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RESUMO

Introducdo: Em estudos com LEDT, além do comprimento de onda (em nm), a
densidade ou dose de energia (em Joules(J)/cm? é um fator chave; embora
dependendo da irradiancia [em miliwatts(mW)/cm? - que por sua vez depende da
poténcia radiante do dispositivo (em mW)], tempos de irradiacdo muito diferentes
sdo necessarios para produzir a mesma densidade ou dose de energia. Apesar de
sua importancia, ndo h& estudos que investiguem os efeitos biolégicos e
mecanismos enddgenos provocados por diferentes irradiacdes de LEDT.

Objetivos: Este estudo avaliou o efeito de duas poténcias da LEDT 630 nm na
hiperalgesia mecéanica e analisou o papel dos receptores opioides e endotelinérgico-
s (R-ETg) periféricos em camundongos machos e fémeas com inflamag&o na pata.
Métodos: Camundongos machos e fémeas foram avaliados 6h e 96h apos injecédo
intraplantar (i.pl.) do adjuvante completo de Freund (CFA). A hiperalgesia mecanica
foi avaliada 30 min apds o tratamento com a LEDT 630nm (2J) em duas poténcias
(3.5 mW/cm? e 90 mW/cm?). Outros camundongos machos e fémeas foram pré-
tratados com naloxona (antagonista opioide) e com Bg-788 (antagonista do R-ETg)
quinze minutos antes do tratamento com a LEDT ou Sarafotoxina S6¢ (SRTX S6c,
agonista do R-ETg). 30 min apdés a hiperalgesia mecanica foi avaliada. O
imunocontetdo de R-ETg da pele da pata dos camundongos machos e fémeas foi
quantificado apés o tratamento diario consecutivo até 96h com LEDT.

Resultados: A LEDT (90mW/cm?) diminuiu a frequéncia de resposta de
camundongos machos e fémeas, tanto em 6h quanto em 96h apés injecdo de CFA
na pata. A LEDT e a SRTX S6c¢ preveniram o efeito anti-hiperalgésico do Bg-788 e
da naloxona, tanto em 6h quanto em 96h apds injecdo de CFA na pata. No entanto a
LEDT néo influenciou no imunoconteudo do R-ETg periféricos.

Concluséo: Os resultados deste estudo mostram que existe influéncia da poténcia no
efeito da LEDT e que ativacdo do R-ETg apresenta um importante papel na

analgesia opioide periférica induzida pela LEDT.

Descritores: Dor. Fototerapia. Receptores para Endotelina. Analgesia opioide.



ABSTRACT

Introduction: In LEDT studies, apart from wavelength (in nanometers - nm), energy
density or dose (in Joules(J)/cm?) is a key factor; although depending on irradiance
[in milliwatts(mW)/cm? - which in turn depends on the device’s radiant power (in
mW)], very different irradiation times are necessary to yield the same energy density
or dose. In spite of its importance, there are no studies that investigate the biological
effects and endogenous mechanisms elicited by different LEDT irradiances (given a
constant treatment dose and wavelength).

Objectives: This study evaluated the effect of two different LEDT irradiances (3.5 and
90 mW/cm?) — at a wavelength of 630 nm and dose of (2 J/cm?) — on mechanical
hyperalgesia following CFA i.pl. injection in mice. Additionally, the role of peripheral
opioid and endothelin-B receptors (ETg-R), as well as the influence of sex was
investigated.

Methods: Different groups of male or female mice were evaluated 6 and 96 hours
after intraplantar (i.pl.) injection of Complete Freund's Adjuvant (CFA). Mechanical
hyperalgesia was evaluated 30 min after treatments. Administration of naloxone (an
opioid antagonist) or Bg-788 (an ETg-R antagonist) fifteen minutes before LEDT or
Sarafotoxin S6¢c (SRTX S6c¢, ETg-R agonist) treatments, helped determine the
involvement of peripheral opioid and ETg-Rs on LEDT. Lastly, paw skin
immunocontent of ETg-Rs of both male and female mice was quantified after
consecutive daily treatments with LEDT.

Results: LEDT at an irradiance of 90mW/cm?, increased mechanical threshold in
male and female mice, both 6 and 96h after CFA injection, although minor variations
in response were observed between sexes. Bg-788 and naloxone administration
prevented the effect of LEDT and SRTX S6c; however, LEDT did not influence the
immunocontent of peripheral ETg-Rs.

Conclusion: The results suggest that irradiance influences LEDT effect; and that
activation of opioid and ETg receptors play an important role in LEDT induced
analgesia. Although minor variations in response were observed between sexes, it

does not appear that LEDT effects are sex-dependent.

Keywords: Pain. Phototherapy.Receptors Endothelin. Opioide analgesia
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1. APRESENTACAO

As sec¢des INTRODUGCAO, REFERENCIAL TEORICO, METODOS E
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS encontram-se no corpo dessa dissertacdo e
representam a integra deste estudo. Os resultados e a discussao que fazem parte
dessa dissertacdo estdo apresentados sob a forma de ARTIGO CIENTIFICO, o qual
encontra-se publicado na revista Journal of Biophotonics .

O item CONCLUSOES, encontrados no final desta dissertacéo, apresentam
interpretagfes e comentérios gerais sobre o artigo cientifico contido neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacdes que
aparecem nos itens INTRODUCAO e METODOS desta dissertacao.



2. INTRODUCAO

Entre as patologias inflamatérias destacam-se a artrite reumatoide (AR) e a
osteoartrite (OA) que estdo entre as doengas musculoesqueléticas mais comuns,
cujas prevaléncias aumentam com o envelhecimento, causando além da dor
cronica’, incapacidade fisica® 2. Em 2010 a Organizacdo Mundial de Satude (OMS)
classificou a OA como a 112 causa de deficiéncia fisica mundial nos anos vividos
evidenciando assim a carga dessa doenca?®.

Nesse sentido, a OMS tem incentivado a utilizacdo das préticas integrativas e
complementares (PICs) nos sistemas de salde*, visto que os medicamentos
alopéticos disponiveis para o tratamento da dor crdnica de origem inflamatéria, séo
caros, pouco efetivos e apresentam muitos efeitos colaterais podendo levar a
dependéncia quimica®. Neste sentido, estudos que aprofundem o conhecimento
acerca do mecanismo de acdo das PICs tornam-se necessarios para gerar
evidéncias cientificas que suportem a utilizacdo segura e efetiva dessas
abordagens. A nivel nacional, a portaria que abrange a utilizacdo das PICs no
Sistema Unico de Salde (SUS) contempla a utilizacdo da cromoterapia®.
Recentemente, o termo fotobiomodulacdo (FBM) tem sido empregado para
caracterizar os efeitos bioldgicos da aplicacdo de frequéncias de luz (cores) em
organismos vivos® e a utilizacdo da Terapia por Diodo Emissor de Luz (do inglés
Light Emitting Diode Therapy - LEDT) tem se mostrado uma abordagem de baixo
custo, efetivo no tratamento da dor inflamatéria®® e sem efeitos adversos™.

O crescente interesse pelos efeitos da LEDT no tratamento da dor cronica
tem sido evidenciado pelo aumento significativo na quantidade de publicacdes
cientificas, por meio de experimentos controlados em estudos pré-clinicos e
clinicos” ***. No entanto, alguns aspectos ainda apresentam grandes divergéncias
neste campo. A maior divergéncia encontrada na utilizagédo da LEDT no tratamento
da dor, esta no aspecto relacionado a dosimetria, sendo definida como a quantidade
de radiacdo oferecida ao tecido. Apesar das doses serem estabelecidas de acordo
com a energia absorvida para cada tecido, parametros como tempo de irradiacao e
tamanho da area afetada geralmente apresentam grande variabilidade™. Além disso,
no célculo da densidade de energia (J/cm?) geralmente é utilizada uma equac&o

onde o valor da irradiancia (W/cm?) é multiplicado pelo tempo (s) de aplicacdo da



LEDT. Neste sentido, diferentes equipamentos com diferentes (poténcias)
configuracbes estdo disponiveis no mercado'®. Acredita-se que esses diferentes
aparelhos emitam a mesma quantidade de energia, uma vez que nos equipamentos
de baixa poténcia sdo necessarios tempos maiores de aplicacdo e nos
equipamentos de alta poténcia um tempo menor de aplicacdo da LEDT.

No entanto, pelo fato de n&o haver equipamentos que permitem configurar
diferentes poténcias com o mesmo comprimento de onda ndo se encontrou estudos
gue demonstrassem o efeito da poténcia na analgesia induzida pela LEDT. Neste
contexto, ao se caracterizar o efeito de diferentes poténcias dos equipamentos da
LEDT na hiperalgesia inflamatoria, pode-se contribuir para a reproducéo clinica dos
estudos realizados com animais e para a definicdo de futuros protocolos clinicos
mais efetivos e seguros. Dessa forma, sdo necessarios mais estudos a fim de
esclarecer o real efeito da poténcia na acéo anti-hiperalgésica da LEDT.

A diferenca sexual entre individuo € um aspecto importante relacionado ao
processamento da dor cronica que tem sido extensivamente investigado. Mulheres,
sdo menos tolerante & dor do que os homens®’. Ademais, Sorge e colaboradores
verificaram que na medula espinhal, roedores machos e fémeas processam a dor
por meio de células imunes inteiramente diferentes: microglia em roedores machos e
células T em fémeas'®. Esses resultados justificam as politicas que estdo surgindo
em todo o mundo, inclusive do Instituto Nacional de Saude dos EUA (do inglés
National Institutes of Health - NHI), que obriga o uso de animais de ambos 0s sexos
em pesquisas nao-clinicas. Assim, o presente estudo também pretende investigar a
influéncia do sexo dos animais sobre o efeito de diferentes poténcias na anti-
hiperalgesia induzida pela LEDT em camundongos com inflamag&o periférica.

Muito se avancou no conhecimento acerca dos sistemas neurobiolégicos
envolvidos no mecanismo de acdo da LEDT em relacdo a dor e inflamacdo” 8. A
partir de estudos em animais tém sido demonstrado que a LEDT reduz a
hiperalgesia mecanica e térmica e que esse efeito esta relacionado com a sua
capacidade de diminuir as concentracdes de citocinas pro-inflamatorias, PGE;
prostaglandina E, (PGE2) e o imunocontetido de ciclo-oxigenase, (COX,)'®°, ou por
aumentar as concentracdes de citocinas anti-inflamatérias como a interleucina 10
(IL-10)’. Outros sistemas que compdem o mecanismo analgésico da LEDT é o da
via L-arginina/NO/cGMP, bem como os sistemas adenosinérgico (receptores A;) e

canabinoide (receptores CB; e CB,) periféricos e espinais™>.



Estudos com camundongos, utilizando dois modelos experimentais distintos

20 & dor operatéria’?) j& demonstraram também que a analgesia do

(dor inflamatéria
LEDT (950 nm e 830 nm) é dependente da liberacdo de opioides enddgenos e que
leucécitos infiltrados s&o uma das possiveis fontes desses peptideos opioides®. No
entanto, esse mecanismo ainda nao foi investigado com o comprimento de onda de
630 nm, que juntamente com 0s supracitados compdem os comprimentos de onda
mais citados na literatura cientifica nos ultimos 15 anos; o que suporta sua utilizacao
clinica®.

