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RESUMO

A dor neuropatica é decorrente de lesdo ou doenca que acomete o sistema
somatossensorial. E uma resposta mal adaptativa, sem valor bioldgico e importante
causa de incapacidade permanente, principalmente quando cronificada. A
preocupacdo em reduzir a dor neuropatica e suas consequéncias tem estimulado a
realizacdo de pesquisas, em modelos animais, com diversos recursos. De forma
particular, a Fotobiomodulacdo (FBM) tem sido amplamente utilizada em
investigacbes sobre regeneracdo tecidual e reducdo da dor. Entretanto, seus
mecanismos de acgéo, principalmente na modulagéo central do estimulo doloroso,
permanecem ndo esclarecidos na literatura. Estudos demonstraram que o sistema
serotoninérgico esta envolvido na modulacao da dor, principalmente pela ativacdo da
via supra-espinhal, no entanto, o papel da FBM nesse processo de modulacdo da dor
ainda ndo estd bem elucidado. Desta forma, o objetivo deste estudo foi investigar o
envolvimento central dos receptores 5-HT1A sobre o comportamento nociceptivo de
camundongos submetidos a constricdo cronica do nervo ciatico (CCl) e posterior
aplicacao da FBM. Para tal, camundongos machos (Suico- albino) foram submetidos
a CCI. Posteriormente, os animais receberam infusdo de WAY100635 (antagonista
dos receptores 5-HT1A) ou salina intra-cerebroventricular seguidos de irradiagdo com
laser infravermelho (808 nm), no modo continuo com poténcia de 100 mW e dose de
0 J/cm? (Grupo Controle) e 50 J/cm?. A hiperalgesia ao estimulo térmico foi avaliada
pelo teste da placa quente, enquanto a alodinia ao estimulo mecéanico, por filamentos
de von Frey. ApGs a CCI os animais apresentaram reducdo do limiar nociceptivo
(p<0,001) quando comparados ao grupo SHAM. No teste de von Frey, apenas o0 grupo
CCI + Salina + FBM 50 J/cm2 apresentou aumento do limiar nociceptivo (p<0,001)
apos aplicacdo da FBM em todos 0os momentos de mensuracdo em comparacao com
0s grupos CCI + SALINA + FBM 0 J/cmz?, CCl + WAY100635 + FBM 50 J/cm2 e CCI +
WAY100635 + FBM 0 J/cm?. Resultados semelhantes também foram encontrados no
teste da placa quente, onde o grupo CCI + Salina + FBM 50 J/cm? apresentou aumento
do limiar nociceptivo apos aplicagcdo da FBM nos momentos 120 e 180 minutos de
avaliacao da laténcia nociceptiva. Diante dos resultados apresentados pode-se sugerir
o envolvimento dos receptores 5-HT1A no SNC, visto que o WAY 100635 foi capaz de



reverter o efeito antinociceptivo proporcionado pela FBM em animais submetidos a
CCl.

Palavras-chave: Nocicepg¢ao. Laser. Camundongos. Serotonina. Reabilitagéo.



ABSTRACT

Neuropathic pain is due to injury or disease that affects the somatosensory system. It
is a poorly adaptive response, has no biological value and is an important cause of
permanent disability, especially when chronic. The concern to reduce neuropathic pain
and its consequences has stimulated research, in animal models, with different
resources. In particular, photobiomodulation has been widely used in investigations on
tissue regeneration and pain reduction. However, its mechanisms of action, mainly in
the central modulation of the painful stimulus, remain unclear in the literature. Studies
have shown that the serotonergic system is involved in pain modulation, mainly by
activating the supraspinatus pathway, however the role of photobiomodulation (FBM)
in this pain modulation process is still not well understood. Thus, the aim of this study
was to investigate the central involvement of 5-HT1A receptors on the nociceptive
behavior of mice submitted to chronic sciatic nerve constriction (CCI) and subsequent
application of FBM. Subsequently, the animals received an infusion of WAY100635 (5-
HT1A receptor antagonist) or saline intracerebroventricular followed by irradiation with
infrared laser (808 nm), continuous-wave mode, optical power of 100 mW, and dose
of 0 J/em2 (Control Group) and 50 J/cm2. Hyperalgesia to the thermal stimulus was
evaluated by the hot plate test, while allodynia to the mechanical stimulus, by von Frey
filament. After the CCI, the animals showed a reduction in the nociceptive threshold (p
<0.001) when compared to the SHAM group. In the von Frey test, only the CCI + Saline
+ FBM 50 J/cmz group showed an increase in the nociceptive threshold after applying
the FBM at all times of measurement with (p <0.001) in comparison with the other
groups (2) CCI + SALINE + FBM 0 J/cm?, (3) CCI + WAY 100635 + FBM 50 J/cm? and
(4) CCl + WAY100635 + FBM 0 J/cmz2. Similar results were also found in the hot plate
test, where the CCI + Saline + FBM 50 J/cm? group showed an increase in the
nociceptive threshold after the application of FBM in the following moments of
assessment of nociceptive latency 120 and 180 minutes. In view of the results
presented, it is possible to suggest the involvement of 5HT1A receptors in the CNS,
since WAY100635 was able to reverse the antinociceptive effect provided by FBM in

animals submitted to CClI.

Keywords: Nociception. Lasers. Mice. Serotonin. Rehabilitation.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Minutos
°C Grau Celsius
pl Microlitro
5-HT Serotonina
ATP Adenosina Trifosfato
Ca*? Caélcio
cAMP Adenosina monofosfato ciclico
CCl Chronic constriction injuria
CCO Citocromo C oxidase
CDME Corno dorsal da medula espinhal
CGRP Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina
CID International Classification of Diseases
DN Dor neuropatica
ERO Espécies reativas de oxigénio
FBM Fotobiomodulacao
g Grama
IASP International Association for the Study of Pain
ICV Intracerebroventricular
i.p Intraperitoneal
J Joules
J/icm?2 Joules por centimetros quadrado
K* Potassio
LC Lécus coeruleus
NGF Fatores de crescimento nervoso
nm Nanometro
nmol Nanomol
NO Oxido nitrico
PGE2 Prostaglandina E2
RAIC Rostral Agranular Insular Cortex - Cortex Insular Agranular Rostral
RVM Rostral Ventromedial Medulla - Bulbo Rostral Ventromedial

S Segundos
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SCP

SNC

SNP

SP

TENS

W

W/cm?2
WAY100635

Cortex somatossensorial primario

Substancia Cinzenta Periaquedutal

Sistema Nervoso Central

Sistema Nervoso Periférico

Substéncia P

Estimulacao elétrica nervosa transcutanea

Watts

Watts por centimetro quadrado
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1 INTRODUCAO

A dor crénica é um problema comum, complexo e angustiante que gera impacto
significativo na qualidade de vida dos individuos acometidos (OSSIPOV; MORIMURA,;
PORRECA, 2014).

A International Association for the Study of Pain (IASP) juntamente com
especialistas de dor em todo mundo se reuniram com o objetivo de desenvolver uma
classificagcdo nova e pragmatica da dor crénica para a International Classification of
Diseases (CID). De acordo com a nova classificacdo, a dor crdnica pode ser descrita
em sete grupos, sendo eles: (1) dor primaria crénica, (2) dor crénica de cancer, (3) dor
cronica pos-traumética e pos-cirurgica, (4) dor neuropatica crénica, (5) dor de cabeca
cronica e dor orofacial, (6) dor visceral crénica e (7) dor musculoesquelética cronica
(TREEDE et al., 2015).

A dor neuropatica (DN) é causada por lesdo ou doenca que acomete o sistema
nervoso somatossensorial. A prevaléncia da DN tende a aumentar nos proximos anos
devido ao aumento da expectativa de vida da populacdo e a maior incidéncia de
condicBes clinicas que causam lesdo do sistema nervoso, como Diabetes Mellitus e
cancer em tratamento com quimioterapicos (COLLOCA et al., 2017).

Embora a DN seja descrita como um tipo de dor crbnica, com componente
inflamatorio associado em suas fases iniciais, o estudo desta condicao clinica em seus
diferentes estagios de progresséo contribui para a compreensdo dos efeitos dos
diferentes tipos de tratamento em cada fase (HUGHES et al., 2013; OKAMOTO et al.,
2019).

O manejo da DN é um desafio para os profissionais da area da saude. O
tratamento farmacoldgico com antidepressivos tem comumente como alvo o sistema
serotoninérgico, especificamente os receptores 5-HT1A pds-sinaptico, porém muitas
vezes apresenta efeitos colaterais indesejados e melhora insatisfatoria dos sintomas
(CHOI; CHO; JANG, 2013; HALEEM, 2018).

Novos estudos estdo sendo realizados com finalidade de oferecer novas
opcbes de tratamento para individuos com DN com menos efeitos colaterais. A
fotobiomodulacéo (FBM) tem demonstrado resultados satisfatorios no tratamento da
DN de diversas etiologias, no entanto, os mecanismos de acdo da FBM néo sao

totalmente compreendidos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A DOR

A dor é o principal motivo pelo qual as pessoas vao a busca do servico de salude
(DINAKAR; STILLMAN, 2016). De acordo com a IASP, a dor pode ser definida como
uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada, ou semelhante, a
uma lesao tecidual real ou potencial (RAJA et al., 2020).

O fenébmeno doloroso € complexo e vai além da nocicepgao. A nocicepcédo € o
evento caracterizado pela codificacéo e processamento do estimulo nocivo, ja a dor é
designada como subjetiva, pois envolve outros componentes além da nocicepcao
como o cognitivo afetivo (emocional), experiéncia prévia, fatores contextuais,
psicoldgicos, sociocultural além do género e idade (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010;
GOLD; GERHART, 2010).

A avaliacdo da dor foi incluida como o 5° sinal vital, fazendo parte da rotina de
avaliacdo de todos os profissionais da area da saude, onde é investigado se ha a
presenca de dor, intensidade, localizacdo, caracteristica e tempo de duracao
(ARAUJO; ROMERO, 2015).

De acordo com o tempo de ocorréncia da leséo, a dor pode ser classificada em
aguda, subaguda e cronica (DINAKAR; STILLMAN, 2016). A dor aguda € de curta
duracdo, geralmente inferior a quatro semanas e possui etiologia identificavel
resultante de dano tecidual, a dor subaguda persiste por um periodo de 4 a 12
semanas e a dor crbnica persiste apdés o tempo normal de cura ou cicatrizacao de
uma lesdo, com a presenca de dor persistente ou recorrente com duracao que excede
trés meses (TREEDE et al., 2015; QASEEM, 2017).

A persisténcia do evento doloroso, além do tempo previsto de cura, ndo possui
funcdo de alerta e exibe como caracteristicas 0 comprometimento funcional,
sofrimento, incapacidade fisica e emocional reduzindo a qualidade de vida (OLIVEIRA
et al., 2013).

