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A LEDT (do inglés, Light Emitting Diode Therapy) ¢ uma categoria bastante recente da
fototerapia e ha evidéncias que acelera a cicatrizagao de feridas, reduz processos inflamatorios e
dolorosos. No entanto, existem poucos estudos cientificos sobre o mecanismo de a¢do da LEDT
no controle da dor. Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito
antinociceptivo da LEDT em modelos de dor aguda, bem como investigar o possivel mecanismo
adjacente a este efeito em camundongos. Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados
camundongos Swiss fémeas adultos (25 a 35 g) com aproximadamente 2 meses de idade. A LEDT
(890 nm, 390 mW e 20,8 J/cm?) aplicada 20 min. antes dos experimentos promoveu redugdo da
nocicepcao de origem neurogénica (1° fase) e inflamatoria (2* fase) induzida pela injegdo
intraplantar (i.pl.) de formalina e do edema de pata. A LEDT também preveniu a nocicep¢ao
induzida pela injecdo intraperitoneal de acido acético. Ademais, a LEDT preveniu a nocicepgao
induzida pela inje¢ao i.pl. de capsaicina [ativador de receptores de potencial transiente vaniloide-1
(TRPV1)], cinamaldeido [ativador de receptores de potencial transiente anquirina-1 (TRPA1)],
mentol [ativador de receptores de potencial transiente melastatina-8 (TRPMS)], salina acidificada
[ativador de canais iOnicos sensiveis a acido (ASICs)] e de glutamato (ativador de receptores
ionotropicos e/ou metabotropicos glutamatérgicos). Centralmente, a LEDT atuou aumentando a
laténcia ao estimulo nociceptivo no modelo de placa quente. Aliado a este resultado foi
demonstrado que o sistema opidide esta envolvido no mecanismo de acdo da LEDT, uma vez que
seu efeito na dose (390 mW, 20,8 J/cm?.) foi revertido pela naloxona (antagonista de receptores
opioides). Foi demonstrado também o envolvimento do sistema adenosinérgico uma vez que seu
efeito foi revertido pela cafeina (antagonista de receptores adenosinérgicos), DPCPX (antagonista
de receptor Al) e ZM 241385 (antagonista de receptores A2A) e da via L-arginina/oxido nitrico, o
qual o efeito da LEDT foi revertido pela L-arginina (um precursor do 6xido nitrico) e ndo pela D-
arginina (isOmero inativo da L-arginina). Adicionalmente, a LEDT foi capaz de prevenir a
nocicep¢ao induzida pelos ativadores da via PLC/PKC e AMPc/PKA, como o PMA, BK,
forscolina e a PGE2. Também foi demonstrado que o tratamento intratecal com capsaicina (para
dessensibilizagdo das fibras C), alterou a resposta nociceptiva da formalina e que a
dessensibiliza¢do influenciou no efeito antinociceptivo da LEDT. Tomados em conjunto, os
resultados demonstram que o efeito antinociceptivo da LEDT se deve, em parte, pelo
envolvimento do sistema opioide, adenosinérgico, via L-arginia/6xido nitrico e inibi¢do do
sistema glutamatérgico, e de canais TRPA1, TRPV1, TRPMS e ASICs, bem como da inibi¢do da
sinalizagdo dependente da PLC/PKC e/ou AMPc/PKA. Assim, os resultados do presente estudo
suportam que a LEDT possui potencial efeito no controle da dor, bem como a continuidade de
estudos pré-clinicos aprofundados, e sugerem que esta terapia pode ser um complemento util para
o tratamento da dor de diferentes etiologias.

Palavras-chave: LEDT. TRPs. Morfina. Adenosina. Oxido nitrico. Fibras aferentes primarias.
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The LEDT is a fairly recent category of phototherapy and there is evidence that accelerates wound
healing, reduce inflammation and painful. However, there are few scientific studies on the action
mechanisms of LEDT in pain control. In this sense, the present study aimed to evaluate the
antinociceptive effect of LEDT in models of acute pain, as well as to investigate the possible
mechanism adjacent to this effect in mice. For the experiments Swiss adult female mice were used
(25 to 35 g) with about 2 months old. The LEDT applied 20 minutes before the experiments (890
nm, 390 mW, 20.8 J/cm?), promoted reduction of the nociceptive neurogenic (Ind phase) and
inflammatory pain (2nd phase) and paw oedema induced by intraplantar (i.pl.) injection of
formalin. LEDT also prevented nociception induced by intraperitoneal injection of acetic acid.
Furthermore, LEDT (20.8 J/cm?) prevented nociception induced by i.pl. injection of capsaicin
[activator of transient receptor potential vanilloid-1 (TRPV1)], cinnamaldehyde [activator of
transient receptor potential ankyrin-1 (TRPA1)], menthol [activator of transient receptor potential
melastatin-8 (TRPMS)], acidified saline activator of acid sensitive ion channels (ASICs)] and
glutamate (activator of ionotropic and/or metabotropic glutamate receptors). Centrally, LEDT
increased the latency to nociceptive stimulation in the hot plate model. Moreover, the opioid
system is involved in the mechanism of action of LEDT, since its was reversed by naloxone a
nonselective opioid receptor antagonist). It has been demonstrated also the involvement of the
adenosinergic system since its effect was reversed by caffeine (a nonselective adenosine receptor
antagonist), DPCPX (A, receptor antagonist) and ZM 241385 (A, receptor antagonist) and via L-
arginine/nitric oxide, which the LEDT effect was reversed by L-arginine (a precursor of nitric
oxide) and not by D-arginine (inactive isomer of L-arginine). Additionally, LEDT was able to
prevent nociception induced by PLC/PKC and cAMP/PKA pathway activators, PMA, BK,
forskolin and PGE2. Intrathecal treatment with capsaicin (for desensitization of C fibers) changed
the nociceptive response of formalin and the desensitization of Antinociceptive effect influenced
LEDT. Taken together, the results show that the antinociceptive effect of LEDT is due, in part, by
involvement of the opioid system, adenosinergic, L-arginine/NO pathway and inhibition of
glutamatergic system, and TRPV1, TRPA1, TRPMS8 and ASICs channels, as well as the PLC/PKC
and/or cAMP/PKA signaling-dependent inhibition. Thus, the results of this study support that
LEDT has potential effect on pain control, and the continuity of preclinical studies and suggest
that this therapy can be a useful complement to the treatment of pain of different etiologies.