A explicagdo para os efeitos dos comprimentos de onda em tecidos bioldgicos
envolve a ativacdo de croméforos®, nesses comprimentos o croméforo em questdo é
a citocromo C oxidase (CCO) da cadeia respiratéria mitocondrial. No entanto, um
estudo recente mostrou que animais nocaute (KO) para CCO e tratados com a LEDT
660 nm apresentaram efeitos de proliferacdo celular e aumento de trifosfato de
adenosina (do inglés, adenosine triphosphate - ATP), mostrando que os efeitos da
LEDT 660 nm ndo sdo dependente da ativacdo da CCO. Dessa forma estudos que
analisem novos sistemas envolvidos no mecanismo de acdo da LEDT 630 nm se
tornam necessarios e relevantes??,

Paralelamente, uma relacdo do receptor endotelina B (R-ETg) com inflamagéao
tem sido demonstrada, incluindo o seu papel na hiperalgesia induzida por
capsaicina®®, Adjuvante Completo de Freund (do inglés, Complete Freund's Adjuvant
- CFA)® e dor neuropatica®®. Os R-ETg apresentam papel dual, onde sua ativacdo
na periferia produz analgesia e na medula espinal causa dor?®. Interessantemente,
foi mostrado que a ativacdo de R-ETg no queratindcitos promove a producdo e
liberacéo de peptideos opioides, principalmente B-endorfina?’.

Uma vez que ja foi demonstrado que a LEDT induz a liberacgéo de opioides’,
especula-se nesse estudo que a ativacdo do R-ETg no queratindcito®’, possa ser
uma etapa anterior a liberagéo de opioide induzida pela LEDT. Diante do exposto, o
presente estudo avaliou o efeito de diferentes poténcias da LEDT 630 nm na
hiperalgesia mecéanica em camundongos machos e fémeas e ainda analisou eventos
neurobioldgicos envolvidos no mecanismo de agdo da LEDT 630 nm tais como: o
papel dos receptores opioides e do R-ETg expresso no queratinécito, na anti-

hiperalgesia causada pela LEDT.



2.1 REFERENCIAL TEORICO

2.1.1 Fisiopatologia da dor inflamatoria

Definida pela Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do inglés
Internacional Association Study of Pain), a dor € “uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada a um dano tecidual real ou potencial, ou descrita
em termos de tal dano”®®. A dor pode ser classificada de acordo com o mecanismo
fisiopatolégico que ela contempla podendo ser de origem nociceptiva quando ocorre
ativacdo de nociceptores, de origem nociplastica quando causa alteragcdo no
processamento central da dor ou de origem neuropética quando ha lesdo ou doenca
do sistema nervoso somatossensorial®®. No contexto clinico, o termo hiperalgesia
refere-se a uma resposta exacerbada a um estimulo que normalmente causa dor.
Isso ocorre quando mediante acdo de mediadores inflamatérios, que alteram o limiar
de disparo do potencial de acdo dos nociceptores®. Isso provoca um aumento do
namero de potenciais de a¢do gerados e consequentemente um aumento da
percepcao da dor°.

Atualmente milhares de pessoas sdo acometidas e incapacitadas pela dor
crdnica, que pode ter como origem um ou mais mecanismos fisiopatolégicos sendo
assim, uma melhor compreensdo desse fendbmeno em todas suas interfaces e a
busca por solucdes terapéuticas efetivas para amenizar os sintomas relacionados,
s&0 necessarios> %°.

A percepcdo dolorosa em seres humanos é complexa e abrange aspectos
nem sempre passiveis de mensuragdo. Desse modo, estudos néo clinicos onde a
avaliacao se limita a transmissao sensorial dolorosa denominada de nocicepgéo se
tornam relevantes no auxilio de futuros estudos clinicos®'. O processo neuronal de
interpretacdo e percepc¢ao de estimulos nocivos ocorre em etapas distintas que sao
descritas como: transducéo, conducgdo, transmissao, modulacdo e percepcao. A
primeira, refere-se a conversao da energia gerada por um estimulo nocivo de origem
térmica, mecanica ou quimica em potencial de acao pelos receptores sensoriais,
sendo estes denominados nociceptores®. A conducdo consiste na propagacdo do
impulso elétrico do sistema nervoso periférico (SNP) até o sistema nervoso central
SNC. Ela inicia nas fibras de neurdnios nociceptivos denominadas de fibras do tipo C

e as fibras do tipo A5*. A transmissdo ocorre no corno posterior da medula espinal
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(CPME), o qual é constituido por 6 laminas; os neurdnios nociceptivos periféricos
transmitem a informagcdo do SNP para o SNC por meio da liberagdo de
neurotransmissores, que agem em seus receptores pos-sinapticos nos neurénios do
CPME, que por sua vez se projetam para centros encefalicos superiores,
especificamente para o tdlamo, liberando neurotransmissores®.

A modulagéo da dor esta relacionada aos impulsos descendentes inibitorios
ou facilitadores que modulam a transmissdo nociceptiva na medula espinal. E por
fim, a percepcdo que compreende a assimilacao dos sinais que chegam a estruturas
superiores e sdo interpretados como dor°.

Antes de entendermos a fisiopatologia da dor inflamatéria € importante ter em
mente que as doencgas inflamatérias cronicas resultam em diversas condigdes
debilitantes que apresentam grande impacto socioeconémico e na qualidade de
vida*. Essas afeccées sdo diversificadas no que diz respeito & fisiopatologia, porém
a dor torna-se um fator comum a todas elas®*’. Existem mdltiplos fatores que
contribuem para o risco, progressao e gravidade destas doencas. O aumento da
expectativa de vida e do envelhecimento das populacdes tornam doencas
musculoesqueléticas a quarta principal causa de incapacidade no mundo até o ano
2020%. A inflamac&o inerente a essas patologias esta associada a inatividade fisica
e uso prolongado de anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES), contribuindo para
sua prevaléncia®. Além dos AINES, outra classe de medicamentos amplamente
utilizada para o tratamento da dor, nas doencas de cunho inflamatério, € a dos
opioides®. Estudos recentes apontam uma relacdo entre o uso prolongado desses
medicamentos, somados a precariedade e negligéncia do atendimento publico com

uma maior taxa de morbidade e mortalidade® 3.

O processo inflamatério é caracterizado desde a antiguidade por sinais e
sintomas classicos como: o rubor, caracterizado pela coloracdo avermelhada, que é
resultado do aumento de volume sanguineo no local da lesdo; o edema,
consequéncia do aumento da permeabilidade microvascular, bem como do
extravasamento de liquido para o intersticio; o calor, que surge devido ao aumento
do fluxo sanguineo na regido, assim como pela atividade metabdlica aumentada
para a formacdo de mediadores inflamatérios; a dor, decorrente da alteracao
vascular periférica, bem como ativacdo ou sensibilizacdo de nociceptores; e a perda

da func&o, consequéncia de todos os fatores supracitados®*=>°,
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De forma sucinta, o processo inflamatorio é basicamente constituido de um
infiltrado de células inflamatorias e de células residentes ativadas que geram um
gradiente de mediadores pro-inflamatérios causando um efeito nos vasos
aumentando o volume de agua nos tecidos. Assim, a resolucédo desse processo tem
como principal objetivo eliminar as células inflamatdrias infiltradas e acabar com os
gradientes de mediadores pro-inflamatorios. Essa homeostase, 0s organismos Vivos
podem alcancar naturalmente ou com ajuda de terapias externas.

Assim, apO6s uma lesdo tecidual ocorre a liberacdo de mediadores
inflamatorios pelas células residentes, gerando o recrutamento de neutrofilos para o
local, por meio de quimiotaxia. Essa migracdo ocorre por meio de fases distintas,
descritas como: marginalizacéo, rolamento, adesdo ao endotélio e diapedese (figura
1), atingindo assim o tecido acometido®. Durante esse processo existe um aumento
da expressado das moléculas de adesdo Molécula de adesdo celular vascular 1 (do
inglés, vascular cell adhesion molecule -VCAM-1 e Moléculas de adeséo intercelular
1,2,3 (do inglés, intercellular adhesion molecules - ICAM-1, 2, 3), selectinas (L, P, E)
e integrinas presentes nas membranas celulares de leucocitos e do epitélio dos

vasos sanguineos®°.
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Figura 1 — Processo inflamatério e resolutivo

Legenda: A partir da lesao tecidual inicia uma cascata inflamatéria que consiste em ativagdo de
células residentes e subsequente liberacdo de mediadores inflamatorios que permitem a infiltracdo de
leucécitos (neutrofilos e macrofagos). As respostas anti-inflamatérias e pro-resolutivas séo
caracterizadas pelo aumento da sintese de mediadores lipidicos incluindo lipoxinas (LXs), resolvinas
(Rvs), protectinas (Prots) e maresinas (Mars). Estes mediadores promovem a resolu¢éo do processo
inflamatério.

Fonte: Adaptado de Crean e Godson, 2015°’

Em relacdo as células infiltradas e residentes ativadas, os neutréfilos séo
células que possuem granulos citoplasmaticos que se inserem na membrana
plasmatica, quando ativados, liberando enzimas no meio extracelular capazes de
lisar microorganismos. Essas células atuam reconhecendo padrdes moleculares
associados ao patégeno (PAMP’s por meio de seus receptores Toll likes (TLRS).
Entre as enzimas liberadas podemos citar: fosfolipase A, (PLA;), perdxido de
hidrogénio (H.0,), mieloperoxidase (MPO), acido hipocloroso (HOCI), elastases,
gelatinases, colagenases, metaloproteinases e proteinase; (PR3). Apos a liberacéo

destas enzimas, o neutrofilo finaliza seu ciclo entrando em processo de apoptose
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(morte celular programada)®. J4 os mondcitos, residentes no tecido ou circulantes
no sangue, quando ativados tornam-se ceélulas chamadas de macrofagos,
especializadas em fagocitose de células necroticas (perfil M2).

Em relacdo aos gradientes de mediadores pro-inflamatoérios, as
prostraglandinas (PGs) sdo mediadores lipidicos sintetizados a partir do acido
araquidénico (AA) que s&o produzidas pela esterificagdo dos fosfolipidios de
membrana pela enzima PLA,. O AA pode dar origem aos leucotrienos quando sofre
acao da enzima lipoxigenase (LOX) ou as PGs (PG1,, PGE; e PGD,), prostaciclinas
(PIs) e tromboxanos (TXs), quando sofre acdo da enzima cicloxigenase (COX). A
COX e formada de duas isoformas, a cicloxigenase; (COX;), caracterizada como
constitutiva, e esta presente em quase todos os tipos de células, geralmente
relacionadas com funcdes fisiologicas do organismo, e a COX,, chamada de
indutiva, relacionada com estimulos inflamatérios, algésicos ou térmicos *°. No sitio
da lesdo a COX; é induzida pelas citocinas pro-inflamatérias como o fator de
necrose tumoral (TNF do inglés, tumor necrosis fator), interleucina 1 beta (IL-18),
interleucina 2 (IL-2), e outros mediadores, assim como as citocinas anti-
inflamatadrias, como a interleucina 4 (IL-4), interleucina 10 (IL-10), interleucina 13 (IL-
13) inibem sua expressdo. Como mencionado anteriormente, a producdo de
gradientes de concentragdo desses mediadores inflamatérios é importante para
promover o aumento de células infiltradas ou residentes ativadas no tecido
lesionado. As PGs possuem um importante papel como mediadores pro-
inflamatérios, agindo em diversos receptores especificos, aumentam a
permeabilidade vascular por meio de acdo sinérgica com mediadores como a
histamina e a bradicinina e potencializam suas a¢des promovendo a estimulagéo e
sensibilizacao dos nociceptores®. Além das PGs e das animas simpaticas outros
mediadores como as endotelinas também sdo reconhecidos na génese da dor
inflamatéria pela sensibilizacéo de nociceptores®* .

