,
2015; NEVES et al., 2017) que codificam a acdo analgésica pela fotobiomodulagéo.
Dessa forma, os resultados apresentados neste estudo estendem dados da literatura
e demonstram claramente, pela primeira vez, que o efeito analgésico do LED é

mediado pelo controle inibitério descendente de estruturas supraespinais.



127

Uma vez confirmado o envolvimento da via noradrenérgico no efeito
antinociceptivo do LED, para abordar a possibilidade de a antinocicepcdo ser o
resultado de ansiedade, realizamos o teste do labirinto em cruz elevado (EPM), com
e sem a deplecdo da via noradrenérgica com DSP-4. Nossos resultados
demonstraram que os animais irradiados com o LED aumentaram o numero de
entradas nos bracos abertos e passaram uma quantidade maior de tempo nos bracos
abertos sugerindo que a exposi¢cao ao LED é ansiolitica. Porém, o tempo o nimero
de entradas nos bracos fechados nédo foram alterados significativamente,
demonstrando que a funcdo motora nao foi afetada pelo tratamento com LED. Este
resultado corrobora outros estudos realizados com luz infravermelha (810nm) em um
modelo de estresse, no qual verificou-se uma reducdo no comportamento de
ansiedade dos animais (ESHAGHI et al., 2019; MEYNAGHIZADEH-ZARGAR et al.,
2019). Da mesma forma, Ibrahim et al sugeriram um efeito ansiolitico da luz verde no
teste do labirinto em cruz elevado; porém, nesse mesmo estudo, foram administrados
antagonistas noradrenérgicos antes do tratamento com o LED verde e os animais
foram avaliados no modelo da placa quente. Os resultados mostraram que 0s
antagonistas noradrenérgicos ndo foram capazes de prevenir o efeito do LED verde
(IBRAHIM et al., 2018). Vale ressaltar que todas as interacbes farmacoldgicas e
neurotoxicas noradrenérgicas deste estudo preveniram o efeito antinociceptivo do
LED, confirmando, desta forma, que o efeito do LED ndo é mediado pelo estresse e
gue a via noradrenérgica esta envolvida. Uma hip6tese em relacédo a essa diferenca
de resposta é que ela pode estar relacionada ao comprimento de onda e irradiancia,
uma vez que na fotobiomodulagéo, comprimentos de onda maiores apresentam maior
profundidade de penetracdo do seu feixe nos tecidos, enquanto a irradiancia é
basicamente a energia emitida pelo feixe de luz por unidade de area (ENWEMEKA,
2009; HUANG et al., 2011).

Porém, quando administrado o DSP-4, houve um aumento no tempo de
permanéncia nos bracos abertos e no niumero de entradas. E quando administrado o
DSP-4 somado ao tratamento com o LED, houve um aumento no tempo de
permanéncia nos bracos abertos. Estudos tém demonstrado que neurotransmissores,
como a noradrenalina (NE), sdo capazes de regular a expressao de citocinas pro-
inflamatorias e, portanto, podem contribuir para o surgimento de disturbios
relacionados ao estresse (LLORCA-TORRALBA et al., 2019). Um alvo neuraldo LC é
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a amigdala basolateral (BLA, do inglés, “basolateral amygdala”), que integra
informagdes sensoriais para codificar e direcionar comportamentos afetivos diversos
e, as vezes opostos, incluindo comportamentos de ansiedade, aversédo e recompensa
(MCCALL et al.,, 2017). Porém, o tratamento com DSP-4 suprimiu citocinas
inflamatorias circulantes induzidas por estresse e o comportamento semelhante a
ansiedade (FINNELL et al., 2019; LLORCA-TORRALBA et al., 2019).

Os efeitos biolégicos da terapia infravermelha séo especificos do comprimento
de onda e nédo séo causados por efeitos térmicos (MOCHIZUKI-ODA et al., 2002). A
energia na regido infravermelha do espectro eletromagnético ndo € ionizante e,
portanto, ndo apresenta nenhum dos riscos associados a luz. Foi demonstrado que a
irradiacdo com comprimentos de onda infravermelhos especificos, como o
comprimento de onda de 800 a 1064nm, é capaz de penetrar no cranio e em seguida
no cérebro (ZHANG et al., 2000a; ILIC et al., 2006; HENNESSY; HAMBLIN, 2018;
VAS et al., 2019). Estudos relatam seus potenciais beneficios em doencgas da retina,
acidente vascular encefélico, neurodegeneracdo e distirbios cognitivos
(PURUSHOTHUMAN et al., 2014; OUESLATI et al., 2015; REINHART et al., 2015,
2017; LIEBERT et al., 2016).