Key words: LED. TRPs. Morphine. Adenosine. Nitric oxide. Afferent C-fibers.
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1 INTRODUCAO

H& décadas, o gerenciamento da dor aguda tem sido debatido na literatura.
Atualmente, o emprego de estratégias analgésicas visa ndo somente o aprimoramento de
escores numeéricos nas avaliacdes clinicas cotidianas, sendo fundamentada em outros aspectos
como a rapida recuperacdo da funcionalidade do paciente e prevencdo das consequéncias
adversas da dor aguda, dentre elas a persisténcia do quadro algico o que caracteriza o estado
debilitante de dor cronica (MACINTYRE; SCHUG, 2009).

Mesmo sabendo que a dor aguda apresenta propdésito bioldgico dtil, servindo como
mecanismo de alerta frente a um estimulo nocivo (ONOFRE et al., 2009) a ativacdo de
nociceptores desencadeia uma ampla resposta patofisioldgica, resultando em processo
inflamatorio local, seguido por mudangas comportamentais (GRICHNIK, 1991; WU; RAJA,
2011). Para interrupcdo dos sinais nociceptivos, varios estudos pré-clinicos tém sido
conduzidos para esclarecer o mecanismo biolégico envolvido na transmissdo do sinal
doloroso. Neste contexto, canais idnicos expressos nas fibras aferentes primarias como TRP e
ASIC (BASBAUM, 2009), bem como a modulacgdo das via descendentes da dor (MILLAN,
2000) tem sido alvo de pesquisas para novas abordagens terapéuticas de acdo analgésica.

Mundialmente, o emprego de agentes farmacoldgicos é a principal conduta para o
tratamento da dor aguda (MOORE, 2009). Contudo ha um crescente interesse em estudos com
terapias coadjuvantes ndo invasivas como os fotobioestimuladores, incluindo o LASER (do
inglés, Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) e LED (do inglés, Light
Emitting Diode), que utilizam a luz de baixa intensidade no espectro vermelho e
infravermelho para a redugédo do quadro algico (ENWEMEKA, 2005).

Os mecanismos de acdo envolvidos nos efeitos analgésicos induzidos pela LEDT
relacionam-se com o metabolismo de substéncias endégenas como endorfinas, 6xido nitrico,
prostaglandinas, bradicinina, acetilcolina e serotonina que modulam a atividade das fibras
aferentes primarias, condutoras da informagéo nociceptiva (REDDY, 2004; VINCK et al.,
2006). Contudo ainda ha poucos estudos que reproduzem estes achados em diferentes
modelos experimentais de dor nociceptiva, o0 que torna o emprego da LEDT fréagil. Portanto, a
compreensdo das respostas celulares fotobioldgicas induzidas pela LEDT necessita ser
discutida a luz dos avangos na ciéncia béasica, para o esclarecimento ou descoberta de

mecanismos responsaveis pela efetividade do tratamento.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Dor — Consideracdes gerais

Desde os primérdios da civilizacdo, de acordo com registros da Pre-historia, e
posteriormente com varios documentos escritos, a dor foi, e continua sendo, uma das grandes
preocupacdes da humanidade. O ser humano procura esclarecer as razdes que justificam a sua
ocorréncia, bem como, desenvolver tratamentos destinados ao seu controle (TEIXEIRA;
OKADA, 2009).

Segundo a IASP (Associacdo Internacional para o Estudo da Dor), a dor pode ser
definida como sendo “uma experiéncia sensorial e emocional desagradéavel, associada a dano
tecidual real ou potencial ou descrita em termos que sugerem tal dano” (LOESER; TREEDE,
2008). Logo, a dor é um sinal vital importante para a deteccdo e diagndstico de inimeras
doengas, bem como para induzir um comportamento de precaugdo e, consequentemente,
limitagdo de danos (MILLAN, 1999; WOOLF, 2000; ALMEIDA et al., 2004). Portanto, ela
tem papel fisioldgico relevante, funcionando como um mecanismo de alerta frente a qualquer
ameaca a integridade do organismo (CHAPMAN; GAVRIN, 1999).

Contudo, é factivel que a exacerbacdo do quadro algico reduz drasticamente a
qualidade de vida do individuo e a persisténcia dos sintomas podem causar reacfes
emocionais negativas tornando-se debilitante e causadora de sofrimento (GRIFFIS et al.,
2006). Assim, a dor contempla um componente emocional relacionado a origem do carater
desagradavel da dor, bem como um componente sensorial denominado nocicepgéo, o qual se
relaciona ao processamento e codificagéo de estimulos nocivos (LOESER; TREEDE, 2008).

Sabendo que a sensacdo dolorosa € influenciada por fatores psicologicos e
fisioldgicos, torna-se necessario a selecdo adequada de instrumentos de avaliagdo da dor. Em
humanos, ambos componentes emocionais e nociceptivos sao passiveis de mensuracao atraves
do uso de questionario e indices. Contudo, em roedores a barreira de comunicacdo acaba
limitando avaliacdo da dor apenas ao componente sensorial, isto é, desconsiderando o0s
aspectos psicologicos que influenciam na percepg¢do final da dor. Porém, nos ultimos anos

novas escalas comportamentais tém permitido a avaliacdo dos aspectos emocionais e
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cognitivos envolvidos no processo de estimulo nocivo (MUNOZ-ABELLAN; ARMARIO;
NADAL, 2010; MALATYNSKA et al., 2012; WANG et al., 2012).

2.1.1 Classificagéo da dor

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

A dor aguda é uma resposta neurofisiolégica normal e previsivel a um estimulo lesivo
de origem mecanica, térmica ou quimica. Geralmente é tempo-limitada e se resolve com a
cessacdo do estimulo nocivo (FISHMAN et al., 2010). A persisténcia do quadro algico além
do periodo esperado de recuperacdo do organismo caracteriza a condi¢do de dor cronica. Na
literatura, considera-se dor crdnica quando o sintoma ultrapassa 3 a 6 meses de duragédo
(LOESER; MELZACK, 1999).