Dentre as citocinas proé-inflamatérias, o TNF é sintetizado principalmente por
macrofagos e linfocitos T apds o estimulo inflamatdrio podendo ativar os receptores
1 e 2 para o TNF (R1TNF) (R2TNF)*.. A IL-1B age por meio do receptor para IL-1
(IL-1R), apos ligar-se, induz expresséo de outras citocinas, quimiocinas e moléculas
de adesdo em células endoteliais, sinalizando para células inflamatérias. A 1L-1
contribui no desenvolvimento de lesdo vascular através da estimulacdo da

proliferacédo e diferenciacdo celular e a liberacéo de enzimas degradantes*. J& a IL-
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10 é uma citocina anti-inflamatéria que diminui a producdo de citocinas pro-
inflamatérias como o TNF, IL-1B e IL-6. Com isso, desempenha um importante papel
inibitério que limita e previne danos teciduais e a dor inflamatéria™®.

No processo inflamatorio a liberacdo desses mediadores respeita uma
hierarquia temporal de liberagdo e de acdo o que é fundamental para a inducdo da
hiperalgesia inflamatéria®®. Este aspecto fisiopatolégico é de suma importancia
clinica, uma vez que se um passo dessa sequéncia for bloqueado, inibe-se o
desenvolvimento de determinados eventos, sinais e sintomas do processo
inflamatério, inclusive a dor*.

A hiperalgesia inflamatéria € o resultado de modificagbes funcionais nos
neurénios aferentes primarios nociceptivos. Essas modificagdes ocorrem por meio
de uma ativacdo metabotropica em todo neurbnio sensorial, que sdo mudancas
metabdlicas que facilitam a ativacdo do mesmo®. No entanto a sensibilizacdo
neuronal ocorre pela ativagao de seus receptores que estimulam vias de sinalizacao
intracelular (como a da adenosina monofosfato ciclico - AMPc - e das proteinas
quinases A - PKA - e PKC), levando ao desenvolvimento da sensibilizacdo neuronal
pela alteracdo de caracteristicas elétricas da membrana neuronal por modificar o
limiar de ativagéo ou a densidade de varios canais ibnicos, como os canais de sodio
(Na"), canais de potassio (K*) e canais de calcio (Ca*"), presentes na membrana e
nas organelas citosolicas® “°.

Entretanto, a dor periférica que se torna crbnica devido a caracteristicas
peculiares de um processo patolégico pode ocasionar a sensibilizacdo de neurdnios
centrais do circuito nociceptivo e mesmo de centros associados a percep¢do da
nocicepcdo, causando a amplificacdo do estimulo periférico. Esses eventos
complementares sempre dificultam a terapéutica da dor inflamatéria crénica.

De um modo geral, o processo inflamatério é caracterizado por duas fases
distintas, uma fase inicial que geralmente permanece por um curto periodo de
tempo, caracterizada pela liberagdo de mediadores proé-inflamatérios com a
finalidade de remover o tecido lesionado ou eliminar o agente agressor, durante
esse processo ocorre um balango entre a produgao de mediadores pré e anti-
inflamatodrios, esta fase é chamada de inflamagao aguda, sendo um processo auto-
limitado**.

No entanto, quando o dano tecidual persiste por um periodo prolongado,

ocorre acumulo excessivo de neutrofilos ou processo inflamatério ndo apresenta



15

uma resolugcdo adequada, evolui para uma fase crénica, onde ocorre depdsito de
colageno e cicatrizagdo. Muitas vezes levando a perda de fungdo do tecido
tornando-se um processo prejudicial contribuindo para a patofisiologia de muitas
doencas crénicas. Na fase crbnica, as células mononucleares (linfécitos, mondcitos

e macroéfagos) sdo as principais células presentes no infiltrado inflamatério®”.

2.1.1.1 Dor inflamatéria em modelos ndo clinicos

Estudos experimentais envolvendo dor inflamatdria geralmente utilizam
compostos com potencial antigénico, tais como o CFA ou a carragenina®. O CFA é
composto por Oleo de parafina com mono-oleato de manitol agindo como um
surfactante em suspensdo, acomodando uma micobactéria (Mycobacterium
tuberculosis ou Mycobacterium butyricum) morta*. Enquanto que a carragenina é
composta por polissacarideos sulfatados extraidos de algas marinhas™.

Os critérios para elegibilidade de um modelo n&o-clinico, incluem a
fisiopatogénese similar a patologias humanas, facilidade de uso, reprodutibilidade de
dados e duracdo adequada do periodo de teste®. Nesse sentido, no modelo de CFA
quando administrado de forma subcutanea, induz aumento nas concentracdes de
citocinas pro-inflamatérias como o TNF e IL-1B que por sua vez caracterizam os
sinais de edema, aumento de temperatura e hiperalgesia caracteristicos do processo
inflamatério” °.

Além disso, no modelo de injecdo intraplantar de CFA foi observado
diferentes perfis de células imunolégicas ao longo do tempo (6h e 96h) a partir da
administracdo do CFA. Seis horas apés a indu¢cdo do modelo, ocorre um aumento
significativo do nimero de neutréfilos (polimorfonucleares), ap6s 96h, as células
mais encontradas no tecido epitelial de ratos sdo mondcitos e macréfagos. Ambos
0s grupos celulares liberam mediadores endégenos como [-endorfinas no local da
inflamacg&o que medeia a analgesia no processo fisiopatoldgico®. Além do sistema
opioidérgico, a participacdo do sistema endotelinérgico através da ativagdo de seus
receptores periféericos ETa e ETg na hiperalgesia mecanica e térmica de

camundongos também tém sido descrita nesse modelo experimental®®.
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Em suma, a inflamagdo caracteriza-se por um processo fisioldgico que
envolve simultaneamente fatores vasculares, celulares e de formacédo de
mediadores com a finalidade de recuperar a homeostase do organismo frente um a
agente agressor. Dessa forma, entende-se que o modelo de CFA € capaz de
reproduzir essa condicdo em camundongos, sendo util em estudos de dor crbnica e

inflamacao 21, 25,33-35, 47

2.1.2 O papel do sistema endotelinérgico na dor

Os primeiros achados referentes ao sistema endotelinérgico foram descritos
por Yanagisawa e Inoue e seus colaboradores, em 1988/1989 respectivamente. As
endotelinas sdo peptideos que produzem diversos efeitos em diferentes tecidos e
sistemas e apesar dos avancos e descobertas cientificas acerca desta, muito ainda
h& para ser esclarecido sobre o papel desempenhado pelas endotelinas nas funcdes
fisioldgicas 2* %’. A familia das endotelinas compreende 3 isoformas endégenas com
21 aminoacidos: ET-1: Endotelina-1, ET-2, ET-3 que ativam o0s receptores para ET
do tipo A (R-ETx) os quais pertencem a diferentes familias de receptores acoplados
a proteinas G com diferentes afinidades. Os R-ETa se acoplam principalmente as
proteinas Gga11 € Gqi2i13, €nquanto os R-ETg se acoplam as proteinas Gy, e Gq/1165.
As isoformas ET; e ET, apresentam uma afinidade maior pelo R-ETa, do que a
isoforma ETs, o efeito do R-ETa a nivel vascular é produz vasoconstricdo®®.

Por sua vez, as trés isoformas (ET1, ET2 e ET3) exibem afinidade
semelhante pelo R-ETg, e quando ativado esse receptor induz vasodilatacdo®®.
Embora as células endoteliais sejam consideradas a principal fonte de ET, os genes
gue codificam os trés peptideos sdo expressos por um grande numero de células. A
ET-1 foi encontrada em macréfagos, leucécitos, mastocitos, neurbnios, miocitos
cardiacos e células vasculares da musculatura lisa onde é inibida pelo NO*°.

Alguns agonistas como o composto IRL-1620 e a sarafotoxina (SRTX S6c),
tem sido utilizados para ativar o R-ETg, enquanto que o0s antagonistas mais
utilizados sdo o BQ-788 e o A-192621°°. Esse receptor é expresso em células
satélites dos ganglios sensoriais do nervo espinal (GSNE) e bainhas de células de
Schwann, bem como em queratindécitos. Interessantemente, o R-ETg medeia a anti-
hiperalgesia induzindo a liberacéo de opioides endégenos pelos queratindcitos?’ e

possivelmente este efeito € mediado por proteinas G especificas (Gs, G; e G3) que
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aumentam o limiar de disparo do nociceptor, pela abertura de canais de k™ causando

analgesia, conforme ilustrado na figura 2.

P p-endorfinas
K* ®
RECEPTOR O ________________________
OPIOIDE ! QUERATINOCITOS !

Figura 2 - Esquema da via periférica enddégena da analgesia mediada pela

ativacdo do receptor ETg no queratinécito.

Legenda: ET-1 = endotelina-1, ET, = receptor para endotelina A, ETg = receptor para endotelina B,
TTX-R Na+ = canal de sddio dependente de voltagem resistente a tetrodotoxina, GIRK = canais de
potassio retificadores de voltagem acoplados a proteina G.

Fonte: Adaptado de Khodorova et al.?’

Evidéncias a partir de estudos clinicos sugerem que a ET-1 esteja envolvida
em vérios aspectos da fisiopatologia do cancer, incluindo dor®®. J& estudos nao
clinicos mostram que a hiperalgesia térmica e mecénica, decorrente da inflamacéo
induzida pela injecao intraplantar de CFA em camundongos, pode ser inibida pelo
antagonismo dos R-ETa e R-ETg periféricos *°. Além disso, a ativacdo do R-ETg
reduziu a hiperalgesia mecanica®. Este efeito anti-hiperalgésico mostrou ser
prevenido pela naloxona sugerindo a participagdo de peptideos opioides como 3-
endorfina pelo queratinécito?”.

Um estudo nédo-clinico com eletroacupuntura no modelo de dor neuropética,
avaliou a participagéo dos receptores ETg e observou que perifericamente a ativacao
do receptor ETg produz efeito anti-hiperalgésico, no entanto quando administrado

pela via intratecal (i.t), ou seja centralmente, esse efeito torna-se hiperalgésico?®
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Dessa forma verifica-se a necessidade de uma maior compreensédo da agao
do R-ETg em diferentes processos patofisiolégicos, porém € relevante seu

envolvimento na manutencéo e sensibilizacdo de nociceptores.