Dentre os principais tipos de dor, pode-se destacar a (1) dor nociceptiva
(somatica e/ou visceral), (2) dor neuropatica (DN) e (3) dor nociplastica (NIJS et al.,
2019).
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A dor nociceptiva ocorre por ativacao fisiolégica de nociceptores presentes nas
vias ascendentes da dor, esta relacionada a leséo tecidual e tem a funcao de alerta e
protecdo dos tecidos (BENNETT et al., 2006). Em contrapartida, a DN se desenvolve
como consequéncia direta de uma lesdo ou doencga que afeta o sistema nervoso
central (SNC) ou periférico (HATCH et al., 2018). A dor nociplastica surge da
nocicepcao alterada, apesar de ndo haver evidéncia clara de dano tecidual real ou
ameaca causando a ativacdo de nociceptores periféricos ou evidéncia de doenga ou
lesdo do sistema somatossensorial que causem dor (KOSEK et al., 2016).

2.2 VIAS AFERENTES DE TRANSMISSAO DA DOR

A dor fisiolégica é importante para nossa sobrevivéncia, pois nos permite
identificar estimulos nocivos que sdo prejudiciais e interferem no equilibrio da
homeostase do corpo (TABOR et al., 2016).

Os receptores responsaveis por captar o estimulo nocivo sdo denominados
nociceptores. Estes estdo presentes nas terminacdes de neurbnios aferentes
primarios localizadas nas articulacdes, pele, musculos, tenddes, fascias, 0ssos,
visceras e vasos arteriais e respondem seletivamente a estimulos nocivos de alta
magnitude de origem quimica, mecanica ou térmica (ALMEIDA; ROIZENBLATT;
TUFIK, 2004; GOLD; GERHART, 2010).

ApoOs a ativacdo dos nociceptores, a informacdo nociceptiva € conduzida da
periferia a medula espinal, através da qual a informacao ir4 ascender para o encéfalo.
Este processo envolve quatro etapas conhecidas como transducado, transmisséo,
modulacao e percepcdo (ELLISON, 2017) (FIGURA 1).

A transducdo é o processo de conversdo, através da abertura dos canais
ibnicos (sodio, potassio e calcio) dos nociceptores, de um estimulo nocivo (térmico,
mecanico ou quimico) em potenciais de acdo (MCCLESKEY; GOLD, 1999). Vale
salientar que os nociceptores ndo s6 detectam os estimulos nocivos, mas também
possuem propriedades eferentes com liberacdo de neurotransmissores, como a
substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Este

fendbmeno é conhecido como inflamagcdo neurogénica e ocorre quando se tem perda
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de integridade dos tecidos, com o objetivo de aumentar o processo inflamatorio
(JULIUS; BASBAUM, 2001).

A transmissdo refere-se a passagem dos potenciais de acdo do terminal
periférico em direcdo ao SNC. E realizada especificamente através das fibras
aferentes primarias que podem ser classificadas, de acordo com suas propriedades
anatbmicas e funcionais, em fibras A, Ad e C, sendo as duas ultimas relacionadas a
transmissao do impulso doloroso (JULIUS; BASBAUM, 2001; WOOLF; MA, 2007).

As fibras do tipo a AR possuem generosa camada de mielina e velocidade de
conducao rapida (30 a 100 m/s), sendo ativadas frente a estimulos inécuos (tato,
vibracao, propriocepcao e pressao). As fibras Ad possuem camada de mielina inferior
a fibora a AB e velocidade de condugdo lenta (5 e 30 m/s) responsaveis pela
transmissdo da dor aguda inicial, por ultimo as fibras do tipo C, também denominadas
fibras polimodais, sdo de pequeno diametro, ndo possuem bainha de mielina,
possuem velocidade de conducéao lenta (0,5 a 2 m/s) sdo responsaveis pela conducao
da dor crénica que possui como caracteristica ser lenta, difusa e prolongada (JULIUS;
BASBAUM, 2001; WOOLF; MA, 2007).

Ao serem conduzidas até o corno dorsal da medula espinhal (CDME), as
informacdes nociceptivas poderdo fazer conexdo com interneurdnios inibitérios ou
neurbnios excitatérios de segunda ordem, através dos quais as informacdes irdo
ascender aos centros superiores por meio de tratos especializados (DINAKAR,;
STILLMAN, 2016). Estes tratos se conectam com varias regides dos centros
superiores sendo o tadlamo uma delas. Por fim, os impulsos sdo projetados no coértex
somatossensorial para interpretacdo e em outras areas do encéfalo para uma
resposta integrada aos estimulos dolorosos (STEEDS, 2009).

A percepcgdo da dor ocorre através da integracdo de varias regides cerebrais
conhecidas como neuromatrix. Dentre essas regides podemos citar o cortex
somatossensorial, encarregado pelo componente sensitivo-discriminativo da dor, e as
estruturas que compdem o sistema limbico, como a formacéo reticular, septo,
hipocampo, hipotalamo, substancia cinzenta periaquedutal (SCP), responsaveis pelo
componente afetivo-motivacional da dor. O cortex cerebral € a regido responsavel pela
resposta cognitivo-avaliador que envolve comportamento aprendido do individuo em
relacdo a experiéncia dolorosa e, portanto, pode controlar a percepcédo da dor
(DINAKAR; STILLMAN, 2016; ELLISON, 2017).
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A modulacéo da dor ocorre no CDME por meio da ativacdo de interneurénios

inibitorios ou pela liberacdo de neurotransmissores nas vias descendentes envolvidas

no processo de modulacdo do estimulo doloroso (KWON et al.,, 2014; OSSIPOV;,

MORIMURA; PORRECA, 2014).

Figura 1 - Etapas da nocicepcao até a percepg¢éo do estimulo nocivo
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Legenda: CDME= corno dorsal da medula espinal, S1 = c4rtex somatosensorial primério, VPL = Ventral

péstero-lateral.

2.3DOR NEUROPATICA

De acordo com a definicdo proposta pela IASP, a DN é decorrente de uma

lesédo ou doenca que afeta o sistema somatossensorial (JENSEN et al., 2011).

Diferente da dor nociceptiva, a DN é mal adaptativa, ndo tem valor biol6gico e

€ importante causa de incapacidade permanente, principalmente quando cronificada,

ndo podendo ainda ser classificada de acordo com o tempo de instalagdo, pois o
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surgimento da neuropatia pode ocorrer em dias, semanas ou meses (BENBOUZID et
al., 2008; ELLISON, 2017).

A fisiopatologia da dor neuropatica ndo esta completamente esclarecida, mas
sabe-se que, individuos com neuropatias periféricas ou centrais, hd modificacdes
anatbmicas, eletrofisioloégicas e neuroquimicas significativas das vias nervosas
periféricas e dos nucleos e tratos implicados no processamento sensitivo (UEDA,
2006).

A presenca de focos ectopicos de potenciais de acdo, que se originam
espontaneamente sem a presenca de estimulos, € descrita como um componente da
fisiopatologia da DN. Estes focos ectopicos ocorrem devido a cessacao no trajeto do
nervo periférico, ocasionado pela lesdo nervosa, impedindo que as proteinas
produzidas pelo corpo dos neurdnios sejam transportadas até o seu terminal periférico
(CLINE; OCHOA; TOREBJORK, 1989; TESFAYE; BOULTON; DICKENSON, 2013).
Outro contribuinte para o disparo espontaneo das fibras nervosas apés a leséo é o
aumento da expressdo dos canais de sddio, como Navl.3, Navl.7 e Navl.8, nos
ganglios da raiz dorsal e ao redor do neuroma. Essa disseminagdo dos canais de
sédio pode também desencadear sensibilizacdo central, levando a alodinia
(LEVINSO; LUO; HENRY, 2012; COHEN; MAO, 2014).

O dano a bainha de mielina leva a falta de isolamento entre os neurénios e
permite que fibras do tipo AR facam conexdo com neurdnios envolvidos na
transmissdo nociceptiva. Este evento é denominado comunicacao efética e é descrito
como responsavel, juntamente com a presenca de focos ectopicos, pela hiperalgesia
e alodinia observadas na DN (COHEN; MAO, 2014).

Um componente importante nos mecanismos da DN estd relacionado as
alteracdes neuroplasticas que ocorrem ao longo da via nociceptiva na medula espinhal
e em varias regides do encéfalo. Dentre estas alteracdes observa-se aumento da
expressdo dos nociceptores e neurdnios de segunda ordem, aumento da
excitabilidade neuronal na medula espinhal com ativacdo dos receptores excitatorios
de glutamato e hiperativacdo das vias nociceptivas ascendentes (DOUGHERTY;
WILLIS, 1992; WILLIS; WILLIAN, 2001; GUO et al., 2002).

Além disso, apos lesdo nervosa, o mecanismo de inibicdo da nocicepcao é
afetado, ocorrendo reducédo nos niveis de neurotransmissores inibitérios, como o
GABA e a glicina, tanto nos terminais de neurdnios aferentes como nos interneurénios

inibitorios localizados no CDME (ELLISON, 2017). A nivel supraespinhal também é
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observado reducéo dos neurotransmissores envolvidos na modulacdo da dor como a
noradrenalina, serotonina (5-HT), dopamina e opidides enddgenos (COHEN; MAO,
2014).

Assim como nos demais tipos de dor cronica, a DN promove a ativacédo de
regioes encefalicas importantes nas reacdes afetivas a dor, como a area parabraquial,
ndcleo central da amigdala, SCP e areas do cértex cerebral relacionado as emocdes,
a integracdo sensorial e a personalidade, o que favorece o surgimento de co-
morbidades como a ansiedade e depressado, problemas psicolégicos, distarbio no
sono, disfuncéo cognitiva, retraimento social (HUNT; BESTER, 2005; BENBOUZID et
al., 2008; INOUE et al., 2017) e consequente piora na qualidade de vida.

Estima-se que a DN acometa cerca de 7 a 10 % da populacdo geral sendo
considerada um problema de salde publica com grande 6nus financeiro relacionado
a consultas médicas, hospitalizacdes e perda da capacidade de trabalho (O'CONNOR;
DWORKIN, 2009; VAN HECKE et al., 2013). E provavel que a incidéncia da DN
aumente nos préximos anos devido ao aumento de individuos com cancer, em
tratamento com quimioterapicos, aumento da incidéncia de Diabetes Mellitus e
envelhecimento populacional global (COLLOCA et al., 2017).

A etiologia da DN é bem heterogénea, variando substancialmente tanto em
termos da localizacdo anatbmica quanto a causa. Sabe-se que individuos que
apresentam alteragcbes metabdlicas como Diabetes Mellitus, deficiéncia de vitamina
B, infeccdo causada pelo virus da varicela zoster ou virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), individuos expostos a neurotoxinas como quimioterapia ou consumo de alcool
excessivo, lesdo do nervo ocasionada por trauma ou sindrome do aprisionamento ou
outra qualquer condicdo que afete a integridade do SNC ou periférico, estdo
propensos a desenvolverem DN (VON HEHN; BARO; WOOLF, 2012; SCHOLZ et al.,
2019).