Quanto a origem, a dor pode ser dividida em (1) nociceptiva, quando ha ativacao
direta de nociceptores apos lesdo tecidual (MILLAN, 1999); (2) inflamatéria, sustentada pela
sensibilizacdo dos nociceptores por mediadores inflamatorios; (3) neuropética, originada
como consequéncia direta de uma lesdo ou doenca afetando o sistema somatossensorial
periférico ou central (LOESER; TREEDE, 2008); (4) psicogénica, quando ha prevaléncia de
fatores psicologicos na génese do processo doloroso. Esse tipo dor pode ser observado em
disturbios psicolégicos como depressdo e ansiedade generalizada (MERSKEY, 1986;
FURST, 1999; NAKAMURA et al., 2014).

2.1.2 Dor aguda

Em 1990, um conjunto de CirurgiGes e de Anestesiologistas do Colégio Real, na
Inglaterra, afirmaram que o tratamento da dor pos-operatoria em hospitais Britanicos estava
sendo inadequado e sem avancado significativo. Porem, somente em 1998, foi descrito o
primeiro servico de tratamento da dor aguda visando acelerar a recuperagéo e o processo de
alta, bem como incluir precocemente o individuo no processo de reabilitacdo (ONOFRE et al.,
2009).
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De acordo com o National Center for Health Statistics — EUA, estima-se que
anualmente 80% dos pacientes submetidos a procedimentos cirdrgicos apresentam dor aguda,
causando um grande impacto econdmico para o pais. Em 10-50% dos casos, a dor aguda pode
ser seguida por dor persistente em pacientes submetidos a diferentes tipos de procedimentos
cirargicos (KEHLET et al., 2006), comprometendo ainda mais a qualidade de vida desses
individuos.

Visto isso, hd uma clara necessidade de novos tratamentos ou o aprimoramento das
modalidades analgésicas existentes para assegurar o controle da dor aguda e contribuir para o

bem estar e satisfacdo dos pacientes.

2.1.3 Fisiopatologia da dor

Apds uma lesdo tecidual inicia-se um ciclo de eventos que védo desde a periferia até o0s
centros superiores, com o objetivo de identificar o local da lesdo, discriminar sua origem
(mecénica, térmica ou quimica) e gerar uma resposta fisioldgica frente a agressdo (BESSON e
PERL, 1969).

O primeiro passo na sequéncia dos eventos que originam o fenémeno doloroso é a
transformacédo dos estimulos nocivos em potenciais de acdo (transducdo sensorial) que, das
fibras nervosas periféricas, sdo transferidos para o sistema nervoso central (transmissdo
sensorial) (BESSON e PERL, 1969). O segundo estagio é referente ao processamento
elaborado dessa informacdo nociceptiva, levando a percepcdo consciente da dor (BALDO,
1999).

2.1.3.1 Nociceptores

O processo de transdugdo ocorre a partir do estimulo de estruturas periféricas
especificas para dor, 0os nociceptores. Estes sdo as terminagdes nervosas livres das fibras
aferentes sensoriais de primeira ordem (Figura 1) (FURST, 1999). Eles séo ativados quando o
estimulo é intenso, ultrapassando um alto limiar de ativagdo (BURGESS; PERL, 1967,
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MILLAN, 1999). A funcéo basica dos nociceptores é de transmitir informac6es sobre a lesdo
tecidual ocasionada por estimulos nocivos aos neurdnios de ordem superior (FURST, 1999).

Os nociceptores estdo amplamente distribuidos na pele, vasos, musculos, articulagdes
e visceras (JULIUS; BASBAUM, 2001). Dividem-se em quatro classes: 0s mecanoceptores,
sensiveis a estimulos mecanicos intensos; os termoceptores, sensiveis a estimulos térmicos
(acima de 45°C ou menor que 5°C), os polimodais, sensiveis tanto a estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos (TEIXEIRA; CORREA; PIMENTA, 1994; BESSON, 1999) e os
chamados nociceptores silenciosos (silente ou sleeping) os quais existem em pequena
proporcdao nas fibras aferentes primarias e ndo respondem normalmente a estimulos. No
entanto, quando estimulados por mediadores inflamatorios ou apds a administracdo de agentes
flogisticos (pro-inflamatdrios), estes nociceptores apresentam atividade espontanea ou
tornam-se sensibilizados e assim, passam a responder a estimulos sensoriais mecanicos e
térmicos (JULIUS; BASBAUM, 2001; FEIN, 2011).

Sinais de dor para o tronco
encefilico e encéfalo

(pelos neurdnios de projegio | \!
de segunda ordem). \

Fibras A 0 Corpos celulares |

pouco miclinizadas grandes

Para alvos supra-espinais

Fibras A 8
muito

miclinizadas

Dorsal

Fibras C |
)\ ndo-miclinizadas |

_ Neurdnios de
projegdo da dor |

Sinais de dor para a medula espinal
(pelos neurdnios aferentes primdrios)

(fisiologica)

Figural — Nocicepcéo

Legenda. O desenho esquematico acima mostra uma secgdo transversa da medula espinal incluindo o corno
dorsal da medula espinal e o ganglio da raiz dorsal (DRG). O DRG contém os neurdnios sensoriais pseudo-
unipolares. Os corpos celulares dos neurdnios nociceptivos se localizam no DRG e sdo amplamente classificados
nos tipos: grandes e pequenos. Os estudos de marcacdo imunoistoquimica mostram que as fibras C de conducéo
lenta ¢ as fibras Ad tém corpos celulares de pequeno didmetro, enquanto que as fibras AR com velocidade de
conducdo mais rapida, possuem corpos celulares maiores.