2.1.3 O papel do sistema opioidérgico na dor

A modulacdo da dor pode ocorrer em todos o0s niveis do sistema nervoso,
sendo dependente da liberacdo de mediadores endodgenos. O sistema opioidérgico &
um dos principais sistemas envolvidos nesse processo®’. Os principais receptores
opioides sado: y (mu), Kk (kappa) e 0 (delta) que estédo presentes nos terminais dos
neurénios aferentes periféricos, CPME, substancia cinzenta periaquedutal e
hipotalamo. Os receptores P sdo responsaveis pela maior parte da analgesia
induzida por opioides, mas os receptores k e & também contribuem para a analgesia.
Existem diferentes ligantes enddgenos: As endorfinas derivam da clivagem da
proteina precursora proopiomelanocortina e possuem afinidade para receptores
opioides. As encefalinas derivam da proteina precursora proencefalina e possuem
afinidade pelos receptores p e & opioides. As dinorfinas, por sua vez, derivam da
clivagem da prodinorfina e exibem afinidade para os receptores opioides k*.

Os receptores opioides estdo acoplados a proteinas G inibitérias (Gi/o) que
inibem a guanilato ciclase e modulam canais idnicos. A diminuicdo das correntes de
Ca’* assim como abertura canais de K retificadores sdo eventos importantes para a
inibicdo da informacédo sensorial nociceptiva a nivel periférico.

O estimulo doloroso inflamatério nos tecidos periféricos € um iniciador para a
regulacdo de opioides em neurdnios sensoriais assim como para a expressao
desses receptores na periferia. Células ndo neuronais também sao fontes desses
neuropeptideo. Células imunolégicas quando estimuladas por citocinas (IL-1, IL-6 e
TNF) e pelo fator de crescimento do nervo (NGF, do inglés nerve growth factor),
provenientes do local da inflamagdo, sdo entdo recrutadas para os tecidos
lesionados e secretam peptideos opioides que consequentemente reduzem a dor>*
52.

Todo esse processo resulta em uma alta densidade de receptores nos
terminais nervosos periféricos, que contribuem para o efeito analgésico dos opioides
nos tecidos inflamados. Nos estagios iniciais inflamatérios, h4 envolvimento dos

opioides centrais e periféricos, mas nos estagios mais tardios, a analgesia endogena
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€ mediada predominantemente por receptores periféricos, tornando-se, entdo, mais
prevalente com a duraco e intensidade da inflamagao®" 2,

Além dos leucécitos, os queratindcitos também sao capazes de liberar [3-
endorfinas por meio da ativacdo de ambos receptores: ETg e Cananindide, CB,. Na
periferia, a ativacdo dos receptores opioides aumentam o limiar de disparo dos
neurdnios sensoriais e atenuando a sensibilizacdo neuronal ou a hiperexcitabilidade
induzida pela inflamac&o®® °*.

A morfina € conhecida por ser um opioide exdgeno, amplamente utilizada
para fins analgésicos tanto central quando perifericamente. Ela possui afinidade para
0s trés receptores opioides. Sua acdo analgésica pode ser antagonizada pela
naloxona que age nos receptores opioides do tipo Y, & € k, com maior afinidade
pelos receptores p°.

Dessa forma, nota-se a importancia do sistema opioide enddgeno na
analgesia, principalmente em casos de dor. No entanto, tornam-se necessario ainda
a investigacdo de outros possiveis alvos terapéuticos, visto que o uso isolado de
morfina e outros opioides tem apresentado tolerancia e efeitos colaterais

indesejaveis™ 2,

2.1.4 A influéncia do sexo no processamento da dor

As diferencas entre os géneros/sexos nas experiéncias da dor sdo notaveis a
muito tempo, dentro da literatura cientifica essa tematica vem ganhando espaco,
porém tratamentos analgésicos distintos para homens e mulheres ainda séo pouco
utilizados na clinica. Dessa forma o tema de género/sexo e dor tem sido um tema
emergente dentro de estudos pré-clinicos e clinicos” %3°°,

A terminologia citada nessa caracterizacado de géneros e sexos também deve
ser esclarecida, visto que atualmente muitas pesquisas clinicas e nao-clinicas
deixam de fazer esse relato de forma correta, ou apenas nao descrevem essa
discriminagdo. Neste sentido, o termo género se refere aos papéis sociais
relacionados com a mulher e 0 homem, enquanto o termo sexo é uma categoria
biolégica inata *® °’.

Em relacdo a percepcado e modulagcdo da dor existe um crescente corpo de
evidéncias apontando para uma consideravel diferenca entre os sexos. De forma

geral essas diferencas mostram maior sensibilidade, maiores indices, e menor
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tolerancia a dor no sexo feminino comparados com o masculino *” '8, Uma plausivel
explicagdo para esse fato é que o papel da microglia na dor € sexualmente
diferenciado. Apesar da proliferacdo similar da microglia no CPME em ambos os
sexos serem a mesma, as fémeas ndo regulam positivamente os receptores para o
ATP do tipo P2X4 e usam uma via independente de microglia que medeia a
hipersensibilidade a dor, as células T. Além disso, diferentemente dos machos em
camundongos fémeas, o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF do inglés,
Brain-derived neurotrophic factor) microglial ndo esta envolvido no processamento e
manutenc&o da dor crénica'® >°.

Entre os fatores que contribuem para esses achados as interacdes
socioculturais e biolégicas mostram que as diferencas na experiéncia da dor entre
homens e mulheres sdo frequentemente atribuidas aos efeitos de género
estereotipados, ao enfrentamento da dor e as memoarias de experiéncias dolorosas
prévias®’.

Fatores como catastrofismo®®, ansiedade® e depressado® frequentemente
atribuidos as mulheres, também auxiliam o aumento da sensacao dolorosa. Por
outro lado, a empatia influencia a ativagdo da via descendente da dor, essa
correlacao foi estabelecida em um estudo clinico que mostrou que as mulheres mais
empaticas a dor de um ente querido ativam mais faciimente essa via analgésica®.

Nesse sentido, experimentos em seres humanos mostram de forma bastante
consistente que tratamentos analgésicos que atuam nos receptores opioides-u
apresentam diferencas quantitativas e qualitativas nos efeitos em homens e
mulheres®’. Essas diferencas relacionadas ao sexo ndo se restringem apenas as
propriedades anti-hiperalgésicas dos opioides, mas também estdo presentes nos
efeitos colaterais induzidos por opioides, como alteracdes na respiracéo, atividade
locomotora, aprendizado e memoria, dependéncia e alteragbes no sistema
cardiovascular®.

Em estudos néo clinicos e clinicos, observa-se uma modulacdo dos opioides

626 Em um estudo com ratos fémeas submetidas a

em relacdo ao sexo
ovariectomia e posterior reposicao de testosterona, ocorreu aumento da resposta
analgésica com a administracdo prévia de morfina sistémica®. J& outro experimento
também em ratos, a morfina mostrou uma analgesia menor em fémeas
ovariectomizadas que receberam reposicdo hormonal e, em machos, a castracao

diminuiu a resposta analgésica para o receptor opioide-|, enquanto que a reposi¢cao
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com testosterona aumentou a analgesia®. Além disso, a densidade de receptores
opioides® também é influenciado pelo género, assim como a liberacéo de opioides
enddgenos®®.

Estudos epidemiolégicos mostraram a prevaléncia de doencas com etiologia
inflamatoéria, como a AR, fibromialgia, sindrome do intestino irritavel em mulheres
que relatam mais sintomas de dor nessas doencas quando comparadas aos
homens'’. Nesse sentido é possivel que o género feminino tenha maior
predisposicdo ao desenvolvimento de processos inflamatorios, resultando
diretamente em mais dor. Uma resposta imunoldgica para a inflamacdo também
pode levar a sensibilizacdo de nociceptores periféricos locais, resultando na
manutencao da dor inflamatoria.

Estudos néo-clinicos, mostram que essas especificidades podem ser devido a
genes que estdo Nnos cromossomos sexuais, genes do cromossomo X que escapam
da inativacdo ou genes no cromossomo Y, levando a fisiologia da dor especifica de
género’’. J4 um estudo com seres humanos demonstrou que o gene do receptor
para melanocortina-1 (MC1R) esta associado com respostas analgésicas a opioides
em mulheres, mas ndo em homens®’.

Outra diferenca entre os sexos refere-se ao envolvimento do receptor do tipo
TLR4 na dor. As células neurogliais estdo envolvidas nas vias de sinalizacdo que
produzem dor cronica, e o receptor TLR4 é expresso pela micréglia no SNC®, sendo
também o responsavel por desencadear respostas imunolégicas causada pela
endotoxina lipopolissacarideo (LPS). Estudos experimentais mostram que esse
receptor nao participa do processamento da dor em ratos fémeas na medula
espinal®® °.

Ha& muitas evidéncias do sistema cardiovascular de que as ETs estdo sob o
controle dos horménios sexuais e diferem entre os sexos’* "%, Nesses estudos a
proporcdo do R-ETA em veias safenas, para a expressao do R-ETg foi de 3:1 em
homens idosos e 1:1 em mulheres na pos-menopausa resultando em contragéo
dependente do sexo. Semelhante a vasculatura, o efeito nociceptivo de ET-1
depende da densidade relativa de R-ETan em nociceptores e de R-ETg nos
queratindcitos (figura 2). Assim, quanto maior a resposta nociceptiva observada em
ratos machos sugerem que, talvez, como na vasculatura, exista uma proporcéo de

R-ETa maior em machos do que em fémeas presentes na pele da pata traseira em



22

animais. E valido ressaltar que esse estudo leva em consideracdo a idade dos
animais sendo essas diferencas encontradas apenas em animais jovens’’.

Dessa forma a avaliacdo dos sistemas opioide e endotelinérgico como
possiveis componentes do mecanismo analgésico de terapias voltadas para o
tratamento da dor deve levar em consideracdo também as influéncias do sexo na dor

de origem inflamatoria.

2.1.5 Terapia por fotobiomodulacao

Apesar de sua utilizacdo milenar, o estudo do mecanismo fisiolégico da
analgesia desencadeada a partir da exposicdo a luz é recente, o termo
fotobiomodulacdo (FBM) surgiu substituindo o termo “baixa intensidade” em
referéncia aos primeiros trabalhos realizados com o uso de dispositivos LASER
(Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada de Radiacdo, do inglés Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation)” .

Por sua vez a terapia por diodo emissor de luz (LEDT, do inglés Light Emitting
Diode Therapy) tem se mostrado similar ao LASER, apesar de suas distingdes nos
aspectos de aplicacdo de luz ndo coerente e divergente, enquanto o LASER
apresenta caracteristicas coerentes e colimadas. O aspecto coerente é definido
guando as ondas dos fétons que compdem o feixe de luz estdo em fase, o que
ocorre na irradiacdo com o LASER, quando essa irradiacdo ndo se encontra em fase
caracteriza a irradiacdo LEDT. A caracteristica divergente e colimada refere-se ao
aspecto das ondas do feixe de luz, no LASER esse feixe de ondas sao paralelas,
enquanto que no LEDT essas ondas de feixe de luz sdo desalinhadas”™. A LEDT,
além de apresentar melhor custo efetivo, sua caracteristica de luz ndo coerente, nao
altera o papel essencial na interacdo luz-tecido, pois a coeréncia (do LASER) é
perdida assim que atravessa as primeiras camadas da pele atingindo croméforos
enddgenos®®.