Entretanto, o desenvolvimento da DN ndo depende exclusivamente da
ocorréncia de lesdo ou doenca acometendo o sistema somatossensorial. Fatores
ambientais como dieta e estilo de vida, associados ao gendtipo individual séo fatores
determinantes para o surgimento ou ndo desta condi¢éo clinica (VON HEHN; BARO;
WOOLF, 2012).

Independente da causa da DN, a manifestagéo clinica &€ semelhante, sendo dor
espontanea, alodinia e hiperalgesia os principais sintomas observados (DWORKIN et
al., 2003; TRUINI; CRUCCU, 2006). A dor espontanea ocorre independente da
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presenca de estimulo, podendo manifestar-se de forma paroxistica, descrita como
sensacao de choque elétrico, ou de forma constante, relatada como sensacéao de dor
em queimagdo. Em contra partida, a alodinia e a hiperalgesia sdo sintomas de dor
evocada (dependente de estimulos). A alodinia € descrita como dor diante de um
estimulo in6cuo e a hiperalgesia como exacerbacdo da dor frente a um estimulo
doloroso (PIGATTO et al., 2016). A hiperalgesia pode ser classificada como primaria,
quando 0s nociceptores sdo sensibilizados apds dano tecidual, ou secundéria,
observada no tecido adjacente ndo danificado devido a sensibilizacdo no SNC
(COHEN; MAO, 2014). Outro sintoma comum na pratica clinica é a parestesia,
descrita como sensacao de formigamento (TRUINI; CRUCCU, 2006).

Sintomas negativos, como hipoestesia, caracterizada pela sensacao reduzida
a estimulos ndo dolorosos; hipoalgesia, sensa¢do reduzida a estimulos dolorosos;
hipoestesia térmica, sensacédo reduzida frente a estimulos térmicos; e palipoestesia,
sensacao reduzida a vibracao, também fazem parte do diagnostico de DN (TRUINI;
CRUCCU, 2006; PIGATTO et al., 2016).

Por se tratar de uma experiéncia essencialmente subjetiva, o diagndstico da
DN envolve também descritores verbais dos sujeitos acometidos, avaliados por meio
de questionarios padronizados que auxiliam na triagem pelos profissionais da saude.
A maioria desses questionarios inclui perguntas sobre a caracteristica da dor, como
presenca de dor em queimacédo, parestesia, ataques de dor, hipersensibilidade
mecanica e térmica e dorméncia, no entanto, sdo usados apenas para triagem, sendo
necessaria realizacdo de avaliacdo clinica mais aprofundada (CRUCCU et al., 2010).

O manejo da DN é um desafio tanto para clinicos como para pesquisadores,
devido a sua complexidade. Dentre a vasta gama de tratamentos para DN podemos
citar o farmacologico e o ndo farmacoldgico. Os antiepiléticos, como a pregabalina e
a gabapentina, os antidepressivos triciclicos e os inibidores seletivos de recaptacéo
de serotonia séo os farmacos considerados de primeira linha para o tratamento da DN
(FINNERUP et al., 2015). No entanto, boa parte dos pacientes ndo apresenta melhora
satisfatoria dos sintomas, além do aumento de efeitos adversos ou colaterais pelo uso
prolongado.

Vérias pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de oferecer outras
opcOes de tratamento além do farmacoldgico. Acupuntura, estimulacdo transcraniana
por corrente continua, estimulacdo magnética transcraniana, terapia cognitivo

comportamental, estimulacdo elétrica nervosa transcutdnea (TENS) e mobilizagéo
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neural séo terapias e técnicas utilizadas para o manejo da DN (ATTAL et al., 2016;
XU; ZHANG; HUANG, 2016; DIMITROVA; MURCHISON; OKEN, 2017; BASSON;
OLIVIER, 2017; BASSON et al., 2017; LOVAGLIO et al., 2019).

O tratamento com FBM vem se destacando pelos seus efeitos positivos para o
tratamento da DN tanto em humanos quanto em modelos animais (DE ANDRADE;
BOSSINI; PARIZOTTO, 2016; DE PEDRO et al., 2019).

2.4 MODULACAO DA DOR

A modulagédo descendente da dor envolve diferentes estruturas do SNC e um
amplo sistema envolvendo diferentes neurotransmissores. Este sistema modulador foi
descoberto por meio de estudos em modelos animais e posteriormente confirmado
em estudos clinicos por meio do avanco tecnolégico em neuroimagem e farmacologia
(OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA, 2014).

A dor é um fenbmeno dinamico, onde as informacdes nociceptivas podem ser
moduladas em diferentes niveis no SNC antes que a dor seja totalmente percebida
por estruturas corticais (BINGEL; SCHOELL; BUCHE, 2007; MARCHAND, 2008).

A modulagédo da dor no CDME se faz por meio da ativacdo de fibras tateis
mielinizadas. Antes do estimulo doloroso chegar ao SNC, o mesmo pode ser
modulado pelo SNP por meio da ativacdo de fibras AR que saos altamente
mielinizadas e capazes de ativar interneurénios inibitérios na substancia gelatinosa,
minimizando ou até mesmo cessando a chegada do estimulo doloroso ao encéfalo
(MELZACK; WALL, 1965). Diante desta teoria, esfregar uma area dolorosa alivia a
dor, no entanto, em algumas condicfes de dor crdnica, como a DN, esfregar a regido
dolorosa pode aumentar a percepcao da dor em decorréncia da sensibilizacao central
(VON HEHN; BARO; WOOLF, 2012; COHEN; MAO, 2014).

Estruturas do SNC como cortex pré-frontal, cortex cingulado anterior, cortex
insular, amigdala, hipotdlamo periventricular e pdéstero-lateral, substancia cinzenta
periaquedutal (SCP), locus coeruleus (LC) e bulbo rostral ventromedial (RVM, do
inglés Rostral Ventromedial Medulla) exercem importante papel na via descendente
de modulacdo da dor, seja de forma direta ou indiretamente (FIGURA 2)
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(HEINRICHER et al., 2009; OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA, 2014; KWON et al.,
2014).

Dentre as estruturas relacionadas ao controle descendente da dor, a SCP
exerce importante fungcdo (VANEGAS; SCHAIBLE, 2004). Recebe conexdes
eferentes de regides cerebrais superiores e envia projecdes descendentes para o LC
e RVM modulando a dor. Em 1969, Reynolds em seu estudo mostrou que estimulacao
elétrica da SCP ventral produziu analgesia, permitindo assim a realizacdo de um
procedimento cirdrgico em ratos sem o0 uso de sedativos. A SCP também tem sido
relacionada a modulacédo da dor decorrente da lesdo de nervos periféricos (NARITA
et al., 2003). A estimulacéo elétrica da coluna ventral da SCP é capaz de reduzir a
alodinia mecénica e térmica, observadas apdés leséo nervosa periférica em ratos (LEE
et al., 2000). Os receptores CB1 localizados na SCP dorsolateral estdo envolvidos no
efeito modulador da nocicepcdo apds aplicacdo da FBM em camundongos com
Constricao crbnica do nervo ciatico (SANTOS et al., 2020).

Evidéncias cientificas apontam que estruturas supraespinais como a RVM, ndo
sO exercem efeito inibitorio através das células “OFF”, mas também podem ativar as
fibras “ON” responsaveis pela facilitacdo da dor (PORRECA; OSSIPOV; GEBHART,
2002).
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Figura 2 - Estruturas encefalicas envolvidas na modulacdo da dor
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Fonte: HEINRICHER et al. (2009)

Legenda: Cértex cingulado anterior (ACC), amigdala (AMY), nlcleo dorsomedial do hipotalamo (DMH)
cértex medial pré-frontal (MPC), substancia cinzenta periaquedutal (PAG), bulbo rostral
ventromedial (RVM), nucleodorsal reticular (DRt), bulbo rostral ventromedial (VLM).

O efeito modulatério da dor pelas estruturas supraespinhais ocorre atraves dos
neurotransmissores como dopamina, 5-HT e noradrenalina (KWON et al., 2014,
BANNISTER; DICKENSON, 2016).

Os receptores dopaminérgicos D2 e D3 tém sido relacionados a modulacao da
nocicepcao cronica (COFFEEN et al., 2008). Sabe-se que a principal fonte de vias
dopaminérgicas descendentes esta na regido do hipotdlamo posterior periventricular
(PAULUS; TRENKWALDER, 2006). Este sistema dopaminérgico mesolimbico possui
uma relacdo estreita com a area do cortex insular agranular rostral (RAIC, do inglés
Rostral Agranular Insular Cortex), uma regido importante que recebe aferéncias
somaticas e tem sido relacionada ao input nociceptivo. Foi mostrado que o RAIC faz
conexdes eferentes enviando projecdes para hipotalamo lateral, rafe dorsal, PAG,
regido pericerulear, medula rostroventral e nudcleos parabraquiais (JASMIN et al.,
2004).

O sistema noradrenérgico é crucial para varias atividades no corpo, incluindo a
modulacdo da dor. Este sistema € composto por diferentes receptores adrenérgicos
localizados em todo sistema nervoso e classificado por grupos de Al a A7
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(PERTOVAARA, 2006). De forma particular, na regido do LC estdo localizados os
neurénios noradrenérgicos A6 que enviam projecdes descendentes para a medula
espinhal, proporcionando efeito antinociceptivo (JONES; GEBHART, 1986; TAVARES
et al., 1996).

A 5-HT é um importante neurotransmissor encontrado tanto no SNC como na
periferia e desempenha importante papel na regulacdo de diversas funcdes, dentre
elas a modulagéo da dor (BERGER; GRAY; ROTH, 2009). A 5-HT possui sete tipos
de receptores (5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6 e 5- HT7) e 15 subtipos,
de acordo com suas caracteristicas farmacoldgicas, estruturais e transducionais. Os
subtipos de receptores de 5-HT sdo acoplados a proteina G, com excecdo dos
receptores 5-HT3 (TAO et al., 2019).

Devido a multiplicidade de receptores serotoninérgicos, a 5-HT possui efeito
dual na modulacdo da dor, podendo gerar aumento ou diminuicdo da mesma a
depender de fatores como subtipo de receptor ativado, localizacdo anatdomica do
receptor, dose de agonista e antagonista, tipo de dor e tempo de duracdo (CORTES-
ALTAMIRANO et al., 2018).

Embora tenha ocorrido um avanco na compreensdo do papel da
neurotransmissao serotoninérgica na modulacdo da dor, seus mecanismos de acao
ainda ndo sdo totalmente compreendidos, principalmente a nivel medular e
supraespinhal. Sabe-se que os receptores 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D E 5-HT7 tendem
a apresentar efeito antinociceptivo, enquanto a ativacao dos receptores 5-HT2A E 5-
HT3 tendem a promover a nocicepcéo (MILLAN, 2002; SUZUKI; RYGH; DICKENSON,
2004; RAHMAN et al., 2020).