Fonte: Adaptada de Milligan e Watkins (2009).
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2.1.3.2 Canais ionicos

Como explicado anteriormente, subsequente a ocorréncia da transducao sensorial do
estimulo nocivo em potencial de receptor, a resposta deve ser transformada ou codificada em
uma série de potenciais de a¢do para a informacdo ser transmitida a medula espinal.

Os estimulos nociceptivos de origem mecanica, térmica ou quimica podem ativar
canais idnicos especificos presentes nos terminais periféricos de fibras aferentes nociceptivas.

Esta ativacdo gera correntes despolarizantes que, dependendo da intensidade, iniciam
os disparos dos potenciais de acdo por ativacdo destes canais. Estes sdo o0s canais de ions
controlados por voltagem (VGICs) e dentre eles temos os canais de sédio controlados por
voltagem de subunidade alfa (NaV), os canais de calcio controlados por voltagem (CaV) e os
canais de cétions controlados por nucleotideos ciclicos ativados por hiperpolarizacdo (HCN).
Os canais de potassio controlados por voltagem (KV) estdo envolvidos na repolarizacdo da
membrana da célula (FEIN, 2011).

2.1.3.3 Fibras nociceptivas

As fibras nociceptivas por onde trafegam os estimulos de natureza mecanica, térmica
ou quimica que podem ser classificadas de acordo com a modalidade sensorial, diametro e
velocidade de condugdo do potencial de acéo (Figura 2) (FEIN, 2011).

Dessa forma, fibras Aa e AP representam os proprioceptores € receptores mecanicos
de baixo limiar e séo especializadas na conducdo do estimulo mecéanico indcuo, apresentam
velocidade de conducéo répida e sdo particularmente abundantes na derme e epiderme. Por
outro lado, algumas fibras com didmetros menores (Ad e C) sdo terminagdes nervosas livres
periféricas, mostram alto limiar de ativagdo e sdo responsaveis por detectar estimulos nocivos,
ou seja, nocicepgdo. Devido a diferenca na velocidade de conducao entre as fibras Ad e C, o
sinal das fibras Ad chegam a medula espinal antes das fibras C demonstrando que o estimulo
doloroso evoca duas sensacoes de dor sucessivas e possivelmente distintas. Assim, fibras Ad
sdo responsaveis pela deteccdo da dor répida e aguda (“primeira dor”/dor em picada),
enquanto que as fibras C sdo condutoras da dor lenta e difusa (“segunda dor”/dor em

gueimacdo) (MILLAN, 1999). Os nociceptores mecanicos e térmicos possuem fibras do tipo
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Ad enquanto as fibras C conduzem informacdo oriunda de nociceptores polimodais e

silenciosos (FEIN, 2011).

Fibras aferentes primarias Acp
Limiar térmico
@ " s :
D
Mielinizadas =]
o]
Maior didmetro Nenhum =
Propriocepgéo, leve toque =
Ab c
Pouco mielinizadas ) Tempo
Diametro médio ~ 53 °C Tipo |
Nocicepgéao X
(mecanica, térmica, quimica) ~43°C Tipo Il Dor de resposta rapida
©:) Fibras C Dor de resposta lenta
Nao mielinizadas
Menor diametro
Temperaturas inocuas, coceira  ~43°C
Nocicepgao
(mecéanica, térmica, quimica)

Figura 2 — Fibras sensoriais aferentes primarias e suas caracteristicas

lustracdo das fibras sensoriais e os diferentes tipos de estimulos conduzidos pelas fibras aferentes primarias.
Enquanto as fibras mielinizadas e de maior didmetro (fibras Ao e AP) sdo responsaveis pela detecgdo de
estimulos ndo nocivos, as fibras de menor didmetro, pouco ou ndo mielinizadas (fibras Ad e C, respectivamente)
sdo responsaveis pela deteccdo de estimulos nocivos (A). A velocidade de condugdo estd relacionada ao
didmetro da fibra (B), sendo as fibras do tipo Ad responsaveis pela resposta réapida e as fibras do tipo C
responsaveis pela resposta lenta.

Fonte: Adaptado de Julius e Basbaum (2001).

2.1.3.3.1 Vias da transmissao nociceptiva

A partir da transmissdo da informac&o nociceptiva ao neurénio de segunda ordem, esta
ascenderd para multiplas areas supraespinais através de tratos neuronais especificos (vias de
projecdo da dor ou trato anterolateral da medula espinal). As principais vias de conducdo da
dor no sistema nervoso central (SNC) sdo o trato espinotalamico, trato espinorreticular e o
trato espinomesencefalico (espinoparabraquial).

O trato espinotalamico transmite informagdes da medula espinal para o talamo sobre
dor, temperatura, pressao e tato. Cursa lateralmente no tronco encefalico, envia projecdes ao

nucleo ventrobasal do talamo projetando-se para o cortex somatosensorial. E dividido em
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neoespinotalamico e paleoespinotalamico (LOESER et al., 1999; BASBAUM; JESSEL,
2000).

A via neoespinotalamica é a via classica da dor. Transmite a dor rapida, formada por
fibras contiguas as fibras Ad, chega a pontos especificos do talamo e filogeneticamente € a via
mais evoluida. O glutamato é o principal neurotransmissor. A sensacdo dolorosa percebida
por esta via € epicritica, ou seja, é precisa, bem definida, bem localizada, intensificada e
discriminada. Possui poucas estacdes sinapticas e se projeta no nucleo ventral pdstero-lateral
do tadlamo, cujos neurdnios recebem o nome de terciarios (neurénios de terceira ordem), os
quais projetam-se para 0 cortex somatossensorial, onde ocorre o processamento da
informagao nociceptiva (BEAR; CONNORS; PARADISO, 1996; BASBAUM et al., 2009).