Entre as estruturas bioldgicas capazes de absorver luz estdo os aminoacidos
e acidos nucleicos que absorvem mais significativamente o espectro ultravioleta
(UV). No espectro visivel, essas estruturas recebem o nome de cromoéforos e sao
por exemplo: a hemoglobina, a melanina, além de alguns componentes da cadeia
respiratéria como a CCO, que além da absor¢cdo do espectro visivel é capaz de

absorver a irradiacdo infravermelha®. Além disso, as porfirinas e flavoproteinas,
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também podem ser convertidas em estruturas fotossensiveis, com a geracao de
oxigénio molecular (O,), podendo desempenhar papel nos efeitos bioldgicos da
irradiacdo. Recentemente a agua intracelular também é considerada um
croméforo?®.

O estudo do mecanismo envolvido, assim como o0 mapeamento desses
cromoforos € bastante recente e contemplam algumas teorias como por exemplo, a
ativacdo dos receptores transientes vaniloides 1 e 4 (TRPV; e TRPV,, do inglés ,
transient receptor potential vanilloid 1 e 4) pela radiacdo infravermelha absorvida
pela dgua presente no interior da célula, desencadeando a abertura de canais
ibnicos’™. E a ativacdo da CCO no interior da mitocondria levando o aumento do
metabolismo celular em consequéncia da fotodissociacdo de inibidores de NO*®.

A CCO é o complexo IV da cadeia respiratéria, sendo formada por duas
cadeias heme (a e a3) as de sitios reativos ao cobre (Cua e Cub). Ela pode
apresentar-se em diferentes configuracdes moleculares que facilitam a absorcao de
luz, tornando-a um fotorreceptor primario quando na forma intermediaria (valéncia
mista)®. Quando estimulada, a CCO prové um maior bombeamento de prétons de
hidrogénio para o espago interno mitocondrial, parte dessa energia liberada é
utilizada para formar ATP e agua (H,0) e consequentemente uma maior quantidade
de elétrons transita livre pelas cadeias respiratdrias da mitocondria o que gera um
aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs do inglés, reactive oxygen species
ROS) como o anion superoéxido de oxigénio (O;) e peroxido de hidrogénio (H.O,) e 0
NO que agem como segundos mensageiros desencadeando mudancas na
transcricdo génica (figura 3) ’.

As principais vias de transcricdo estudadas atualmente séo a do fator nuclear
kappa B (NF-kB do inglés, Nuclear factor kappa B) e da proteina ativadora 1 (AP-1).
O envolvimento dessas vias se da pelos efeitos observados na utilizagdo da FBM,
como: Aumento da proliferacdo celular de fibroblastos e queratindcitos, células
endoteliais e linfécitos, melhorando a neovascularizagdo e promovendo
angiogénese. Aumento também da sintese de colageno auxiliando nos processos de

cicatrizacdo’’.
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Figura 3 - Vias de sinalizacdo celulares ativadas por FBM.
Fonte: Huang Y-Y"’

Para atingir os croméforos enddégenos os parametros de dosimetria para a
aplicacdo da LEDT devem ser precisos. Os principais parametros a serem
escolhidos sdo o comprimento de onda (A), que consiste na distancia entre dois
picos do feixe de luz. Dessa forma, encontramos diferentes comprimentos de onda
originados por diversas frequéncias de luz em nandmetros (nm) que penetram nas
camadas da pele conforme ilustrado na figura 4. Essa diferenciacdo de nm e
consequentemente na camada da pele atingida ocasiona a existéncia de uma
“‘janela terapéutica” que vai de 600 nm a 1200 nm o que compreende a frequéncia

do vermelho (luz visivel) e do infravermelho (luz ndo-visivel)’®
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Fonte: Adaptado de Barolet’®

Outro parametro a ser observado € a fluéncia (H) definida como a quantidade
de energia fornecida por unidade de area sendo geralmente expressa como a dose
em joules (J). A poténcia (Ee) é basicamente a energia emitida pelo feixe de luz por
unidade de &rea sendo medida em watts por centimetro quadrado (W/cm?). E por fim
a area de aplicac&o do feixe luminoso descrita em cm??% 7>,

Dentre os efeitos fisiologicos na dor produzidos pela aplicacdo da LEDT
destaca-se seu poténcial anti-hiperalgésico quando aplicado uma Unica vez com o
comprimento de onda de 630 nm, 300 mW/cm? de poténcia e com energia total de
20,4 Jlcm® imediatamente ap6s um dano muscular produzido por exercicio
excéntrico. A aplicacdo da LEDT foi eficaz em atenuar a dor muscular e perda de
forca muscular e esse efeito teve duracéo por até 96 horas’®. Além disso, quando
aplicada em pessoas saudaveis a LEDT também melhorou o desempenho muscular
e reduziu a fadiga associada ao exercicio quando aplicada na faixa de comprimento
de onda de 655 e 950 nm com poténcia maxima de 200 mW/cm? e com uma faixa de
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dose de energia de 20 a 60 J/cm? em pequenos grupos musculares e 60 a 300 J/cm?
em grandes grupos musculares®.

Outro estudo que aprofunda os aspectos neurobiolégicos da LEDT (660 nm,
30 mW/cm? 50J) em camundongos com inflamacdo na pata induzida por
carragenina mostrou o envolvimento dos receptores canabinoides CB; e CB,.e ainda
que esse efeitos anti-inflamatdrios depende em parte da ativagdo de canais de K*
ATP dependentes e da proteina quinase ativada por mitégeno p38°.

A LEDT 630 nm, pela profundidade alcancada pelo seu comprimento de
onda, é a mais indicada para estimulacdo da pele (fibroblastos e queratindcitos). A

20,21

sua aplicacdo nas células e tecidos acelera os processos celulares incluindo a

producéo de analgesia em seres humanos’® ® e animais®.

Outro estudo clinico mostrou o efeito anti-hiperalgésico da aplicacdo da LEDT
na dor pos-cirargica de pacientes submetidos a artroplastia total do quadril. A LEDT
foi utilizada numa combinagédo de 9 pontos sendo um deles com o comprimento de
onda de 905 nm, quatro diodos com o comprimento de onda de 875 nm em mais
quatro de 640 nm, com a densidade de 40,3 J por ponto. Os valores da escala
analdgica visual, assim como os da andlise das concentracfes séricas de TNF e IL-8
foram menores no grupo tratado quando comparados aos valores do grupo
controle®,

Além disso, em camundongos foi analisado o efeito da aplicacdo da LEDT em
diferentes modelos de dor aguda e entdo se comparou diferentes poténcias (10.4
mW/cm?, 17.3 mW/cm? e 34.6 mW/cm?) com o mesmo comprimento de onda (890
nm). Porém cada poténcia com uma fluéncia distinta (12.4 J/cm?, 20.8 Jicm? e 41.6
Jicm?) respectivamente, o que inviabiliza as comparacfes uma vez que cada
tratamento recebeu diferentes quantidades de energia®.

Para comparar diferentes poténcias (mW/cm?) séo necessarios equipamentos
distintos, um estudo nacional ja realizou essa comparacdo com equipamentos de
LASER® utilizando as informacdes fornecidas pelos fabricantes, os autores
discutiram a diversidade de estudos utilizando diferentes dosimetrias. Nenhum
estudo ainda foi realizado comparando diferentes poténcias de LEDT. Esses estudos
sd0 necessarios, pois os efeitos da aplicacdo da LEDT podem ser questionados
devido a falta de descricdo detalhada dos paréametros utilizados, além disso, a
energia final aplicada ao tecido parece ser um parametro importante a ser

considerado®.
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Nesse sentido, um estudo que compare diferentes poténcias dentro do
mesmo comprimento de onda e dosagem contribuira para compreensao dos efeitos
anti-hiperalgésicos da LEDT, visto que hoje ndo existe nenhum consenso na
literatura sobre esses parametros para casos de dores de cunho inflamatério®* %,
Além disso, ja foi demostrado também que a atividade anti-hiperalgésica da LEDT
830 e 950 nm envolve a ativacdo de receptores opioides periféricos e o
recrutamento de leucécitos contendo opioides para o sitio inflamado’. Porém ainda
nao foi demostrado por qual via esse processo é desencadeado, mas parece
plausivel a hipétese da ativacdo do R-ETg no queratindcito pela aplicacdo da LEDT,
como um evento que antecede a liberacdo de opioides periféricos.

Com base no exposto, 0 presente trabalho testou duas hipdteses: i) na
primeira hipotese foi testado se ha influéncia da poténcia no efeito anti-hiperalgésico
da LEDT 630 nm em camundongos machos e fémeas; na segunda hipétese foi
testado se h4 o envolvimento da via R-ETg (queratinécito) / receptor opioide
(neurénio nociceptivo periférico) no efeito anti-hiperalgésico da LEDT 630 nm em
camundongos machos e fémeas?’. O estudo sobre as diferencas de sexos nos
casos de dor é um tema emergente dentro da comunidade cientifica, abordados no
presente estudo de forma inédita. Além disso, a comparacédo de diferentes poténcias
relacionados com o0 sexo e a andlise dos sistemas envolvidos no mecanismo
analgésico em machos e fémeas, contribui para o avanco do conhecimento cientifico
acerca da LEDT, uma terapéutica inovadora para o manejo da dor inflamatéria e
fortalece a utilizacdo segura desse dispositivo que atualmente vem ganhando

espaco no ambito cientifico e clinico.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da poténcia na anti-hiperalgesia induzida pela LEDT 630
nm analisando o envolvimento dos sistemas endotelinérgico e opioidérgico em

camundongos machos e fémeas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em camundongos machos e fémeas submetidos a um modelo de dor

inflamatoria induzida pelo CFA e tratados com a LEDT 630 nm:

a) Verificar a influéncia de duas diferentes poténcias no efeito anti-hiperalgésico
causada pela LEDT;

b) Avaliar a participacdo dos R-ETg e receptores opioides periféricos na anti-
hiperalgesia causada pela LEDT;

c) Investigar as alteragdes do imunocontetdo dos R-ETg periféricos causada
pela LEDT.
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4. METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

A presente pesquisa caracteriza-se como experimental de natureza

quantitativa. Com caréater de pesquisa basica por meio de um modelo néo clinico®.