No SNC, grande parte dos neurdnios serotoninérgicos € encontrada no nucleo
da rafe, localizado no tronco cerebral. Estes neurénios enviam projecdes ascendentes
para varias estruturas cerebrais e descendentes para medula espinhal (FIGURA 3). A
ativacdo de projecOes descendentes permite a liberacdo de 5-HT no CDME nos
terminais das projecdes diretas ou nos interneurénios espinhais (KATO et al., 2006;
WINKLER et al., 2006).

Dentre os diversos subtipos de receptores serotoninérgicos pode-se destacar
0 5-HT1A, presente em grande quantidade nas &reas envolvidas na mediacdo ou
modulacao da dor como nucleo da rafe, amigdala, cortex cingulado, insula, cortex pré-
frontal, fibras nociceptivas aferentes e CDME principalmente nas laminas | e Il
(AZMITIA et al.,, 1996; MARTIKAINEN et al.,, 2007). Os receptores 5-HT1A
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desempenham importante papel na via descendente da antinocicepcdo no tronco
cerebral e medula espinal em ratos intactos, com lesdo do nervo e com inflamacao
(LIU et al., 2002).

A ativagdo dos receptores 5-HT1A no terminal pos-sinaptico, inibe a atividade
da adenilato ciclase, resultando em reducdo da concentracdo intracelular de
adenosina monofosfato ciclico (cCAMP) (KWON et al., 2014; HALEEM, 2018). Como
resultado ocorre a abertura dos canais de K* e o fechamento dos canais de Ca*?, com
consequente inibicdo do neurbnio aferente primario e reducdo da liberacdo de
glutamato e SP no CDME (KWON et al., 2014; CHOI; CHO; JANG, 2013; QUAGLIA
et al., 2017; HALEEM, 2018; HALEEM, 2019;).

O sistema de modulacdo descendente da dor precisa estar preservado, pois a
perda do controle descendente da dor, associada a outros fatores como genético e
ambiental, € um elemento importante no desenvolvimento e manutencdo da dor
persistente (BINGEL; SCHOELL; BUCHE, 2007).

Figura 3 - Neurdnios serotoninérgicos localizados no nucleo da rafe e as suas proje¢fes ascendentes
e descendentes

Fonte: BERGER; GRAY; ROTH (2009).
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2.5 FOTOBIOMODULACAO

O ano de 1960 foi um marco importante no uso terapéutico da luz com a
invencdo da tecnologia a Laser de material sélido utilizando o rubi, criado por
Theodore H. Maiman. Desde entdo, varios pesquisadores se empenharam para
avaliar o efeito do Laser nos tecidos biologicos (ANDERS; LANZAFAME; ARANY,
2015).

Os primeiros Lasers vermelhos foram comercializados por volta dos anos
setenta e eram compostos de Hélio—Nebnio. Posteriormente, foi desenvolvido o Laser
no espectro infravermelho composto de arseneto de gélio (Ga-As) e arseneto de galio
aluminio (GaAlAs) (ORTIZ et al., 2001).

O termo Laser € um acrénimo do inglés Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation. Este termo foi utilizado durante algum tempo para representar
terapias que utilizam dispositivos de luz como recurso, entretanto, esta utilizagdo n&o
€ mais considerada apropriada, pois atualmente sao usados outros tipos de
dispositivos de luz além do laser. De forma semelhante, o termo terapia laser de baixa
intensidade (LLLT) foi considerado ambiguo, podendo incluir outras terapias como a
fotodindmica e optogenética (KITCHEN, 1991; ANDERS; LANZAFAME; ARANY,
2015). Desta forma, em 2014, a associacdo Norte-Americana de Terapia com Luz e a
Associacdo Mundial para Terapia a Laser chegaram em um consenso para escolha
do novo termo. A palavra fotobiomodulacdo (FBM) foi o termo de escolha para
descrever o uso da aplicacéo da luz ndo ionizante. A FBM engloba fonte de luz como
o Laser, LEDs e luz de banda larga, no espectro visivel e no infravermelho (ANDERS
et al., 2015; ARANY; BAXTER; LANZAFAME, 2019).

A FBM é utilizada na pratica clinica para tratamento de diversas condicfes
clinicas utilizando comprimento de onda no espectro vermelho e infravermelho na
faixa de 630 nm a 1300nm (DE SOUSA et al., 2016).

O feixe de luz emitido pelo Laser contém fétons que quando emitidos sobre o
tecido sdo absorvidos pelos cromoforos endégenos em especial o Citocromo C
Oxidase (CCO) mitocondrial levando ao aumento no transporte de elétrons,
estimulando a sintese de trifosfato de adenosina (ATP), oxido nitrico (NO), espécie
reativa de oxigénio (ERO) e Ca?* e proporcionando aumento da energia celular que,

por sua vez, estimula a proliferacdo celular, acelera o processo de cicatrizagéo de
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feridas, reduz a inflamacéo e inibe a dor (HUANG et al., 2009; CHUNG et al., 2012)
(FIGURA 4).

A FBM atua como um recurso analgésico através de dois mecanismos distintos:
(1) a luz pode interagir diretamente com neurénios levando a inibicdo temporaria do
transporte axonal em fibras nervosas de pequeno didametro (A & e C) e (2) a luz pode
ter acado antiinflamatéria reduzindo as citocinas pro inflamatérias como a
prostaglandinas e interleucinas, o que diminui a ativagao de nociceptores e atenua a
dor (CHOW,; DAVID; ARMATI, 2007; ALVES et al., 2013).

Estudos apontam efeitos benéficos da aplicacdo da FBM para tratamento de
dores crbnicas, em especial a DN (DE ANDRADE; BOSSINI; PARIZOTTO, 2016;
ANJU; MAIYA; HANDE, 2019; DE PEDRO et al., 2020). Existem evidéncias cientificas
relacionadas aos mecanismos de acdo periféricos da FBM na DN, dentre elas o
aumento dos niveis de neurotransmissores relacionados ao alivio da dor, como a [3-
endorfina e 5SHT aumento da expressdo do marcador de crescimento neuronal GAP
43, proporcionando regeneracdo do nervo ciatico e melhora na funcionalidade e
ativacao dos receptores canabindides do tipo CB1 (WALKER, 1983; CHOW,; DAVID;
ARMATI, 2007; WANG et al., 2014; DE ANDRADE et al., 2017; SANTOS et al., 2020).

Entretanto, permanece obscuro na literatura se a aplicacdo da FBM
perifericamente envolve a liberacdo de 5-HT nas vias descendentes envolvidas na

modulacao da dor.



29

Figura 4 - A absorcao do feixe de luz vermelha ou infravermelha por croméforos celulares especificos
ou fotoreceptores localizados na mitocéndria
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Fonte: CHUNG et al. (2012).

2.6 MODELOS ANIMAIS/ EVIDENCIAS EXPERIMENTAIS

Modelos animais foram criados para facilitar o estudo dos mecanismos
intrinsecos, que dificilmente seriam possiveis em seres humanos (ZIMMERMANN,
2001; NIEDERBERGER; KUHLEIN; GEISSLINGER, 2008; CHALLA, 2015). Dentre
estes modelos podem ser citados a constricdo Cronica do Nervo Ciatico (CClI),
proposto por Bennett e Xie (1988), o qual simula condicéo clinica da compresséao
nervosa crénica, como na sindrome do ttnel do carpo ou irritagdo da raiz nervosa por
hérnia de disco lombar ou cervical; transeccdo do nervo espinhal, modelo adequado
para simular dor no membro fantasma; seccao parcial do nervo ciatico, que reproduz
condicao clinica de contusédo nervosa acidental ou lesédo nervosa induzida por tiro;
ligagcdo dos nervos espinhais, que simula leséo da raiz dorsal e plexos nervosos;
avulsdo do plexo braquial, que reproduz um tipo frequente de lesdo por tracdo do
nervo em humanos (SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990; KIM; CHUNG, 1992;
RODRIGUES FILHO et al., 2003; CHALLA, 2015).

Estes modelos animais reproduzem sintomas de hiperalgesia, dor espontanea
e alodinia semelhantes aos sintomas observados na pratica clinica em humanos
(NIEDERBERGER; KUHLEIN; GEISSLINGER, 2008; CHALLA, 2015).
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A lesdo parcial do nervo ciatico através de constricdo cronica caracteriza um
dos modelos frequentemente utilizados como material experimental na investigacao
sobre DN (BENNETT; XIE, 1988; HU et al., 2016; ZHANG et al., 2016; VINCENZETTI
et al., 2019). A utilizacdo deste modelo em ratos e camundongos resulta em edema
intraneural, comprimindo o nervo e axotomizando efetivamente muitas fibras
nervosas, mas nao todas, sendo considerado um modelo confiavel e de féacil
reproducao (BENNETT; XIE, 1988).

A preocupacdo em reduzir a DN e suas consequéncias tem estimulado a
realizacdo de pesquisas em modelos animais usando farmacos como
anticonvulsivantes, ansioliticos, antiinflamatdérios néo-esteroidais, antidepressivos e
canabindides (KONTINEN; DICKENSON, 2000; VAZQUEZ et al., 2005; HU et al.,
2016; KAZANTZIS et al., 2016; VINCENZETTI et al., 2019; SANTOS et al., 2020).

De forma particular, o efeito antinociceptivo da serotonina (5-HT) tem sido
observado em modelos de DN. Estudos demonstram que farmacos inibidores da
recaptacdo de 5HT como duloxetina e ammoxetina, administradas oralmente,
aliviaram a alodinia mecénica e a hiperalgesia térmica ap6s CCI de ratos (ZHANG et
al.,, 2016). A ativacdo dos receptores 5HT1A pelo 8-OH-DPAT reduziu a
hipersensibilidade mecéanica e o comportamento tipo depressivo em ratos com CCI
(HU et al., 2016). A estimulacdo da RVM proporcionou analgesia o qual foi
acompanhada da liberacdo de 5HT na medula espinhal e atenuada pela administragéo
de antagonistas serotoninérgicos (BUHLER; PROUDFIT; GEBHART, 2004).
Entretanto, a serotonina tem um complexo papel na regulacdo da dor, favorecendo,
em alguns casos, o0 estado de hiperalgesia que € atenuado pela administracéo
periférica de antagonistas dos receptores serotoninérgicos (ARDID et al., 2001).