A via paleoespinotalamica é a via que transmite a dor lenta, formada por fibras
contiguas as fibras C e possui varias estacdes sinapticas. Nesta via ha envolvimento de
glutamato, substacia P (SP) e peptideo relacionado ao gene da calcitocina (CGRP). A
informac&o é gradativa, prolongada e muito difusa. Uma parte das fibras vai ao tdlamo e deste
ao clrtex somestésico, mas a maioria se dirige a formacao reticular mesencefélica e, a partir
destas areas, a informacdo é enviada para o cortex limbico e frontal, hipotdlamo e nucleos
motores. O sistema limbico é responsavel pela resposta de alerta e fuga e respostas
emocionais desagradaveis ao estimulo doloroso (BEAR; CONNORS; PARADISO, 1996;
LOESER; MELZACK, 1999; BASBAUM; JESSEL, 2000). Esse tipo de dor ndo consegue
ser analisada com precisdo, nem sua localizacdo, intensidade e caracteristicas, uma vez que a
sensacdo dolorosa percebida por esta via é protopatica (primitiva, sem refinamento)
(LOESER et al., 1999; BASBAUM; JESSEL, 2000).

O trato espinorreticular é anatomicamente menos individualizado. Os neur6nios deste
trato se originam da lamina V e sobem no quadrante contralateral conjuntamente com fibras
do trato paleoespinotalamico. Este trato representa um papel importante na sensacéo da dor,
especialmente na dor crénica profunda. Cursa medialmente no tronco encefalico e esta ligado
ao Sistema Reticular Ativador Ascendente (SARA) e a Substancia Cinzenta Periaquedutal
(PAG, sigla em inglés). Envia projecGes difusas para o talamo, cOrtex somestésico e estruturas
do sistema limbico (RUSSO; BROSE, 1998).

O trato espinomesencefalico (espinoparabraquial) é também uma via cruzada que
ascende em associagdo com o trato espinotaldmico, conduzindo informagdo nociceptiva. A
informagdo € transmitida ao cortex insular e cingulado, através da amigdala, contribuindo

para 0 componente emocional da percep¢do da dor (BASBAUM et al., 2009).
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2.1.4 Percepcdo e processamento da dor

O talamo desempenha um papel fundamental na integracdo do impulso doloroso. E
nele que ocorre a percepcdo inconsciente da informacdo dolorosa. Posteriomente, 0s
neurbnios de terceira ordem transmitem impulsos para o cortex somatossensorial e giro do
cingulo. No cértex somatossensorial ocorre 0 processamento que resulta em dor consciente
(FURST, 1999) e no giro do cingulo é processada a qualidade emocional ou afetiva da dor,
enviando impulsos de volta para o cortex somatossensorial. Neste processo originam-se
qualidades mais precisas, como tipo de dor, localizacdo e ansiedade emocional. Dessa
maneira, a informacdo nociceptiva alcanca as areas sensoriais do cortex somestésico, onde
aspectos como qualidade, intensidade, localizacdo e duracdo do estimulo nociceptivo serdo
integrados e componentes afetivos e emocionais serdo interpretados e contextualizados,
levando a percepcao total do estimulo nociceptivo (RUSSO; BROSE, 1998; MILLAN, 1999).

2.2 Mediadores inflamatorios e nocicepgao

Como supracitado, o primeiro passo na sequéncia dos eventos que originam o
fendmeno doloroso é a transformacdo dos estimulos agressivos em estimulos elétricos
(potenciais de acdo) conduzidos por fibras nervosas periféricas até SNC (BESSON; PERL,
1969; BASBAUM et al., 2009). Porém, muitas vezes tal estimulo provoca uma lesdo tecidual
seguida de um processo inflamatorio com consequente hipersensibilidade, onde a estimulacéo
constante dos nociceptores leva a alteragcbes neuroplasticas no SNC e periférico (SNP)
conduzindo a manutencao do estado algico (WOOLF e SALTER, 2000; McMAHON et al.,
2005). Isso ocorre, uma vez que os mediadores gerados nesta atividade inflamatoria ativam
diretamente ou indiretamente os nociceptores sensibilizando-os (diminuindo seu limiar de
ativacdo e/ou aumentando a responsividade dos terminais periféricos, conhecido como
sensibilizagdo periférica) e/ou aumentando a transmissdo sindptica na medula espinal,
sensibilizacdo central), fendmenos estes que s@o 0s principais mecanismos que contribuem
para a génese e manutencdo da dor inflamatdria, muitas vezes acompanhada de hiperalgesia
térmica e mecénica (WANG; WOOLF, 2005; BASBAUM et al., 2009).
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Desta forma, a meta ao investigar a dor, é identificar os mediadores quimicos que sdo
liberados nos tecidos lesionados e responsaveis pela ativagdo direta ou sensibilizacdo dos
nociceptores, 0 que culmina com o quadro de hiperalgesia, assim como eleger novas
substancias/moléculas que sejam capazes em inibir sua sintese, liberacdo ou ligacdo em seus

receptores.

2.2.1 Sensibilizacdo periférica

Apbs a lesdo tecidual, o processo inflamatério se inicia com alteracdes no fluxo
sanguineo e na permeabilidade vascular, ativacdo e migracao de células imunes e alteracdes
na liberacdo de fatores troficos e fatores de crescimento (DRAY, 1995). Além disso, hd um
acumulo de fatores enddgenos liberados a partir de nociceptores ativados ou de células
ndo-neuronais que residem ou se infiltram na area lesionada (como mastocitos, basofilos,
plaquetas, macrdfagos, neutréfilos, células endoteliais, queratindcitos e fibroblastos).
Coletivamente, estes fatores endogenos sao chamados de “sopa inflamatéria” e representam
uma ampla ordem de moléculas sinalizadoras, que incluem neurotransmissores excitatorios
(glutamato), neuropeptidios (SP, CGRP e galanina), eicosanoides (prostaglandinas (PGE2),
prostaciclinas (PGI12), tromboxanos e leucotrienos), aminas (serotonina, histamina), cininas
(bradicinina), purinas (ATP), proteases (serina-triptase, tripsina, trombina), neurotrofinas
(fator de crescimento neuronal (NGF, do inglés, nerve growth factor), éxido nitrico (NO, do
inglés, nitric oxide), citocinas (interleucina 1B (IL-1p), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), quimocinas (fractalquina), bem como proétons extracelulares (MILLAN,
1999; JULIUS; BASBAUM, 2001; GRIFFIS; COMPTON; DOERING, 2006; BASBAUM
et al., 2009).