4.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

As seguintes substancias foram utilizadas: CFA (Sigma Chemical Co.,St Luis,
MO, EUA), Tween 80 adquiridos da Vetec Quimica Fina (RJ, BR), naloxona (Tocris
Cookson Inc., EUA), anticorpo para o R-ETg (ab117529; Abcam, Cambridge, MA,
EUA); Bg-788 (B157, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA); Sarafotoxina 6¢ (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA); salina (LBS Laborasa Industria Farmacéutica, S&o
Paulo, SP, Brasil); isoflurano (Biochimico, Itatiaia, RJ, Brasil); actina-HRP (1:35000;
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA), kit de quimiluminescéncia (ECL; Thermo
Scientific, Rockford, IL, EUA), tampao de lise RIPA [composto por Nonidet P-40 1%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), deoxicolato de sédio 0,5%, SDS 0,1% e PBS],
ortovanadato de sédio 100 mM, fluoreto de fenil-metano-sulfonil (PMSF) 100 mM e
coquetel de inibidores de proteases 1% (P8340 - Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,
MO, EUA), tampao de amostra (glicerol 20%, mercaptoetanol 14,4 mM, azul de
bromofenol 0,1%, Tris/HCI 0,2 M e SDS 10%), gel de poliacrilamida e SDS (10%),
membrana de PVDF (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA), anticorpo
secundario com peroxidase (1:5000, cabra anti-rabitt-HRP; Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, EUA), TBS-T (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH,PO,4 1,5
mM, Na,HPO4 20 mM, Tween-20 0,05%) e corante vermelho (Ponceau 0,2%, acido
tricloroacético 3%).

Juntamente com isso, foram utilizados 0s seguintes equipamentos:
Monofilamento de von Frey de 0,6g da VFH (Chicago, EUA); Aparelho de LEDT
gentilmente cedido por Multiple Energy Technologies (Pittsburgh, USA); Caneta
MOLIMEDpen® (MDT Bioelectronics, Bettwiesen, Suiga); Fotodocumentador
(Ibright, CA, EUA), Centrifuga Refrigerada NT 815 (Nova Técnica Equipamentos
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para Laboratério, Piracicaba, SP, Brasil), Cuba (Bio-Rad mini trans Blot@ Cell,
USA); Agitador de tubos vortex (modelo Q-220B1, Quimis, Diadema, SP, Brasil);
Balanca digital alta precisdo eletrénica (Sf-400 1g a 10 Kg, Adrialaboratorios, PR,
Brasil);

Espectrofotdmetro (modelo U-2001, Hitachi, Japdo); Maquina de Oxigénio
(Modelo 2FN, série 0201, Narcosul, Porto Alegre, RS, Brasil).

Os experimentos foram realizados nos setores de comportamento e de
Bioquimica e Biologia Molecular do laboratério de Neurociéncias Experimental
(LaNEx) da UNISUL, localizado no Campus Universitario Grande Florianopolis,

unidade Pedra Branca, Bloco 12.
4.3 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas da linhagem Mus
muscullus com idade entre 8 e 10 semanas, pesando entre em média 38,59 as
fémeas e os machos 44,79, obtidos do Biotério Central da UFSC, aclimatados a
22+2°C, no ciclo 12h-claro/12h-escuro (claro a partir das 7h), com acesso livre a
racdo e agua. Os animais foram randomicamente distribuidos entre os grupos, a
partir dos testes basais e aclimatizados no laboratério por pelo menos 1h antes dos
testes comportamentais®*.

Os experimentos foram realizados apés aprovacéo pela comissdo de Etica no
Uso de Animais da UNISUL (CEUA-UNISUL), sob os protocolo: 17.038.2.07.1V. e
18.033.2.07.1IV. Além disso, foi seguido o principio dos 3R’s substituicdo
(replacement), reducéo (reduction) e refinamento (refinement). Sendo o niamero de
animais utilizados e a intensidade dos estimulos nocivos o0 minimo necessario para
demonstrar o efeito do tratamento recebido (item 3.4)%. Todos os experimentos
foram realizados de acordo com o guia de cuidados de animais de laboratério e guia
ético para investigacbes experimentais da dor em animais conscientes®®, assim

como o guia ARRIVE para estudos nao clinicos®®.
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4.3.1 Céalculo amostral

A previsdo do numero de animais foi baseada de acordo com a equacgao de
para a determinacdo do tamanho de uma amostra sem reposicdo®®. Segundo a
formula: n = {[(z alfa + z beta) * s] / sigma} 2.

O valor de alfa foi fixado em 0,05 com o valor de z alfa baseado na tabela de
valores de z para distribuicdo bi-caudal (two tailed) de 1,96.

O valor de beta foi fixado em 0,10, com o valor de z beta baseado na tabela
de valores de z (distribuicdo unicaudal), que é 1,28.

O valor da diferenca entre as médias dos grupos foi estabelecido pelo menos
40%. (baseado em dados experimentais do nosso laboratorio). Experimentos
bioldgicos tém embutido um erro da ordem de 10 a 15% (resultantes de variacdes
individuais, erro no procedimento cirurgico, erros de dosagem, etc.). Diferencas
entre dois grupos que sejam menores que 20% do valor da média de cada grupo
podem aumentar a probabilidade de cometer erros tipo | ou tipo II.

O valor do desvio padrdao estabelecido em 35% do valor das médias,
(baseado em dados experimentais do LaNEXx). Portanto, ao aplicarmos os dados na
férmula, obtém-se: n= {[(1,96 + 1,28) * 35] / 40} 2 = 8.0. Logo, foram necessarios 8
animais em cada grupo experimental. Sendo assim foi necessario para esse estudo

um total de 224 camundongos machos e 224 camundongos fémeas®.

4.4 ENSAIOS, TESTES E TECNICAS

4.4.1 Modelo de inflamagéo persistente induzida pelo CFA

Nesta pesquisa foi utiizado o modelo animal de inducdo de inflamacéo
periférica por meio da administragédo intraplantar (i.pl., Figura 6) de CFA de uma
solugéao concentrada a 50%, dissolvido em solucao salina 0,9% e Tween®80. Cada
animal recebeu 20 pl desta solugdo na pata traseira direita. Este procedimento
produz uma robusta hiperalgesia, a qual pode ser identificada pelo aumento da

resposta ao estimulo mecanico produzido com o uso do monofilamento de von Frey”
46
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Figura 5 - Representacao ilustrativa da injecao (i.pl.) de CFA 50%
Legenda: Representacdo da injecdo de CFA na pata posterior direita do camundongo. Pata do
camundongo naive (Painel A). Injecdo intraplantar (i.pl.) de 20ul de CFA 50% (Painel B). Pata do

camundongo 6h apds a injec¢do i.pl. de CFA (Painel C).
4.4.2 Tratamento com a LEDT

Nesta pesquisa foram utilizados dois equipamentos de LEDT. Uma placa
controlada por um Software desenvolvido pela Scientifica consulting LLC e
gentilmente cedido para UNISUL em parceria académica. E uma caneta da marca
MOLIMEDpen® (MDT Bioelectronics, Bettwiesen, Suica). Os dois equipamentos
suportam diferentes configuracées de comprimentos de onda, bem como 630 nm.
Os equipamentos também apresentam diferentes poténcias (3,5 e 90 mW/cm?).
Todos os parametros utilizados nos tratamentos dos diferentes grupos estao
descritos na tabela 1. Como no célculo da densidade de energia (J/cm?) geralmente
é utilizada uma equacdo onde o valor da irradiancia (W/cm?) é multiplicado pelo
tempo (s) de aplicacdo da LEDT para que ambos grupos recebessem a mesma
quantidade de energia o grupo tratado com a poténcia de 3,5 mW/cm? recebeu o
tratamento por 11 min. Neste sentido, os animais tiveram que ser levemente
sedados, sendo que os animais controle receberam a sedacao pelo mesmo periodo
de tempo. Os animais receberam a irradiagdo diretamente sobre a superficie plantar
da pata posterior direita, local que receberam anteriormente a injecao i.pl. de CFA
(Figure 6). Para a realizagao do tratamento o LED do dispositivo foi colocado em um
leve contato com a pele do animal (LEDT on). O grupo controle recebeu o contato do

LED do dispositivo desligado (LEDT off) nos diferentes testes propostos’.
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Figura 6 - Imagem dos equipamentos de LEDT

Legenda: Painel A: Tratamento com a caneta Molimed; Painel B: Tratamento com a placa de LED;

Painel C: Tratamento LED off (controle).

Tabela 1 - Parametros de dosimetria

Caneta Molimed Placa LEDT
Comprimento de onda | 630 nm 630 nm
Poténcia 3,5 mW/cm? 90 mW/cm?
Tempo 11 min 0,037 min
Fluéncia 2J 2J
Area de aplicagéo 1 cm? 1 cm?

4.4.3 Avaliacdo da hiperalgesia mecéanica

A hiperalgesia mecanica foi avaliada utilizando monofilamento de von Frey,
com carga de 0,6g. Para aplicacdo do teste, os animais foram colocados
individualmente em uma cémara de observacdo de acrilico (9 x 7 x 11 cm), sem
fundo e coberta com tampa, posicionada sobre uma plataforma de tela de arame
com furos. O filamento foi aplicado na pata posterior direita, atendendo a alguns

critérios como: aplicacao feita perpendicularmente a superficie plantar, com pressao
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suficiente para proporcionar a curvatura do filamento, obtendo-se assim presséo
total; os animais foram avaliados quando as quatro patas estavam acomodadas
sobre a tela; a resposta de retirada foi considerada quando o animal removeu

totalmente a pata da tela de apoio” ?°

. Os valores percentuais referentes a
frequéncia de retirada da pata frente a 10 estimulacdes da pata posterior direita com
o monofilamento de von Frey, foram considerados como indicativo de hiperalgesia
mecanica. No dia anterior a injecdo de CFA, os animais foram submetidos ao teste
para caracterizacdo da resposta basal. Apenas 0s animais que apresentaram uma
porcentagem de resposta em torno de 20% (ou inferior) foram selecionados. As
avaliacBes da hiperalgesia mecanica também foram realizadas em 6h e 96h** ap6s a
injecdo i.pl. de CFA e em diferentes tempos apds os tratamentos com a LEDT.
Também foi realizada uma analise do decurso temporal do efeito anti-hiperalgésico
da LEDT onde os animais foram avaliados em 0,5h, 1h e 2h apés os tratamentos.
Para realizagcdo dos experimentos relacionados a avaliagdo da hiperalgesia
mecanica camundongos machos e fémeas foram aleatoriamente distribuidos nos
seguintes grupos (n = 8)®° experimentais: 1) CFA + LEDToff: Animais submetidos a
injecdo i.pl. de CFA, e que receberdo LEDToff (dispositivo desligado); 2) CFA +
LEDTon: Animais submetidos a injecao i.pl. de CFA e tratados com LEDT (3.5
mW/cm?); 3) CFA + LEDTon: Animais submetidos a injeco i.pl. de CFA e tratados

com LEDT (90 mW/cm?).

Figura 7 - Avaliacao da hiperalgesia mecéanica



35

4.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Para a realizacdo desse estudo, cinco etapas foram programadas e
executadas na seguinte ordem: na etapa 1, afim de analisar o efeito anti-
hiperalgésico da LEDT 630 nm em duas diferentes poténcias diferentes grupos de
animais machos e fémeas foram tratados com diferentes dispositivos de LEDT para
determinar a melhor poténcia (3,5 ou 90 mW/cm?) sendo tratados e avaliados em 6h
e 96h apds a injecdo intraplantar de CFA?®. Além disso, a hiperalgesia mecanica foi
avaliada até 2h apos os tratamentos (Figura 8).