Modelos experimentais também s&o utilizados em estudos sobre os efeitos da
FBM no manejo da DN. A aplicacdo de FBM (660 nm, 9 J/cm?) em ratos com CCI
promoveu reducdo da alodinia mecénica, melhora da recuperagédo funcional dos
nervos ciatico, tibial e fibular e modulacdo da inflamacéo, através da reducédo dos
niveis de TNF-qa, IL-18 e HIF-1a e aumento dos fatores de crescimento endotelial
(VEGF) e crescimento nervoso (NGF) (HSIEH et al., 2012). Camundongos com CCI
tratados com FBM (808nm, 20J/cm2 ou 40J/cm?) apresentaram melhora da
hiperalgesia térmica e mécanica e aumento dos niveis de 3-endorfina (DE ANDRADE
et al., 2017).
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Evidéncias cientificas tém demonstrado resultados favoraveis do uso FBM para
tratamento da DN, no entanto, ha escassez de dados que elucidem os mecanismos
de acdo da FBM a nivel supraespinhal, principalmente em relacéo a neurotransmissao

serotoninérgica

2.7 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO ESTUDO

Devido a sua gravidade e resisténcia a maioria dos analgésicos classicos, a DN
tem sido considerada um desafio na pratica clinica. A preocupacdo em reduzir a DN
e suas consequéncias tem estimulado a realizagdo de estudos em modelos animais
de neuropatia periférica.

Estudos apontam efeitos positivos da FBM para alivio da dor neuropética tanto
em humanos como em modelos animais, entretanto, 0s mecanismos de acao supra
espinhais da FBM séos pouco compreendidos, necessitando do uso de modelos
animais para investiga-los.

A FBM é um recurso amplamente utilizado por fisioterapeutas e outros
profissionais na pratica clinica para tratamento de diversas desordens. Embora os
estudos clinicos sejam de grande relevancia na tomada de decisdo de qual técnica ou
recurso utilizar, € necesséria a ampliacdo de estudos em pesquisas basicas para
elucidar e compreender melhor os mecanismos de acdo envolvidos, contribuindo

assim com a pratica baseada em evidéncias.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o envolvimento dos receptores 5SHT1A do SNC na antinocicepgao da
DN apos aplicagdo da FBM em camundongos submetidos a CCI.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Foram definidos como objetivos especificos:

a) avaliar o efeito da FBM (50 J/cm?) na nocicep¢do mecanica e hiperalgesia
térmica em camundongos submetidos a CClI;

b) investigar a participagéo dos receptores 5-HT1A do SNC na antinocicep¢ao
promovida pela FBM em camundongos submetidos a CCI apdés aplicacao

periférica da FBM.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 48 camundongos machos (Suico- albino) provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

A pesquisa foi previamente aprovada pela Comiss&o de Etica para o Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), sob o nimero do
protocolo 20/2019 e todos 0s experimentos seguiram as normas de ética
estabelecidas para experimentacdo com animais acordados, recomendadas pela
IASP (International Association for the Study of Pain) e as hormas que regulamentam
aspectos éticos da utilizacdo de animais de laboratoério elaborados pela Comisséo de
Etica em Experimentagdo Animal da UNIFAL (ZIMMERMANN, 1983). O nimero de
animais utilizados no experimento foi 0 minimo necessério para demonstrar o efeito
ao tratamento recebido, com base em estudos prévios da literatura (RASHID; UEDA,
2005; NAKAJIMA et al., 2012; HOSHINO; OBATA; SAITO, 2015).

Os animais foram alocados aleatoriamente em grupos (FIGURA 5) em caixa de
prolipropileno (410 x 340 x 160) com o fundo forrado com maravalha que ficaram
armazenadas em estantes apropriadas para tal.

Uma vez recebidos do Biotério Central da UFMG, os animais foram mantidos
no biotério da UNIFAL-MG Campus Il. Os animais foram mantidos sob condi¢cdes de
temperatura controladas a = 22° e ciclo claro/escuro de 12h iniciando com o ciclo claro
as 7h da manha e noturno as 19h. Os animais tiveram livre acesso a racao e agua até
o dia dos experimentos, os quais foram realizados no periodo diurno entre as 7h e as
16h. Antes da avaliagdo do limiar nociceptivo térmico e mecéanico os animais foram

ambientados na sala de experimentacéo por um periodo de 1 hora.
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Figura 5 - Fluxograma dos grupos de animais utilizados na experimentacao
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Fonte: Da autora.

4.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

4.2.1 Estereotaxia

Inicialmente os animais foram anestesiados com Ketamina (DOPALEN®) (90-
150 mg/kg) e xilasina (ANASEDAN®) (7,5-16 mg/Kg) intraperitonial (i.p). Apés
deteccdo da sedacdo completa, através da auséncia ou depressdo dos reflexos

protetores, foi realizada tricotomia da parte superior da cabeca e os animais foram
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posicionados no estereotaxico. A estabilizacdo da cabeca do animal no estereotaxico
foi realizada por meio de duas barras auriculares e os dentes incisivos foram
encaixados no equipamento para fixacédo do focinho de modo que a cabeca do animal
ficasse bem alinhada e estabilizada (FORNARI et al., 2012). ApGs o posicionamento
correto, uma solucédo de iodo foi aplicada na parte superior da cabeca e uma incisao
foi feita no local seguida da assepsia na regido do cranio com hastes flexiveis com
pontas de algodéo (FIGURA 6).

As coordenadas estereotaxicas para a regido intracebroventricular (ICV), foram
estabelecidas de acordo com o Atlas de Franklin e Paxinos (1997) e estudo prévio da
literatura de Podolan et al. (2019) sendo utilizadas as seguintes coordenadas partindo
do bregma anteroposterior: (AP)=-0,2mm, lateral (L)= = 1,0 mm e ventral (V)= -2mm.

A regido da calota craniana foi perfurada com uma broca utilizando o
micromotor (BELTEC®) e uma canula 10 mm com calibre 25x07mm, confeccionada
manualmente a partir de uma agulha hipodérmica, foi colocada na regido ICV e fixada
com uma mistura de resina liquida (JET®) e em p6 (VIPI FLASH®) formando um
capacete. Apos a fixacdo da canula, um mandril foi inserido com o objetivo de evitar
possivel obstrucéo e contaminacdo (FORNARI et al., 2012).

Figura 6 - Estereotaxia para colocag&o da canula na regido ICV

Fonte: Da autora

Legenda: a) Tricotomia da regido superior da cabeca e assepsia com iodo
b) Exposi¢éo das suturas do cranio
¢) Colocacéo da céanula e fixagdo com resina.
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4.2.2 Constricdo Cronica do Nervo Ciatico

Ainda sob o efeito da anestesia e com o animal posicionado sobre o
estereotaxico, foi realizada a CCIl usando o método descrito originalmente por Bennet
e Xie (1998) com pequenas modificagcdes propostas por (ZHAO et al.,, 2012).
Inicialmente, foi realizada incisdo no membro posterior direito do animal, a fascia entre
0 gluteo e o biceps femoral foi seccionada e o nervo ciatico direito foi exposto proximo
a sua trifurcacdo. O tecido ao redor do nervo foi cuidadosamente cortado a uma
distancia de aproximadamente 8mm e posteriormente, foi realizado a compressao do
nervo através de trés ligaduras com fio estéril ndo inflamatério mononylon 6.0
(TECHNEWCOMO®) (FIGURA 7). O mesmo procedimento foi realizado no grupo
Sham, porém nédo foram realizadas amarraduras ao redor do nervo. Apdés o
procedimento cirdrgico, os animais foram colocados sobre a mesa heat pad (placa
aquecida) com temperatura aproximada de 37°C até a recuperacdo completa da
anestesia e posteriormente foram alocados as suas respectivas caixas.

No 7° dia apds o procedimento cirdrgico, os animais foram avaliados quanto ao
limiar nociceptivo mecéanico e térmico para deteccdo dos sinais neuropaticos.
Somente 0s animais que apresentaram hiperalgesia e alodinia permaneceram para a

sequéncia dos experimentos.

Figura 7 - Procedimento de CCI

Fonte: Da autora

Legenda: a) Tricotomia da regido glitea da pata traseira direita e assepsia com iodo
b) Exposicéo do nervo ciatico e constricdo com 3 ligaduras
c) Sutura externa.
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4.3 DROGA

Para investigar a participagdo do receptor 5SHT1A no SNC foi utilizado o
WAY100635 (N - {2 - [4 -( 2- metoxifenil) -1- piperazina] etil} - N - (2-piridinil)
ciclohexacarboxiamida triidrocloreto) (Sigma Aldrech®), antagonista seletivo do
receptor SHT1A, dissolvido em salina. Foi realizada infusédo ICV na dose 5,6 nmol e
volume 2,5 uyL. A dose foi baseada em estudo prévio da literatura (NUNES-DE-
SOUZA; RODGERS; CANTO-DE-SOUZA, 2011). Os animais do grupo controle

receberam infusdo de salina.

4.4 PROCEDIMENTO PARA INFUSAO DA DROGA

Sete dias ap0s o procedimento cirargico, os animais receberam infusao ICV de
droga antagonista dos receptores serotoninérgicos 5-HT1A (WAY100635 dose 5,6
nmol) ou salina (grupo controle). Para este procedimento uma agulha de injecdo com
calibre de 33-gauge cujo comprimento ultrapassava 1,0 mm a ponta da canula-guia,
foi inserida dentro da mesma. A agulha de injecao foi conectada, por meio de tubo de
polietileno (PE-10) a microsseringa Hamilton de 10 pl.

A droga ou salina foram injetadas cuidadosamente de forma manual, onde foi
injetado um volume de 2,5 ul de solucdo durante um periodo de 60 segundos. O
procedimento de micro injecao consistiu na remoc¢ao do mandril e insercao da agulha
de inje¢édo dentro da canula. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de
polietileno antes, durante e depois da injecao confirmou o fluxo da solugcdo (NUNES-
DE-SOUZA et al., 2000). Apés a infusdo da droga ou salina, a agulha permaneceu

dentro da canula por mais 30 segundos com a finalidade de evitar o refluxo da droga.

4.5 APLICACAO DA FOTOBIOMODULACAO
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O equipamento de FBM utilizado foi o Laser Duo (MM OPTICS® Séao Carlos,
SP, Brasil) (FIGURA 8). Os parametros utilizados foram: comprimento de onda de 830
nandémetros, modo de emissdo continuo, poténcia de 100mW, fluéncia de 50J/cmz,
baseado em estudo prévio da literatura (SANTOS et al., 2020). Os demais parametros
e informacdes sobre o dispositivo sdo mostrados no Quadro 1.

A FBM foi aplicada imediatamente apds infusdo das solucdes ICV. Para tal
procedimento os animais foram manualmente retidos com auxilio de uma flanela, de
modo que nao causasse estresse aos animais. A ponteira laser foi posicionada
perpendicularmente a pele sobre a area de CCl e a irradiacédo foi realizada uma Unica
vez, transcutaneamente, usando a técnica de aplicacdo pontual. Os animais do grupo

controle receberam o mesmo procedimento porem com o aparelho desligado.
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Figura 8 - Equipamento Laser Duo (MM OPTICS® Séo Carlos, SP, Brasil) utilizado na FBM sobre a
CCl

Fonte: Da autora.