Os neurdnios nociceptivos, por sua vez, expressam receptores para cada uma dessas
substancias pro-inflamatdrias/pro-algicas, sendo que essas interacbes aumentam a
excitabilidade das fibras nervosas, levando a intensificacdo da sensibilidade mecénica e
térmica, caracterizada pelos quadros de hiperalgesia e alodinia, coletivamente referidos como
hipersensibilidade (DRAY, 1995; McMAHON et al., 2008; BASBAUM et al., 2009). Alguns
exemplos de receptores, presentes nas fibras sensoriais primarias, capazes de interagir com 0s
mediadores inflamatérios incluem canais i6nicos de potencial transitorio (TRPs, do inglés

transiente receptor potential) e canais idnicos sensiveis a acido (ASICs), ambos ionotropicos
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(controlados por ligantes), receptores GPCRs, (do inglés, G protein-coupled receptor) e TrK
(do inglés, tropomyosin-related kinase) , ambos metabotrépicos (JULIUS; BASBAUM, 2001;
BASBAUM et al., 2009).

Dentre os receptores sdo admitidos algumas particularidades. Por exemplo, a
modulacdo de canais ibnicos pode ocorrer de maneira direta, quando o mediador inflamatorio,
tal como protons extracelulares, liga-se direto aos receptores ASICs e TRPV1; ou indireta
guando uma cascata de sinalizacdo intracelular necessariamente € iniciada para o0 mesmo fim.
Um exemplo classico deste tipo de modulacéo € a bradicinina, cuja ligacdo ao receptor B2
induz a ativagéo da via da fosfolipase C (PLC), que por sua vez pode induzir a ativacao da via
adenilato ciclase/AMPc e dos alvos downstream como as proteinas cinases PKC e a PKA.
Estas sdo capazes de levar a ativacdo de canais TRPV1 e TRPAL, envolvidos na
hipersensibilidade mecanica e térmica (WANG et al., 2008; BASBAUM et al., 2009). Vale
ressaltar que mediadores como a PGE2 e histamina produzem hiperalgesia mecénica por meio
de ativagdo da cascata AMPCc/PKA, enquanto outros mediadores, como por exemplo a
adrenalina, endotelinas e a bradicinina, parecem envolver a ativacdo da PKC para o
desenvolvimento da hiperalgesia (KHASAR et al., 1999; ALEY et al.,, 2001; LEVY e
STRASSMAN, 2002; SACHS et al., 2009).

Uma vez fosforilada, as proteinas cinases ativam sitios especificos em proteinas-alvo,
levando a mudancas transcricionais ou poés-translacionais, responsaveis por inumeras
respostas fisioldgicas, incluindo a percepcdo da dor (YAJIMA et al., 2003). Estudos tém
mostrado que na via AMPc/PKA, ao menos trés eventos modulatérios de canais i6nicos
voltagem-dependentes potencializam a excitabilidade dos nociceptores, a citar: a (1)
amplificacdo das correntes de Na* em canais resistentes a tetrodotoxina, expressos em uma
subpopulacdo de fibras sensoriais de pequeno diametro; (2) supressdo das correntes
retificadoras sustentadas de K*, ( possivelmente responsaveis pela modulagdo do limiar de
disparo); e (3) aumento das correntes de cation ativadas por hiperpolarizacdo, relacionadas,
presumivelmente, com a facilitacdo do disparo repetitivo (LEVY; STRASSMAN, 2002).
Além disso, o recrutamento de receptores silente insensiveis a estimulos mecanicos
contribuem para a diminuicdo do limiar de ativacdo das fibras aferentes, levando a
hiperalgesia e a alodinia (CUNHA et al., 1999; LEVY; STRASSMAN, 2002).

Ha de se considerar, que os mecanismos envolvidos na sensibilizacdo dos nociceptores
sdo complexos e muitas vezes inter-relacionados, de modo que a ativacdo de PKA pode
aparecer como um fendmeno prévio a ativacdo de PKC, ou vice-versa (OTUKI et al., 2005;

PINTO et al., 2008). Contudo, a ativacdo das vias PKA e PKC néo séo as unicas moduladoras
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da sensibilidade nociceptiva. Estudos tém mostrado que as proteinas cinases ativadas por
mitégenos (MAPK), em especial as cinases reguladas por sinal extracelular 1 e 2 (ERK 1/2)
(LEVY e STRASSMAN, 2002; VILLARREAL et al., 2009) tem papel relevante na inducéo
da hipersensibilidade por meios independentes da ativacdo de PKA ou PKC. Desta forma,
sabe-se que essas vias de sinalizacdo estdo envolvidas no aumento da excitabilidade dos
nociceptores, embora 0s mecanismos exatos desta acdo ndo sejam totalmente esclarecidos
(ALEY etal., 2001; WANG et al., 2008; VILLARREAL et al., 2009).

Conforme descrito anteriormente, as fibras aferentes primarias detectam os estimulos
nociceptivos e 0s transmitem ao sistema nervoso na forma de corrente elétrica. Para tanto, os
terminais nociceptivos expressam uma variedade de receptores e canais idnicos, que uma vez
ativados por um dano tecidual iniciam a transmissdo do impulso nervoso (AKOPIAN, 2011).
Dentre os tipos de transdutores da informacdo sensorial, os membros da familia de receptores
de potencial transitorio (TRPs) tém sido amplamente estudados pelos seus efeitos sobre a

funcdo celular e vias de sinalizagdo modulatéria da dor (BASBAUM et al., 2009).
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Figura 3 — Canais, receptores e mecanismos de transducdo de terminacdes aferentes
nociceptivas

Destaque para canais TRPAL: podem ser ativados diretamente pelo cinamaldeido, 4-HNE, e frio nocivo e
TRPV1: podem ser ativados diretamente pela capsaicina, prétons (que também ativam canais ASIC) e calor
nocivo. Indiretamente podem ser ativados por mediadores inflamatérios, como a bradicinina, que ao se ligar em
receptores B, ativam a via PLC/PKC sensibilizando canais TRPAL e TRPV1. A PGE,, ao ligar-se em receptores
EP1 também ativa a via PLC/PKC (ndo mostrada na figura), enquanto ao ligar-se aos receptores EP2/EP4 ativa a
via AMPc/PKA, ativando canais NaV e sensibilizando TRPA1 e TRPV1 (ndo mostrado na figura). A ativacéo
dos canais TRPAL ou TRPV1 (qualquer que seja a via) leva a uma abertura do canal permitindo o influxo de
fons (especialmente Ca?* e Na', ndo mostrados na figura) gerando ondas despolarizantes com consequente
excitacdo neuronal.