Da mesma forma, foi abordado a hipétese de que apds a exposicédo ao LED, os
animais apresentassem uma atividade locomotora reduzida, isso poderia contribuir
para a antinocicepcdo. Para testar essa hipotese, investigamos se a exposi¢cdo ao
LED afetou o desempenho motor usando o teste do campo aberto. Os resultados
demonstraram que nao houve diferenca no nimero de cruzamentos entre 0s animais
tratados com o LED e sem tratamento, ou seja, ndo houve um comprometimento
locomotor e, também permaneceram mais tempo na regido central, sugerindo o efeito
ansiolitico. Esse resultado corrobora com o estudo de Ibrahim et al, no qual
demonstraram um efeito ansiolitico do LED verde e no teste do rotarod os animais néo

apresentaram um comprometimento motor (IBRAHIM et al., 2018).
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8 CONCLUSOES

- Os resultados deste estudo mostram que o LED (890nm, 20,8J/cm?)
apresentou os seguintes efeitos:

- Nao houve diferenca significativa na realizacao da tricotomia, o que demonstra
gue a presenca de pelos néo interfere no poder de penetracdo do LED;

- O efeito antinociceptivo do LED pode ser mediado pelos principais sistemas
enddgenos de controle descendente da dor (noradrenérgico e serotoninérgico),
podendo interagir com outros sistemas endogenos, sistema opioidérgico,
GABAérgico, colinérgico e dopaminérgico;

- Reduziu a expresséo da proteina c-Fos no corno dorsal da medula espinal;

- Aumentou a expressao da proteina c-Fos nas estruturas supraespinais (PAG,
“locus coeruleus” e RMg);

- Apresentou uma reducdo no comportamento de ansiedade no teste do
labirinto em cruz elevado e no campo aberto;

- N&o apresentou um comprometimento locomotor, confirmado no teste do

labirinto em cruz elevado e no campo aberto.

Em conjunto, os dados obtidos no presente estudo fornecem evidéncias
cientificas para o emprego do LED infravermelho no tratamento da dor por meio de
alguns dos seus mecanismos neurofisioldgicos que contribuem para o seu potencial

terapéutico e para continuidade de estudos pré-clinicos aprofundados.
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Parecer do projeto sob o protocolo: n°.026/16

Titulo do Projeto: Mecanismo fotobioldgico da terapia por diodo emissor de luz na dor
neuropatica induzida em camundongos

Pesquisador responsavel: Glauce Regina Pigatto

PARECER

O Projeto de Pesquisa intitulado “Mecanismo fotobiolégico da terapia por diodo emissor
de luz na dor neuropatica induzida em camundongos”, sob a orientagao e a participagdo dos
docentes Nivaldo Antdnio Parizotto (orientador) e Wilton Rogério Lustre (Co-orientador) foi

analisado por este Comité.

O trabalho tem por objetivo geral avaliar o efeito antinociceptivo e neuroregenerativo
da LEDT, por meio de modelos de nocicepgdo aguda e crénica, bem como investigar o possivel
mecanismo subjacente a este efeito. Serdo utilizados camundos Swiss, fémeas adultas,
submetidas a varios modelos de nocicepgdo aguda e o modelo cronico. As analises consistirdo
por testes comportamentais, ensaios bioquimicos e imunolégicos, ensaio de Imunoabsorgao
ligado a enzima, andlise histopatolégica, imuno-histoquimica, ensaio de Western Blotting e
analise eletrofisioldgica.

A anadlise do referido projeto mostra que esta devidamente instruido conforme as
normas que regulamentam as pesquisas envolvendo animas de experimentagao.

Este Comité apresenta parecer favoravel, sendo assim, o projeto estd APROVADO para
a sua execu¢ao.

Os autores, ao concluirem o trabalho devem encaminhar ao CEUA-UNIARA o Relatério

Final de Atividades, na integra contendo os resultados e conclusdes obtidas.

Araraquara, 10 de outubro de 2016.

Relator/Colegiado
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Comiteé de Etica no Uso de Animais
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitulado “Mecanismo fotobiolégico da terapia
por diodo emissor de luz na dor neuropdtica induzida em camundongos”, registrado com o
nimero 131/2017, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Thiago Mattar Cunha, envolvendo a
produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos) para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n°® 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899 de 15 de julho de 2009 e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), ¢ foi
APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo em reunido de 02 de agosto de 2017.

Este Protocolo prevé a utilizagdo de 200 camundongos Swiss machos pesando
30g oriundos do Servigo de Biotério da Prefeitura do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade

de Sdo Paulo. Vigéncia da autorizagao: 02/08/2017 a 10/02/2019.

We certify that the Protocol #°131/2017, entitled “Photobiological mechanism of light emitting diode therapy for
induced neuropathic pain in mice”, is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted by the
National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the Local Animal
Ethical Committee from Ribeirdo Preto Medical School of the University of Sdo Paulo in 08/02/2017. This protocol
involves the production, maintenance or use of animals from phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
humans) for research purposes, and includes the use of 200 male Swiss mice weighing 30g from the Central Animal
House of Ribeirao Preto Medical School, University of Sdo Paulo. This certificate is valid until 02/10/2019.

Ribeirdo Preto, 02 de agosto de 2017

Prof. 1ando Silva Carneiro
Vice-Presidente da CEUA-FMRP - USP,
em exercicio