Quadro 1 - Informacdes sobre o dispositivo, irradiacdo e parametros de tratamento

Fabricante

MM Optics

(S&o Carlos, SP, Brasil)

Identificacdo do Modelo
Tipo emissor
Comprimento da onda
Poténcia Optica

Espectro Eletromagnetico
Area do feixe

Modo de operacéo

Dose

Intensidade

Energia Radiante (J)
Tempo total de irradiagéo
Técnica de Aplicacéo

NUmero de sessdes

LASER DUO
GaAlAs e InGaAIP
808nm +10nm
100mW £20%
Infravermelho
3mm?

Continuo
50J/cm?

3.333 mW/cm?
153

15 segundos
Técnica pontual

1 sessao

Fonte: Da autora.

4.6 TESTES NOCICEPTIVOS
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Para avaliacdo da alodinia mecéanica e hiperalgesia térmica, foram utilizados os

testes de von Frey e Placa Quente, respectivamente. No teste de von Frey foram

realizadas 3 medidas na pata traseira direita de cada animal, separadas por intervalos

de 3 minutos. A média das 3 medidas foi descrita como o limiar nocipceptivo.
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Os animais foram testados antes da cirurgia de CCI (linha de base) e no 7° dia
apos a cirurgia para detectar sinais de neuropatia. Apos infusdo da droga ou salina e
aplicacdo da FBM, os animais foram novamente submetidos aos testes nos tempos
5%, 30, 60, 120" e 180°". Os animais que ndo demonstraram reducao significativa (p
< 0,05) no limiar sensorial apos a CClI, comparados com os valores obtidos na linha

de base, foram excluidos do estudo.

4.6.1 Avaliacdo da alodinia mecanica

Para avaliacdo da nocicepc¢do ao estimulo mecanico foi utilizado o aparato de
von Frey. Os animais foram colocados dentro de caixas individuais de vidro fume
(18x18x14,5), posicionadas sobre uma grade de metal que permitia a avaliacdo do
limiar nociceptivo mecanico da pata direita de cada animal (FIGURA 9), conforme
descrito por Chaplan et al. (1994). Os animais foram aclimatados no aparato por um
periodo de 15 a 20 minutos e a temperatura da sala de experimentacao foi mantida
por volta de 22°. O limiar de retirada da pata foi avaliado por meio de um conjunto de
monofilamentos tipo estesibmetro (AESTHESIA®, EUA) de vérias espessuras 0,079,
0,164, 0,4q, 0,69, 1,09, 1,49 e 2,0g (FIGURA 10).

Os filamentos foram aplicados perpendicularmente sobre a superficie plantar
da pata posterior direita, com uma pressao suficiente para curva-los. O teste sempre
foi iniciado usando o menor filamento em direcdo ao mais espesso. O filamento que
era capaz de gerar resposta como flinch ou lamber a pata estimulada foi descrito como

o estimulo capaz produzir resposta nociceptiva.
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Figura 9 - Aparato utilizado para avalia¢gdes da alodinia mecénica

Fonte: Da autora
Legenda: a) animais em ambientagdo
b) animais sendo avaliados por monofilamentos de von Frey.

Figura 10 - Filamentos de von Frey de diferentes espessuras utilizados na avaliacdo do limiar
nociceptivo mecéanico

Fonte: Da autora.

4.6.2 Avaliacéo da hiperalgesia térmica
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A hiperalgesia ao estimulo térmico foi avaliada por meio do teste da Placa
Quente (Hot Plate Insight®) (FIGURA 11). Este teste mensura a laténcia de retirada
da pata diante de um estimulo térmico aplicado na superficie plantar em segundos.

Os animais foram colocados sobre o aparato, a uma temperatura de 52 °C onde
foi observada a resposta de tolerancia maxima do animal, indicada pelo
comportamento de lamber, saltar ou flinch da pata traseira (WILSON et al., 2002;
KAYSER et al., 2007).

O tempo de cut off (limite maximo) imposto sobre o animal na Placa Quente foi
de 25 segundos, a fim de evitar possiveis lesdes nos tecidos (KURAISHI et al., 1983).

A sala de experimentacédo foi mantida a uma temperatura de 22°C.

Figura 11 - Hot Plate (Insight®, Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil) utilizado para avaliagdo da
hiperalgesia térmica

Fonte: Da autora.

4.7 ANALISE MACROSCOPICA DA REGIAO INTRACEREBROVENTRICULAR

Apbs o término dos experimentos todos 0s animais receberam injecdo central

de 0.5 pl de uma solugéo de 1% de azul de metileno, de acordo com o procedimento
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descrito para a injecdo de drogas. Para tal procedimento os animais receberam uma
dose de Ketamina e Xilasina contendo o triplo da dose mencionada para procedimento
usual de anestesiai.p. A morte foi confirmada pela auséncia de movimento respiratério
(apneia); auséncia de batimentos cardiacos (assistolia); auséncia de pulsacéo,
mucosas palidas e perda do reflexo cérneo e apos a confirmacao da morte os animais
foram decapitados e seus encéfalos removidos e acomodados em recipientes
contendo solugao de formalina (10%). Utilizando um bisturi, foram realizadas sec¢des
coronais ao longo do trajeto da canula. As secc¢des foram inspecionadas
macroscopicamente e a visualizacédo da dispersao do azul de metileno indicou o local
da injecdo central de drogas (FIGURA 12).

Figura 12 - Disperséo do azul de metileno na regiéo ICV

Fonte: Da autora
Legenda: a) imagem do atlas de estereotaxia
b) corte coronal confirmando a regido alvo de estudo.

4.8 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Inicialmente foram realizados os testes nociceptivos de von Frey e Placa
Quente para obtenc¢do dos valores da linha de base dos animais, no dia seguinte foi
realizado o procedimento cirirgico para implante da canula e CCI. Sete dias apés a
realizacdo do procedimento cirargico foram realizados novamente os testes de von
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Frey e placa quente para verificar se houve reducdo do limar nociceptivo em

comparacao com os valores obtidos na linha de base. ApGs a deteccao dos sinais de

neuropatia, foi realizada infusdo ICV da droga antagonista do receptor 5SHT1A ou

salina seguido da aplicagdo da FBM 0J/cm? ou 50J/cm2. A avaliagdo do limiar

nociceptivo mecanico e térmico foi realizada novamente nos momentos 57, 30,
607,120 e 180" apos aplicacdo da FBM (FIGURA 13).

Figura 13 - Representacéo esquematica do protocolo experimental
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-Vonfrey
-Placa Quente
\. l J
~
( DIA1:
Cirurgia:
-Estereotaxia
-CCI
l_ vy ‘ ‘
) o
DIA7: DIAT: DIA 7: DIA 7: Testes Nociceptivos:
Testes Nociceptivos: Infusio das Drogas: Aplicacio FBM:
-Vonfrey -WAY100635 - 50J/em? Vonfrev e Placa Quente
-Placa Quente -Salina - 0J/em?
57,307,607, 1207 e 1807
. J M

W \ & o

Fonte: Da autora

Legenda: CCl= Constricdo Crdnica do Nervo Ciatico; FBM=Fotobiomodula¢éo; 57, 307, 607,120 e 180°
= tempo em minutos referente a avaliacdo do limiar nociceptivo; WAY100635 = antagonista
dos receptores 5HT1A; J= joules.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados paramétricos foram apresentados como média + E.P.M. O limiar

nociceptivo mecanico e térmico foram avaliados pela analise de variancia de duas vias

(two-way ANOVA), seguida pelo pos-teste Bonferroni. A comparagao entre 0S grupos

SHAM e CCI foram realizadas pelo teste One-way ANOVA, seguido pelo teste de

Turkey. Foram considerados estatisticamente significativos os valores de p<0,05. As
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analises estatisticas e elaboracédo das figuras foram realizadas através do software
GraphPad Prism versédo 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA).



a7

5 RESULTADOS

5.1 LIMIAR NOCICEPTIVO ANTES E APOS A CIRURGIA AVALIADO PELO TESTE
DE VON FREY E PLACA QUENTE

Os Graficos 1 e 2 referem-se ao limiar nociceptivo mecéanico avaliado pelo teste
de von Frey e a laténcia nociceptiva térmica avaliada pelo teste da Placa Quente,
respectivamente.

Observa-se no Grafico 1 que o grupo SHAM BASAL e SHAM 7° DIA
apresentaram limiar nociceptivo menor (p<0,05) em relagdo ao grupo CCl BASAL.
Porém, no sétimo dia apds o procedimento cirdrgico, o grupo CCI 7° DIA apresentou
reducao do limiar nociceptivo mecéanico quando comparado ao CCl BASAL (p<0,001)
e ao grupo SHAM 7°DIA (p<0,001) e SHAM BASAL (p<0,01).

O Gréfico 2 demonstra que o grupo CCI 7° DIA apresentou reducao do limiar
nociceptivo quando comparado aos grupos CCl BASAL (p<0,01) e SHAM BASAL
(p<0,01).
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Gréfico 1 - Avaliacao do limiar nociceptivo mecénico antes e apds o procedimento cirdrgico
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Fonte: Da autora

Legenda: Os dados representam a média + E.P.M do limiar nociceptivo em gramas (g). Analise
realizada por meio do teste One-way ANOVA, seguido pelo pds-teste de Turkey. Os simbolos
e #HE (p < 0,001) e && (p<0,01), indicam significancia estatistica do grupo CCI 7° DIA em
relacdo ao CCI BASAL, SHAM 7° dia e SHAM BASAL. O simbolo + indica significAncia
estatistica (p<0,05) do grupo CCI BASAL em relacdo ao SHAM BASAL e SHAM 7° DIA.

Gréfico 2 - Avaliacdo da laténcia nociceptiva térmica antes e apds o procedimento cirdrgico
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Fonte: Da autora

Legenda: Os dados representam a média + E.P.M da laténcia nociceptiva em segundos (s). Os dados
foram analisados por meio do teste One-way ANOVA, seguido pelo pds-teste de Turkey. O
simbolo ** indica significancia estatistica (p < 0,01) do grupo CCI 7° DIA em relagéo ao CCI
BASAL. O simbolo #; indica significancia estatistica (p < 0,01) do grupo CCI 7° DIA em relagdo
ao SHAM BASAL.
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5.2 ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES 5HT1A NA ANTINOCICEPCAO
PROMOVIDA PELA FBM EM ANIMAIS SUBMETIDOS A CCI AVALIADOS
PELO TESTE DA PLACA QUENTE.

O Grafico 3 mostra os resultados referentes ao limiar nociceptivo mecanico
avaliado pelo teste de von Frey. No sétimo dia apos a CCI foi observada reducao do
limiar nociceptivo mecanico (0,47 %0,12) (p<0,001) em comparacdo aos valores
obtidos na linha de base (1,38 = 0,32).