Fonte: Adaptado de Rang et al., (2011).
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2.3 O papel dos receptores de potencial transitorio — TRPs

Os TRPs compreendem uma superfamilia de canais idnicos permeaveis a cations,
recebendo destaque por apresentarem uma diversidade na seletividade ionica, nos modos de
ativagdo e nas fungdes fisioldgicas (MONTELL, 2005). S&o divididos em seis subfamilias, de
acordo com a homologia da sequéncia de proteinas: TRPC (candnico), TRPV (vaniloide),
TRPM (melastatina), TRPA (anquirina), TRPP (policistina) e TRPML (mucolipina). Em sua
estrutura geral, os canais TRPs possuem seis dominios transmembrana, e tanto o terminal
amino quanto o terminal carboxila séo intracelulares (MORAN et al., 2011).

Vaérios canais TRPs sdo ativados diretamente por substancias naturais, e 0s canais das
subfamilias vaniloide (em especial TRPV1, TRPV2, TRPV3 e TRPV4), melastatina (em
especial TRPM8) e anquirina (TRPA1) sdo sensiveis a estimulos térmicos, sendo
denominados de termoreceptores ou termo-TRPs. Assim, os canais TRPV1 e TRPV2 séo
ativados por calor nocivo (na faixa de 43°C e 52°C, respectivamente), enquanto TRPV3 e
TRPV4 respondem ao calor ndo nocivo (de 34 -38°C e de 27°C -34°C, respectivamente). Por
outro lado, os canias TRPM8 sdo sensibilizados em temperaturas média de 23 a 26°C
(CALIXTO et al., 2005; MONTELL, 2005; CORTRIGHT et al., 2007). Enquanto os canais
TRPAL1 estdo associados a percepcdo do frio, sendo ativado por temperatura inferior a 17°C.
Além disso, substancias naturais como cinamaldeido (extraido da canela), por produtos do
estresse oxidativo como perédxido de hidrogénio bem como por forga mecéanica sdo capazes de
sensibilizar esses canais (MORAN et al., 2011; PREMKUMAR e ABOQJ, 2012).

Ja se sabe que ambos TRPV1 e TRPAL agem como moduladores importantes na
transducdo e na sensibilizacdo em neurbnios somatosensoriais aferentes primarios. A
expressao desses canais nos neurbnios sensoriais que se projetam ao corno dorsal da medula
espinal (CDME), sugere seu potencial envolvimento na modulacdo da liberacéo sinaptica de
neurotransmissores (CORTRIGHT et al., 2007) e os tornam capazes de iniciar o impulso
nervoso sensorial apds a deteccdo de estimulos quimicos, mecanicos e térmicos (STUCKY
et al., 2009; MORAN et al., 2011). Vale ressaltar que uma possivel interacdo funcional entre
o0s receptores TRPAL e TRPV1 parece existir, uma vez que ambos S0 expressos na maioria
das fibras aferentes A e C (STORY et al., 2003; ANDRADE et al., 2006). Logo, em estado
inflamatorio ocorre & ativacdo de canais TRPAL e sensibilizacdo de canais TRPV1
(CORTRIGHT et al., 2007; AKOPIAN, 2011), ampliando o quadro de hipersensibilidade

mecanica e térmica ao frio, bem como hipersensibilidade térmica ao calor no processo
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inflamatorio (AKOPIAN, 2011). A Figura 4 ilustra os principais termo-TRPs envolvidos na

nocicepcao, bem como seus potenciais ativadores.
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Figura 4 — Principais termo-TRPs envolvidos na transmissdo nociceptiva e seus
principais ativadores

Multipla expressdo de TRPs nos neur6nios sensoriais e seus principais ativadores. Membros da subfamilia TRPV
respondem a estimulos térmicos, sendo TRPV1 e TRPV2 responsivos ao calor nocivo, enquanto TRPAL e
TRPMB8 respondem a estimulos frios. TRPV1 e TRPAL sdo também ativados por substancias quimicas (por
exemplo, capsaicina e cinamaldeido, respectivamente) e por alteragcdes no pH.

Fonte: Adaptado de Moran et al., (2011).

2.4 Controle da dor: Vias descendentes analgésicas

Além das grandes vias ascendentes apresentadas anteriormente, ha vias descendentes
bem desenvolvidas que visam suprimir as aferéncias nociceptivas. A modulacéo (facilitacdo
ou inibicdo) da dor existe na forma de um circuito modulatério, com aferéncias em multiplas
areas, incluindo o hipotadlamo, a amigdala, o cértex cingulado anterior rostral (rACC), se
dirige para a regido da substancia cinzenta periaquedutal (PAG), e com eferéncias da PAG

para 0 bulbo. Os neurdnios que se localizam no ndcleo magno da rafe e no ndcleo reticular
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gigantocelular, que estdo incluidos no bulbo ventromedial rostral (RVM), se projetam para a
medula espinal (corno dorsal) para, direta ou indiretamente, aumentar ou diminuir o trafego
nociceptivo, modificando a experiéncia da dor (FIELDS; BASBAUM; HEINRICHER, 2005;
OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010).

O mecanismo descendente pode modular a nocicep¢do por interacdo com VAarios
elementos neuronais no corno dorsal: (1) os proprios terminais das fibras aferentes primarias,
(2) neurdnios de projecdo, (3) interneurdnios excitatorios ou inibitorios e (4) terminais de
outras vias descendentes. Os mecanismos que medeiam o controle descendente inibitorio
atenuam a liberacdo de mediadores pré-nociceptivos (acBes pré-sindpticas) e, direta ou
indiretamente (via interneur6nios inibitorios), suprimem a excitacdo dos neurdnios de
projecao (acdes pos-sinapticas) (MILLAN, 1999; MILLAN, 2002).