Na etapa 2, que teve como objetivo verificar a participacdo do R-ETg no efeito
anti-hiperalgésico onde realizada inicialmente uma curva dose resposta com o
agonista para R-ETg (SRTX S6c) para determinar a melhor dose em 6h e 96h apds a
injecdo intraplantar de CFA em camundongos machos e fémeas (Figura 5). Logo
apos as 96h desse experimento os camundongos tratados com a melhor dose anti-
hiperalgésica de SRTX S6c¢c foram submetidos ao teste de campo aberto, afim de,
avaliar a atividade locomotora exploratdria desses animais. Na etapa 3, a partir da
determinacdo da dose mais efetiva da SRTX S6c em reduzir a hiperalgesia
inflamatoria induzida pelo CFA, se estabeleceu a dose do antagonista para o0 R-ETg
(Bg-788) como sendo trés vezes maior do que a dose do agonista para o R-ETg
(SRTX S6¢). Nesse sentido, foi possivel nessa etapa verificar a participacdo do R-
ETs no efeito anti-hiperalgésico da LEDT e da SRTX S6c, utilizada como um controle
positivo da ativacdo do R-ETg. Para isso, outros grupos de camundongos machos e
fémeas foram analisados em 6h e 96h apds a injecao intraplantar de CFA (Figura 5).
A hiperalgesia mecénica foi avaliada 30 min ap0s os tratamentos com a LEDT e
SRTX S6¢ . Na etapa seguinte (etapa 4) com o objetivo de avaliar o envolvimento
dos receptores opioides no efeito anti-hiperalgésico da LEDT e da SRTX S6c¢ para
tentar estabelecer uma relagdo entre ativacdo dos R-ETg e receptores opioides,
camundongos machos e fémeas com a inflamacéo da pata foram pré-tratados com
naloxona (um antagonista opioide) e apés 15 min, foram tratados com a LEDT ou
SRTX S6¢ na pata traseira direita. A hiperalgesia mecanica também foi avaliada 30
min apos os tratamentos. Na etapa 5 e ultima foram realizadas as coletas de
amostras para a quantificacdo do imunoconteddo do R-ETg na pele da pata de

camundongos machos e fémeas, 96h apos a injecao intraplantar de CFA (Figura 8).
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(O = Tratamento LEDT 630nm

Teste da Hiperalgesia Mecdnica . O. Q._
Envolvimento dos R-ETg e C.
receptores opiofdes periféricos C}

Quantificagdo dos R-ETg (O (> @, @, ().—

Figura 8 - Linha do tempo experimental
Legenda: LEDT - Terapia por Diodo Emissor de Luz; CFA - Adjuvante Completo de Freund; R-ETg —

Receptor Endotelina B; T — Time course (avaliacéo até 2h apés o tratamento com a LEDT.

4.5.1 Curvadose-respostada SRTX S6c¢

Para a realizagcdo da curva dose resposta do agonista do receptor ETg no
modelo de CFA na pata de camundongos machos e fémeas, foram selecionadas
com base na literatura trés doses® %
(n=8): 1) CFA+Salina 0.9% em 20pl/i.pl.2) CFA+SRTX S6c (30pmol) em 20ul/i.pl.3)
CFA+SRTX S6c¢ (90pmol) em 20ul/i.pl.4) CFA+SRTX S6c (180pmol) em 20ul/i.pl.

Os animais machos e fémeas foram avaliados 15min apés os tratamentos

, compondo 0s seguintes grupos experimentais

com a SRTX S6c através da hiperalgesia mecénica (item 3.4.3) no decurso temporal

nos tempos de 6h e 96h apds a indugédo do modelo experimental.

4.5.2 Avaliacdo da participacdo dos R-ETg e receptores opioides periféricos
no efeito anti-hiperalgésico induzido pela LEDT e SRTX S6¢

Para estabelecer a dose mais efetiva da ativagcdo do R-ETg periférico na
redugéo da hiperalgesia mecénica, camundongos machos e fémeas com inflamagéo
na pata foram pré-tratados com diferentes doses de SRTX S6c¢ (30pmol/i.pl.;
90pmol/i.pl. e 180pmol/i.pl.) ou salina 0,9% (10 pl/i.pl.). A hiperalgesia mecanica foi
avaliada em 6h e 96h apos a injecdo i.pl. de CFA e 0,5h, 1h, 2h e 3h apds os

tratamentos.
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Para avaliar o envolvimento do R-ETg periférico no efeito anti-hiperalgésico da
LEDT, camundongos com inflamacdo na pata foram pré-tratados com BQg-788
(antagonista para o R-ETg) por via i.pl. 90pmol/20ul/i.pl. (fémeas) ou
270pmol/20ul/i.pl. (machos) ou salina 0,9% (20ul/i.pl.). Quinze minutos apos as
administracdes, os animais receberam tratamento com LEDT off ou LEDT on. A
hiperalgesia mecéanica foi avaliada trinta minutos apds os tratamentos, conforme
descrito no item 3.4.3.

Neste experimento foram utilizados os seguintes grupos (n=8) sendo
realizados com camundongos machos e fémeas: Grupo 1 - Salina 0,9% (20 pl/i.pl.) +
LEDT off; Grupo 2 - Bg-788 (90pmol/20ul/i.pl.ou 270pmol/20ul/i.pl.) + LEDT off;
Grupo 3- Salina 0,9% (20ul/i.pl.) + LEDT on e Grupo 4 - BQ-788 (90 pmol/20pl/i.pl.
ou 270pmol/20pl/i.pl.) + LEDT on.

Outros grupos de animais com inflamagcdo na pata foram pré-tratados
somente com salina ou Bg-788 (90pmol/20ul/i.pl. ou 270pmol/20ul/i.pl. em fémeas e
machos respetivamente) e 15 min ap0s receberam o tratamento com SRTX S6c¢
(30pmol/20ul/i.pl. ou 90pmol/20ul/i.pl. em fémeas e machos respetivamente) ou
salina 0,9% (20pl/i.pl.). Trinta minutos ap6s o tratamento foi avaliada a hiperalgesia
mecanica nestes grupos. Neste experimento foram utilizados os seguintes grupos
(n=8) de camundongos machos e fémeas: Grupo 1 - Salina 0,9% (20 ul/i.pl.) + Salina
0,9% (20 pl/ i.pl.); Grupo 2 - Bg-788 (90 pmol/20ul/i.pl. ou 270 pmol/20ul/i.pl.) +
Salina 0,9% (20 pl/i.pl.); Grupo 3 - Salina 0,9% (20 pl/i.pl.) + SRTX S6c (30
pmol/20pl/i.pl. ou 90 pmol/20ul/i.pl.) e Grupo 4 - Bg-788 (90 pmol/20ul/i.pl. ou 270
pmol/20pl/i.pl.) + SRTX S6¢ (30 pmol/20ul/i.pl. ou 90 pmol/20ul/i.pl.). Conforme

ilustrado na figura 9.

BQg-788 ou Salina

SRTX S6¢ ou LEDT (on ou 2 L A
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,'k‘\ _.J . o’ .‘7 . T .‘\L ‘\’x\%’/
] 4 ~J -~ N
\Wj: b Q y — . 9 7' : I

Hiperalgesia Mecéanica

Figura 9 - Esquema representativo da avaliacdo da participacdo dos

receptores ETg
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Para avaliar o papel dos receptores opioides na analgesia induzida pela
ativacdo dos R-ETg e pelo tratamento com a LEDT, animais com inflamacao na pata
foram pré-tratados com uma injecao i.pl. de naloxona (5 pg/20ul/i.pl.) ou solugéo
salina 0,9% (20 pl/i.pl) 15 min da administracdo de SRTX S6c¢ (30 pmol/20ul/i.pl. ou
90 pmol20ul//i.pl., em fémeas e machos respetivamente) na pata traseira direita.
Trinta minutos apds os tratamentos foi avaliada a hiperalgesia mecénica nesses
grupos (item 3.4.3). Para esse experimento foram utilizados os seguintes grupos
(n=8) em camundongos machos e fémeas: Grupo 1 -Salina (20 ul/i.pl.) + Salina (20
pl/i.pl.); Grupo Naloxona (5 pg/20ul/i.pl.) + Salina 20 pl/i.pl.); Grupo 3 - Salina (20
pli/ipl.) + SRTX S6¢ (30 pmol/i.pl. ou 90 pmol/i.pl.) e Grupo 4 - Naloxona (5
Mg/20ul/i.pl.) + SRTX S6¢ (30 pmol/i.pl. ou 90 pmol/i.pl.). Outros grupos de animais
com injecéo i.pl. de CFA na pata traseira direita foram tratados com salina (20 ul/i.pl)
ou naloxona (5 ug/20ul/i.pl.) e LEDT on ou LEDT off na pata traseira direita. Trinta 30
minutos apds os tratamentos foi avaliada a hiperalgesia mecanica nesses grupos.
Nesse experimento foram utilizados os seguintes grupos (n=8) camundongos
machos e fémeas: Grupo 1 - Salina (20 pl/i.pl.) + LEDT off, Grupo 2 - Naloxona (5
Mg/20ul/i.pl.) + LEDT off, Grupo 3 - Salina (20 pl/i.pl.) + LEDT on, Grupo 4 - Naloxona

(5 pg/20ul/i.pl.) + LEDT on. Segue representacao dos procedimentos experimentais:

Naloxona ou Salina

d SRTX S6¢ ou LEDT (on ou off)
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Hiperalgesia Mecénica

Figura 10 - Esquema representativo da avaliacdo da participacao dos

receptores opioides

4.5.3 Avaliagcdo do imunoconteudo dos R-ETg periféricos pela técnica de

Western Blotting

A andlise do imunocontetudo dos R-ETg periféricos, foi realizada no tecido da
pele da pata posterior direita dos camundongos. As amostras foram coletadas 96h
apos a injecao i.pl. de CFA e ap0s o quarto tratamento diario com a LEDT. Trinta

minutos apds a ultima aplicacdo da LEDT um segmento de aproximadamente 5 mm
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de tecido da pele da pata posterior direita foi removido com o auxilio de uma pin¢ca
cirirgica. As amostras foram coletadas e armazenadas no freezer -80°C. As
amostras foram processadas um més apoés a retirada.

Para preparacdo das amostras, os tecidos congelados foram pulverizados em
nitrogénio liquido e adicionado o tampao lise RIPA [composto por Nonidet P-40 1%,
deoxicolato de sddio 0,5%, SDS 0,1% e PBS], acrescido de ortovanadato de sodio
100 mM, fluoreto de fenil-metano-sulfonil (PMSF) 100 mM e coquetel de inibidores
de proteases 1% e, em seguida, incubados em gelo por 30 min.

Os homogenatos foram centrifugados a 6000 rpm por 20 minutos a 4°C, o
sobrenadante (correspondente ao extrato total) foi coletado, sendo uma aliquota
separada para a dosagem de proteina em cada amostra, a qual foi determinada por
meio do método de Bradford. Ao restante do sobrenadante, foi adicionado o tampao
de amostra (glicerol 20%, mercaptoetanol 14,4 mM, azul de bromofenol 0,1%,
Tris/HCI 0,2 M e SDS 10%) na proporcao de 1:6. As amostras foram fervidas (95°C;
5 min) e permaneceram armazenadas no freezer -80°C até o momento da
eletroforese.