Apos irradiacdo com FBM, houve aumento significativo do limiar nociceptivo
mecanico no grupo (1) CCI + SALINA + FBM 50J/cm? (p<0,001) quando comparado
aos grupos (2) CCl + SALINA + FBM 0J/cmz, (3) CCIl + WAY100635 + FBM 50J/cm?
e (4) CCl + WAY100635 + FBM 0J/cm2.

O aumento no limiar nociceptivo mecanico, observado no grupo (1) CCI +
SALINA + FBM 50J/cmz?, teve inicio 5 minutos apos a aplicacdo da FBM perdurando
até o ultimo momento da mensuracdo aos 180 minutos, com diferenca significativa
(p<0,001) em comparacdo aos demais grupos, em todos 0s momentos de
mensuracgao.

O WAY 100635 reverteu o efeito antinociceptivo promovido pela FBM, conforme
observado na comparacéo entre os grupos (1) CCI + Salina +FBM 50J/cm? e (3) CCI
+ WAY100635 + FBM 50J/cm? (p<0,001). Nos grupos (2) CCI + SALINA + FBM 0J/cm?
e (4) CCl + WAY100635 + FBM 0J/cm?, que receberam FBM placebo, nao foi

observada alteracao do limiar nociceptivo.
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Graéfico 3 - Avaliacdo do limiar nociceptivo mecanico para investigacao do envolvimento dos receptores
5HT1A na antinocicepcdo promovida pela fotobiomodulagdo (FBM) em animais com
constri¢cao cronica do nervo ciatico (CClI)
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3) CCI + WAY100635 + FBM 50J/cm?
)

N
o
)

Pt

(
(
(
(4) CCl + WAY100635+ FBM 0J/cm?

Limiar Nociceptivo (g)
o

0.54

00 L] ) 1 ) I I ]
yalos e e
&

R "
¢ INFUsAo
S FBM

Fonte: Da autora

Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g). Os dados
foram analisados por meio do teste Two-way, seguido do pds-teste de comparagfes
multiplas de Bonferroni. O simbolo &&& indica significancia estatistica (p < 0,001) do grupo
(1) CCI +SALINA+ FBM50J/cm2 em relacdo aos grupos (2) CCl + SALINA + FBM 0J/cmz,
(3) CCl + WAY100635 + FBM 50J/cm? e (4) CCI + WAY100635. O simbolo +++ indica
significancia estatistica(p<0,001) do grupo (3) CCI + WAY100635 + FBM 50J/cm2 em
relagdo ao grupo (1) CCl +SALINA+ FBM50J/cm2. O simbolo $$$ indica significAncia
estatistica (p<0,001) do sétimo dia apds CCIl em relac&o aos valores basais, avaliado pelo
teste One-way ANOVA, seguido pelo p6s-teste de Turkey. Os grupos foram compostos por
N=6 animais por grupo.

5.3 ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES 5HT1A NA ANTINOCICEPCAO
PROMOVIDA PELA FBM EM ANIMAIS SUBMETIDOS A CCI AVALIADOS
PELO TESTE DA PLACA QUENTE.

O Gréfico 4 mostra os resultados referentes ao limiar nociceptivo térmico
avaliado pelo teste da Placa Quente. No sétimo dia apos a CCl foi observada reducéo
do limiar nociceptivo térmico (9,45 £1,84) (p<0,001) em comparacdo aos valores
obtidos na linha de base (15,54 + 2,04).
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Aos 120" houve aumento significativo na laténcia nociceptiva no grupo (1) CCI
+ SALINA + FBM 50J/cm2 em comparacao com os grupos (2) CCl + SALINA + FBM
0J/cmz (p<0,05) e (3) CCl+ WAY100635 + 50J/cm? (p<0,001). Este efeito também foi
observado aos 180" em comparacao aos grupos (2) CCIl + SALINA + FBM 0J/cm?, (3)
CCl + WAY100635 + 50J/cm2 e (4) CCl + WAY100635 + 0J/cm? (p<0,001).

Foi observado diferenca na laténcia nociceptiva nos momentos de mensuragao
30" (p<0,05), 120" (p<0,01) e 180 (p<0,001) entre o grupo (1) CCI + Salina + FBM
50J/cm? e o grupo (4) CCl+ WAY100635 + 0J/cm?. Nao foi encontrada significancia

estatistica nos momentos 5 e 60 minutos (p>0,05).

Gréfico 4 - Avaliagdo da laténcia nociceptiva pelo teste da Placa Quente para investigagdo do
envolvimento dos receptores 5HT1A na antinocicep¢&o promovida pela fotobiomodulacéo
(FBM) em animais com constrigcdo cronica do nervo ciatico (CCI)
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Fonte: Da autora

Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. da laténcia nociceptiva em segundos (s). Os dados
foram analisados utilizando o teste Two-way ANOVA, seguido do pds-teste de comparacdes
multiplas Bonferroni. Os simbolos * (p<0,05) *** (p<0,001) indicam significancia no grupo (1)
CCI + SALINA + FBM50J/cm2 em comparagdo ao (2) CCl + SALINA + FBM 0J/cm?; os
simbolos & (p<0,05), && (p<0.01) e &&& (p<0,001) indicam significancia estatistica do grupo
(1) CCI + SALINA + FBM50J/cm2 em comparac¢éo com (4) CCl + WAY100635 + FBM0J/cmz;
### (p<0,001) indica significAncia no grupo (1) CCl + SALINA + FBM50J/cm2 em comparacéo
ao (3) CClI +WAY100635 + FBM 50J/cm2. O simbolo +++ indica significancia
estatistica(p<0,001) do grupo (3) CCI + WAY100635 + FBM 50J/cm? em relagao ao grupo (1)
CCI +SALINA+ FBM50J/cm2. O simbolo $$$ indica significancia estatistica (p<0,001) apos
CCl em relacao aos valores basais, avaliado pelo teste One-way ANOVA, seguido pelo pés-
teste de Turkey. Os grupos foram compostos por N=6 animais por grupo.



52

6 DISCUSSAO

Modelos experimentais foram criados para elucidar os mecanismos envolvidos
no surgimento da DN e desenvolver tratamentos eficazes para o controle da mesma
(COLLEONI; SACERDOTE, 2010; AUSTIN; WU; MOALEM-TAYLOR, 2012; SOUSA
et al., 2016). No presente estudo, 0 modelo utilizado para inducdo da DN foi o de CCl,
inicialmente descrito por Bennett e Xie (1988), porém com colocacao de apenas trés
ligaduras ao redor do nervo ciatico (SOMMER; SCHAFERS, 1998; WALCZAK;
BEAULIEU, 2006; COSTA et al., 2008; ZHAO et al., 2012).

O presente estudo demonstrou reducgdo significativa do limiar nociceptivo
mecanico e da laténcia nociceptiva térmica, avaliados pelos testes de von Frey e Placa
Quente, respectivamente, no sétimo dia apds o procedimento cirargico, no grupo CCI
em relacédo a sua linha de base e ao grupo SHAM, demonstrando que o modelo de
CCI foi eficaz em reproduzir os sinais de neuropatia como a hiperalgesia e alodinia.
Vale salientar que o grupo SHAM foi submetido ao mesmo procedimento cirurgico que
o grupo CCI, porém sem ligacdo do nervo ciatico. A auséncia de alteracédo do limiar
nociceptivo no grupo SHAM, no sétimo dia de avaliacdo em compara¢ao aos valores
basais, demonstrou a ndo participacdo do componente inflamatério relacionado ao
corte cutaneo e muscular, corroborando com outros estudos da literatura (COSTA et
al., 2008; ZHANG; YANG; DOUGHERT, 2018; MEDEIROS et al., 2019).

Embora tenha sido observada diferenca nos valores basais nos animais do
grupo SHAM em relacdo ao grupo CCIl, ambos 0s grupos apresentaram valores,
referentes ao limiar nociceptivo, compativeis com o padréo descrito na literatura, na
auséncia de lesdo (SOUZA et al., 2015; DOS SANTOS et al., 2019; ELISEI, 2019).

No presente estudo, foi abordada a DN em sua fase inicial, sete dias p6s CCI.
Embora a DN seja descrita como um tipo de dor crbnica, apresentando possivel
componente inflamatdrio associado em seus estagios iniciais, o estudo desta condicéo
clinica em seus diferentes estagios de progressdao € importante para maior
compreensao do seu desenvolvimento e do efeito dos diferentes tipos de tratamento
em cada estagio (OKAMOTO et al., 2001; XU et al., 2016).

Os tratamentos farmacoldgicos disponiveis para o alivio da DN possuem
eficacia limitada devido aos efeitos colaterais e alguns pacientes ndo apresentam

melhora satisfatoria dos sintomas (SINGH et al., 2017). A terapia por FBM vem se
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destacando cada dia mais devido aos seus resultados positivos e por se tratar de um
método ndo invasivo, com baixo ou nenhum efeito colateral e poucas contra
indicacdes como aplicacdo na regido dos olhos, sobre células cancerigenas, sobre o
Utero gravidico e em condi¢cdes de fotossensibilidade (DE SOUSA et al., 2016;
PAOLILLO et al., 2020).

No presente estudo, a aplicacio da FBM promoveu analgesia em
camundongos ap6s CCI, demonstrada pelo aumento do limiar nociceptivo mecéanico
e térmico no grupo CCI + SALINA + FBM 50 J/cm? em comparagdo com 0s demais
grupos do estudo. Estes resultados corroboram com o estudo realizado por De
Andrade et al. (2017), no qual o tratamento com a FBM foi capaz de proporcionar
efeito antinociceptivo mecéanico e térmico em camundongos com CClI, avaliados pelos
testes de Randall Selitto e Placa Quente, respectivamente. Entretanto, os animais
apresentaram antinocicepgdo somente a partir do 30° dia de tratamento com a FBM,
enquanto, no presente estudo, 0s animais apresentaram aumento do limiar
nociceptivo com uma unica aplicacdo. Esta diferenca pode ser devido ao momento de
mensuracao do limiar nociceptivo ap6s a aplicacdo da FBM, ndo descrito no estudo
em questdo, ou ao modelo animal utilizado, uma vez que, no estudo de De Andrade
et al. (2017) foram realizadas quatro ligaduras ao redor do nervo ciatico conforme
descrito inicialmente por Bennett e Xie (1988).