Para separagao de proteinas e imunodeteccdo, todas as amostras foram
mantidas em gelo até o completo descongelamento. Apds, quantidades iguais de
proteinas para cada amostra (30 ug) foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida e SDS (10%). A etapa de transferéncia das proteinas contidas no gel
para uma membrana de PVDF, foi realizada sob as seguintes condi¢des: 90 V e 30
mA por 1 h e 30 min. Em seguida, as membranas foram coradas (vermelho de
Ponceau 0,2%, acido tricloroacético 3%) para visualizagdo das proteinas. Apos
lavagens em TBS-T (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH,PO4 1,5 mM, Na,HPO4 20 mM,
Tween-20 0,05%), para a retirada do excesso do corante, as membranas foram
imersas em solugao de TBS-T contendo BSA 5%, por 1h a temperatura ambiente,
com o objetivo de bloquear as reagdes inespecificas. Na sequéncia, as membranas
foram incubadas durante 14-16 h (2-8 °C), sob agitagdo, com os anticorpos
primarios, diluidos em TBS-T contendo BSA 1%, contra as proteinas de interesse:
ETs (1:5000) e B-actina-HRP (1:40000) Ao término do periodo de incubagao, as
membranas foram lavadas durante 30 minutos com TBS-T, e em seguida,
incubadas com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase (1:25000, cabra
anti-rabitt-HRP; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA) (exceto para anti-3-

actina-HRP) por 1 h em temperatura ambiente.
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Apbs esse periodo, uma nova lavagem de 30 minutos com TBS-T foi
realizada seguida pela exposicdo das membranas durante 1 minuto ao kit de
quimiluminescéncia e revelagao através de um fotodocumentador. As analises
quantitativas das bandas foram realizadas por densitometria com o auxilio do
programa Image Studio Late. Os valores foram normalizados utilizando os valores
obtidos para a [B-actina, e expressos graficamente como unidades arbitrarias. Os
grupos de camundongos machos e fémeas utilizados para essa analise foram
(n=8)% 1) Naive: animais ndo submetidos a nenhum tipo de manipulacéo; 2) Naive +
LEDTon: Animais submetidos ao tratamento com a LEDT(90mW/cm?); 3) CFA +
LEDToff: Animais submetidos a injecao i.pl. de CFA, e que receberdo LEDToff
(dispositivo desligado); 4) CFA + LEDTon: Animais submetidos a injecao i.pl. de CFA

e tratados com LEDT(90mW/cm?).

4.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo

Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizagao
Sexo Independente Qualitativa machos ou fémeas
LEDT Poténcia (mW/ cm?) Independente Qualitativa Sim ou nao
Hiperalgesia Dependente Quantitativa Frequéncia de retirada
continua de da pata em (%)
razao Média e desvio padrao
Bg-788 (Antagonista
Endotelinérgico) (ul/i.pl.) Independente Qualitativo Sim ou Nao
Naloxona (Antagonista
Opioide)(pl/i.pl.) Independente Qualitativo Sim ou Nao
Sarafotoxina (Agonista
Endotelinérgico) Independente Qualitativo Sim ou Nao
(ulfi.pl.)
Densidade de R-ETg Dependente Quantitativa Intensidade de pixels
continua de Média e desvio padrao
razéo Em unidades arbitrarias
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4.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Na andlise estatistica foi avaliada a distribuicdo dos dados por meio do teste
de Shapiro-wilk. Desta forma, os resultados foram apresentados como média e
desvio padrdo da média (SD). Como os dados foram determinados como
paramétricos, esses foram comparados usando analise de variancia (ANOVA) de ,
duas vias, seguido pelo pds teste de Bonferroni para multiplas comparacées. Em
todas as analises, valores de p menores que 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Para o calculo estatistico foi utilizado o software
GraphPad Prism 7.0.

4.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente projeto recebeu aprovacdo pela comissdo de ética (CEUA-
UNISUL), sob os protocolos: 17.038.207.IV. e 18.033.2.07.IV. Todos o0s
experimentos foram conduzidos por profissionais devidamente treinados, que
realizaram o curso de cuidados e manejo de animais de experimentacdo. Dessa
forma os pesquisadores envolvidos sédo aptos a reconhecer sinais comportamentais,
fisiolégicos e clinicos que indicam dor, aflicio ou extresse especificos da espécie
que foi utilizada neste estudo, e capazes de ajustar 0os protocolos para reduzir ou
remover a causa de efeitos adversos experimentais, identificar os sinais de extresse
e dor desnecessarios, como também realizar a eutanasia da maneira apropriada e
eficaz. Estando de acordo com o guia de cuidados de animais de laboratério e guia
ético para investigagfes experimentais da dor em animais conscientes, atendendo a
todos os critérios estabelecidos pelos 6rgdos competentes®’ %,

A Diretriz brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais para fins
cientificos e didaticos — DBCA, 2016, assim como a legislacdo brasileira, estabelece
a responsabilidade primaria em determinar se a utilizagdo de animais for
devidamente justificada e garante a ades&o aos principios dos 3R’s 887,

Em todas as analises os grupos controles e tratados foram avaliados
paralelamente. E o principio dos 3R’s foi aplicado utilizando os mesmos animais
para as analises nas 6h apés a injecdo i.pl de CFA e nas andlises de 96h apds a

injecao i.pl. de CFA.
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Nesse sentido para refinamento do modelo experimental, redugédo do
sofrimento dos animais, como também manutencdo do bem-estar animal, foi
verificado durante todos os procedimentos experimentais 0s sinais de estresse e dor,
adequados ao modelo animal de CFA. Quando esses sinais foram severos 0s
animais foram imediatamente encaminhados para o médico veterinario responsavel
para realizacdo da MIA. Dessa forma o niumero de animais utilizados e a intensidade
dos estimulos nocivos ocorrerdo no minimo necessario para demonstrar o efeito do
tratamento recebido®.

Como sinais de exclusdo avaliados nos animais para determinacdo de
continuidade de seu uso foi utilizado: Aparecimento de crises convulsivas;
inconformidades motoras; incapacidade de se mover dentro da caixa; imobilidade
mesmo ao ser estimulado; incapacidade de ingerir agua e alimento, mesmo tendo
acesso a esses recursos; infeccao sistémica (letargia, postura encurvada, aumento
da frequéncia respiratéria); perda de peso comparado ao inicio do experimento;
desidratacdo por mais de 48h; trauma por automutilacdo; vocalizacdo sem ser
estimulado ou vocalizacdo ao ser estimulado e escala de faces (associado aos
demais sinais clinicos)®°.

Para realizar o método de mia, apos os experimentos foram obedecidas as
disposi¢cdes da resolucdo nimero 1000 do conselho federal de medicina veterinaria
(cfmv), de 12 de maio de 2012, bem como da instru¢do normativa nimero 13 —
diretrizes da pratica de eutanasia do conselho nacional de controle de
experimentacdo animal (CONCEA), de 20 de setembro de 2013, sendo o
procedimento realizado pelo médico veterinario responsavel pelo  biotério
experimental do lanex, Geraldo Jorge Severgnini Bernardes, CRMV/SC 0452, por
sobredose anestésica (cloridrato de xilazina 30 mg/kg associado a cloridrato de
cetamina 150 mg/kg pela via intraperitoneal) seguida de aplicacdo de solucéo
eutanasica t61®, por via intraperitoneal.*°
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5. ARTIGO CIENTIFICO

Essa sessdo serd apresentada com o resumo do artigo cientifico publicado na

revista Journal of Biophotonics .
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Abstract

Currently LEDT is gaining space in the scientific and clinical environment. However,
no study has investigated the biological effects caused by different irradiations, and
the analgesic mechanism by which LEDT presents its effects remains unknown.
Thus, our objective was to evaluate the effect of two different LEDT irradiances (3.5
and 90 mW/cm?) — given a 630nm wavelength and a 2 J/cm? dose — on mechanical
hyperalgesia following Complete Freund's Adjuvant (CFA) intraplantar (i.pl.) injection
in mice. Additionally, the role of peripheral opioid and endothelin-B receptors (ETs-R),
and the sex difference was investigated. Different groups of male or female mice
were evaluated 6 and 96hs after CFA. Mechanical hyperalgesia was evaluated 30min
after treatments. Naloxone or Bg-788 administration, fifteen minutes before LEDT or
Sarafotoxin S6c, helped determine the involvement of peripheral opioid and ETg-Rs
on LEDT. Lastly, ETg-Rs skin immunocontent in both sexes was quantified after
LEDT consecutive daily treatments. LEDT at an irradiance of 90mW/cm? more
effectively than 3.5mW/cm?. Bg-788 and naloxone administration prevented LEDT
and SRTX S6c effects; however, LEDT did not influence peripheral ETg-Rs
immunocontent. The results suggest that irradiance influences LEDT effect; and that
activation of ETg-R play a role in peripheral LEDT opioid induced analgesia. Lastly,

LEDT effects do not appear to be sex-dependent.

Keywords: Pain. Phototherapy.Receptors Endothelin. Opioide analgesia
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6. CONCLUSAO

Através dos achados desse estudo, pode-se concluir que:

1- A LEDT é eficaz na reducdo da anti-hiperalgesia inflamatoria inicial e tardia de
camundongos machos e fémeas;

2- A poténcia da LEDT influencia seu efeito anti-hiperalgésico tanto em
camundongos machos como em fémeas;

3- A ativagdo do R-ETg desempenha um papel importante na analgesia opioide
periférica induzida pela LEDT em ambos os sexos.

4- O efeito da LEDT, parece ser devido a sua capacidade de induzir a liberacéo de
substancias endodgenas, visto que ndo houve aumento da expressdao do
imunocontetdo de R-ETg em camundongos machos e fémeas.

5- Embora pequenas variagdes nas respostas tenham sido observadas entre os
sexos dos camundongos parece que os efeitos da LEDT sejam independentes do

Sexo.

Em suma, em um modelo ndo-clinico de dor inflamatéria a poténcia da LEDT
630 nm é fator crucial na obtencdo dos resultados anti-hiperalgésicos observados
em camundongos machos e fémeas, e esse efeito € mediado pelo menos em parte,
pelo envolvimento do R-ETg periférico (queratindcito) na analgesia opioide em
ambos os sexos. Dessa forma, sugerimos uma via analgésica endégena do LEDT
que, ao atingir os queratindcitos, promove a liberacdo de ET-1 que ativa 0 R-ETg
liberando os opioides periféricos. Sendo assim, com esses achados referentes ao
mecanismo de acdo da LEDT, aumentam-se as evidéncias da efetividade dessa
terapia em condi¢cOes dolorosas inflamatdrias iniciais e tardias.

Como perspectivas futuras, pretende-se aprofundar a analise do LEDT
através desse mecanismo periférico de analgesia, explorando a atividade dos canais
de K ativados pelos receptores opioides liberados pela agdo de ETg assim como, a

acao do NO em processos de dor periférica de origem inflamatoria.
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