Em outro estudo de Micheli et al. (2017), a aplicacdo da FBM promoveu efeito
antinociceptivo em ratos apds CCI. O tratamento foi iniciado uma semana apos a
cirurgia, totalizando 10 aplicacGes em dias diferentes. Foram utilizados dois feixes de
luz laser com comprimentos de onda 808nm e 905nm simultaneamente, por meio da
técnica de contato pontual sobre dois pontos (CCI e lateral do calcaneo), seguida da
técnica de varredura no membro posterior do animal. Utilizaram-se dois protocolos,
sendo (1) laser: poténcia média de 680 mW, poténcia de pico de 140W, fluéncia 1,08
Jicm? e energia 3.4 J/ponto; e varredura realizada por 124 s poténcia média 1700 mW,
poténcia de pico 140 W, fluéncia 5,28 J/icm? e energia 211.13 J; e (2) laser: 980 mW
de poténcia média, poténcia de pico 1 kW * 20%, fluéncia 0,94 J/cm? energia 2,96
J/ponto; e varredura durante 108 s, 1.940 mW de poténcia média, poténcia de pico 1
kW + 20%, fluéncia 5,24 J/cm? e energia 209,8 J. Em ambos os protocolos utilizados,
foram observados efeitos positivos sobre o limiar nociceptivo, no entanto, o protocolo
2, no qual foi utilizada maior poténcia, observou-se efeito antinociceptivo mais

pronunciado, avaliado pelo analgesimetro de pressdo. Embora neste estudo tenha
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sido utilizado o laser préximo do infravermelho e com alta intensidade, diferente do
presente estudo que utilizou a FBM de baixa intensidade, os autores demonstraram
que na primeira aplicacdo, realizada uma semana apds a CCI, houve efeito
antinociceptivo, iniciado cinco minutos apos a aplicacdo e perdurando por trinta
minutos. Na quinta aplicacéo o efeito antinociceptivo perdurou por 180 minutos.

No presente estudo, uma unica aplicagdo da FBM 50 J/cm? proporcionou
aumento do limiar nociceptivo mecéanico e térmico, entretanto, o efeito antinociceptivo
mecanico iniciou 5 minutos apdés a aplicacdo da FBM, enquanto o efeito anti-
hiperalgésico avaliado pela placa quente teve inicio mais tardio, iniciando aos 120
minutos apoés a aplicacdo da FBM. Esta diferenca em relacdo ao tempo de inicio do
efeito antinoccieptivo promovido pela FBM pode ser justificado pelo tipo de fibra
estimulada, uma vez que o teste da placa quente ativa as fibras ad e avalia resposta
analgésica a nivel supraespinhal, enquanto o teste de von Frey avalia a alodia tétil, no
qual é observada resposta involuntaria ao estimular a pata do animal com o
monofilamento (CHAPLAN et al.,, 1994; JULIUS; BASBAUM, 2001, ZHUANG;
LUNDERBERG; YU, 2002).

Embora exista uma grande variabilidade nos estudos de FBM em relacédo aos
parametros como dosimetria, poténcia, comprimento de onda e protocolo de
tratamento, os resultados sdo sempre promissores. Varias evidéncias cientificas vao
ao encontro dos resultados encontrados no presente estudo, demonstrando que FBM
possui efeito antinociceptivo com reducao da hipersensibilidade mecéanica e térmica e
da alodinia em ratos e camundongos submetidos a CCI (HSIEH et al., 2012;
MASOUMIPOOR et al., 2014; JANZADEH et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017).

E importante ressaltar que para atingir um efeito terapéutico eficaz com a FBM
€ necesséria a escolha de parametros ideais com base na "Lei de Arndt-Schulz" onde
estimulos fracos aceleram levemente a atividade vital, enquanto estimulos fortes a
suprimem até que uma resposta negativa seja alcancada (DE FREITAS; HAMBLIN,
2016).

A aplicagdo da FBM em animais ap6s CCIl também possui efeito biomodulador
de substéncias envolvidas no desenvolvimento da DN. A FBM reduz
significativamente os niveis de HIF - 1a, TNF - a e IL - 1B e a expressao das proteinas
P2X3 (envolvida na inducao da dor) e &cida fibrilar glial (GFAP), aumenta os niveis de

fator de crescimento endotelial (VEGF), fator de crescimento nervoso (NGF), BCL2
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(protege a mitocondria aumentando a sobrevivéncia da célula), S100 e glutationa
(antioxidante) (HSIEH et al., 2012; JANZADEH et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017).

Embora os efeitos antinociceptivo e modulador de substancias envolvidas na
génese da DN promovidos pela FBM sejam bem descritos na literatura, o
envolvimento de estruturas supraspinhais na mediacdo destes efeitos permanece
pouco explorado. O presente estudo investigou o envolvimento dos receptores 5SHT1A
no SNC sobre a nocicep¢cado mecéanica e térmica de camundongos submetidos a CCI
e tratados com a FBM. Foi observado que a infuséo intracerebroventricular de
WAY100635, antagonista seletivo dos receptores 5SHT1A de serotonina, foi capaz de
reverter o efeito antinociceptivo promovido pela FBM 50 J/cm2. Semelhante aos
nossos resultados, Erthal et al. (2013) demonstraram o envolvimento dos receptores
5HT1A e 5HT1B no efeito antinociceptivo promovido pelo laser infravermelho (830 nm,
3J/cm?2) aplicado sobre o ponto de acupuntura ST36 (Zusanli) de ratos submetidos ao
teste do acido acético e formalina. No entanto, este efeito antinociceptivo foi revertido
apos administracdo subcutanea de pindolol, um antagonista ndo seletivo do receptor
5HT1A e 5HT1B, na dose 1 mg/kg. Vale salientar que o estudo avaliou o efeito
periférico do 5-HT1A e 5HT1B, mas ndo sua acao central.

Os receptores 5-HT1A estdo envolvidos no efeito antinociceptivo promovido
pela a estimulacdo do cortex motor primario e cértex somatossensorial secundario de
ratos apds ligacdo unilateral dos nervos espinhais (L5-L6) (VIISANEN;
PERTOVAARA, 2010; SAGALAJEV et al., 2017). Os autores demonstraram que 0
efeito antinociceptivo foi mediado pelos receptores 5-HT1A na medula espinhal, uma
vez que o blogueio destes receptores por WAY100635 administrado intratecal
reverteu o efeito antinociceptivo da estimulacdo do cértex motor primario e
somatossensorial avaliado pelo teste de calor nocivo.

A 5-HT apresenta papel dual na modulagéo da dor, podendo exercer efeito anti
ou pré nociceptivo, dependendo do tipo e subtipo de receptores ativados, localizagcéo
anatdbmica dos mesmos e dose de antagonista e agonista (CORTES-ALTAMIRANO
et al., 2018). Serra e Ashmawi (2010) demonstraram em seu estudo que receptores
serotoninérgicos periféricos ndo estdo envolvidos no efeito antinociceptivo promovido
pela FBM em ratos com dor inflamatéria induzida por carragenina e avaliados pelo
teste de von Frey, pois a administracdo de metisergida 1 pg/pata, um antagonista nao
seletivo dos receptores serotoninérgicos, nao reverteu o efeito antinociceptivo

promovido pela FBM (660nm, 2,5 J/cm?). Em oposicéo a estes resultados, o presente
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estudo demonstrou o envolvimento dos receptores 5-HT1A no SNC na modulacédo da
nocicepcao promovida pela FBM.

Corroborando com os resultados do presente estudo, Tomaz de Magalhées et
al. (2016) demonstraram em um estudo clinico, realizado em pacientes com cefaleia
tensional, que o tratamento com FBM (830nm, 3,4J, 100mW) reduziu o quadro de dor.
De acordo com os autores do estudo, este efeito pode estar relacionado ao aumento
dos niveis de 5HT no sangue e regulagdo do fluxo sanguineo na artéria temporal
superficial detectado pelo Doppler.

Liu et al. (2002) realizaram um estudo para confirmar qual tipo de receptor de
5-HT estava envolvido na antinocicepcao de ratos com leséo nervosa, inflamacéo e
na auséncia de leséo. Os resultados indicaram que os receptores 5-HT1A, mas nao
0s receptores 5-HT2 e 5-HT3, desempenham papel importante na antinocicepg¢éo
mediada pela via descendente do tronco cerebral para a medula espinhal. A
modulacao da dor apés aplicacdo da FBM no presente estudo pode ser explicada pela
ativacao da via inibitoria descendente por meio dos receptores serotoninérgico SHT1A
(AZMITIA et al., 1996; MARTIKAINEN et al., 2007; PERRIN et al., 2011).

Novos estudos vém sendo realizados com aplicacao de FBM diretamente sobre
o cranio com o objetivo de atingir diretamente areas encefalicas que se deseja
estimular ou inibir. Esta técnica recebeu o nome de fotobiomodulacéo transcraniana e
vem sendo utilizada para o tratamento da ansiedade, depressédo, reabilitacéo
cognitiva, dor, entre outras (ASKALSKY; IOSIFESCU, 2019; HOLMES et al., 2019;
CARNEIRO et al., 2019; CASSANO et al., 2019; KERPPERS et al., 2020).

Os pesquisadores De Sousa et al. (2016) foram pioneiros na pesquisa sobre o
efeito da FBM transcraniana sobre a nocicep¢édo de camundongos. Foi observado que
a FBM transcraniana (810 nm, 300 mW/cm?, 7,2 e 36 J/cm?) promoveu aumento do
limiar nociceptivo avaliado pelos testes de von Frey, formalina, placa quente e
movimento da cauda, provavelmente mediado pela reducdo da ativagdo dos
receptores de glutamado, aumento da fosfatase acida prostatica (um analgésico
endogeno) e ATP. O aumento do limiar nociceptivo foi mais pronunciado 2 horas ap6s
a aplicagdo da FBM transcraniana permanecendo até a sexta hora e desaparecendo
apos 24 horas. No presente estudo, o efeito antinociceptivo avaliado pelos testes de
von Frey e placa quente teve inicio 5’ e 30’, respectivamente, apds a aplicacdo da
FBM periférica e perdurou até 180’.
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Em uma revisao sistematica sobre os mecanismos de acao da eletroacupuntura
na dor crénica foi encontrado que a técnica é capaz de modular a dor por meio de
mecanismos periféricos, espinhais e supraespinhais, dentre eles a ativacdo dos
receptores 5-HT1A da medula espinhal, em modelos animais de dor neuropética e
inflamatoria (ZHANG et al., 2014). Estes dados vdo ao encontro dos resultados do
pressente estudo, demonstrando que recursos eletrotermofototerapéuticos aplicados
perifericamente sdo capazes de ativar estruturas supraespinhais e medulares,
reduzindo a dor.

Novos estudos sdo necessarios para maior elucidacéo da participacdo da 5-HT
e seus diferentes tipos de receptores na modulacdo da dor neuropatica e suas
comorbidades, como ansiedade e depressao, apds aplicacdo de FBM de forma
periférica.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a aplicagdo da FBM
perifericamente com comprimento de onda 808nm, poténcia de 100 mW e dose de
50J/cm2 possui efeito antinociceptivo em camundongos com DN. Os receptores 5-
HT1A localizados no SNC estédo envolvidos neste efeito antinociceptivo promovido
pela FBM.
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