Os principais moduladores no controle descendente da dor sdo o0s sistemas
opioidérgico, monoaminérgico GABAGérgico, adenosinérgico, além dos canabinoides
endogenos (MILLAN, 2002; BASBAUM et al., 2009). Todavia, os efeitos do sistema
modulatorio descendente sobre o processo nociceptivo no corno dorsal da medula espinal é
bastante complexo (BENARROCH, 2008), uma vez que, por exemplo, a noradrenalina,
serotonina e dopamina podem exercer pap€is duais na nocicep¢do, dependendo do tipo de
receptor envolvido, do sitio (local) de acdo no corno dorsal e/ou do cross talk (comunicacdo
cruzada) entre a sinalizacdo neuroquimica local e as vias descendentes, incluindo opioides
enddgenos e adenosina (MILLAN, 2002; PERTOVAARA, 2006).

2.4.1 Sistema Opioide

Os receptores opioides possuem uma distribuicdo seletiva, localizados em grande
quantidade nas estruturas cerebrais que compde o sistema limbico (tdlamo, hipotalamo,
amigdala, hipocampo), substancia periaquedutal, bem como laminas I, Il, IV do corno dorsal
da medula espinal e SNP (HARLAN; ELISABETH, 2002). Os receptores opioides sao
observados em areas correlacionadas com percepcao da dor (laminas I, 11 e V), modulacdo do
comportamento afetivo (amigdala, hipocampo, locus coeruleus e cortex) e a regulagdo do
sistema nervoso auténomo e fungdes neurodegenerativas (bulbo e hipotdlamo) (ARVIDSSON
et al., 1995a,b). Estudos mostram que o efeito analgésico dos opioides é devido a sua

propriedade em inibir, de maneira direta, a transmissao ascendente das informacdes
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nociceptivas provenientes do corno dorsal da medula espinal e ativar os circuitos de controle
da dor que descendem do mesencéfalo pelo bulbo ventromedial rostral e chegam ao corno
dorsal da medula espinal (STEIN, 1994). Assim, os peptideos opioides e seus receptores sdo
encontrados em todos esses circuitos descendentes da dor (GUTSTEIN et al., 1998).

Os tipos de receptores opioides sdo mi (i), kappa (x) e delta (). Eles diferem entre si
por diferentes afinidades aos ligantes opioides enddgenos e também as drogas opioides
exogenas. Os principais ligantes opioides sdo: encefalina, seletiva para receptores tipo delta;
dinorfina, seletiva para receptores tipo kappa; e endorfina a qual possui alta afinidade para
receptores tipo delta e mi e baixa afinidade para receptores tipo kappa (LORD et al., 1977).
Todos eles sdo acoplados a proteina G e inibem a adenilato ciclase, reduzindo assim o
conteddo intracelular de AMPc (DHAWAN et al., 1996). As encefalinas, por exemplo, que
estdo presentes nos interneurdnios da substancia gelatinosa da medula espinal, apresentam
efeitos antinociceptivos que parecem ser ativados pelas agdes pré e pos-sinépticas por inibir a
liberacdo de substancia P e diminuir a atividade das células que se projetam da medula espinal
para os centros mais altos do SNC (HOFFMAN; TAYLOR, 2003).

Cortex

Mesencéfalo

Medula

Medula
espinal

Figura 5 — Sistema de controle descendente da dor e sitios de acdo dos opioides

A Substancia cinzenta periaquedutal (PAG) recebe estimulos dos centros superiores e € o principal centro de
débito do sistema limbico. Ela se projeta para o bulbo rostroventral (RMV) e deste, as fibras inibitérias se
projetam para o corno dorsal da medula espinal. As areas sombreadas indicam as regifes que expressam 0S
receptores opioides p. Cl (cortex insular), A (amigdala), H (hipotalamo).

Fonte: Adaptado de Rang et al., (2011).
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2.4.2 Sistema Adenosinérgico

A adenosina € um nucleosideo derivado do ATP, formado a partir do AMP pela acao
da enzima 5-nucleotidase (SAWYNOK, 1998; SAWYNOK e LIU, 2003). Trata-se de uma
molécula com a¢do neuromoduladora e esta envolvida em muitas fungdes fisiol6gicas no SNC
e no SNP (RIBEIRO; SEBASTIAO, 2002). Entre as funcbes que a adenosina exerce estio as
de regulacdo do sono, a ansiedade, memoria, cognicdo e da dor. A regulacdo dos niveis
enddgenos de adenosina se da através da sua producdo, do seu metabolismo e transporte
(DUNWIDDIE; MASINO, 2001; RIBEIRO; SEBASTIAO, 2010).

Estudos pré-clinicos tém mostrado que a adenosina e seus analogos produzem agdes
antinociceptivas na dor nociceptiva e inflamatéria. Em modelos de lesdo nervosa periférica, a
adenosina é capaz de prevenir/reverter & dor neuropdtica (BASTIA et al., 2002;
NASCIMENTO et al., 2010). Corroborando com estes resultados, estudos clinicos mostraram
gue em pacientes com dor neuropatica, a administracdo de adenosina reduziu a dor
espontanea, a alodinia tatil e térmica, bem como a hiperalgesia térmica (QU; COONEY et al.,
1997; LYNCH; CLARK et al., 2003). Outro estudo interessante demonstrou que pacientes
com dor neuropética apresentavam niveis sanguineos reduzidos de adenosina. Alem disso, a
infusdo intravenosa de adenosina durante cirurgia toracica reduziu a dor pds-operatéria
(GUIEU; COURAUD et al., 1996; GUIEU; et al., 2015).

Existem quatro subtipos conhecidos de receptores de adenosina (ARs) denominados
de A1, Axa, Ags € A3, todos sdo acoplados a proteinas G. Esta classificacdo e nomenclatura
sdo baseadas nas caracteristicas bioquimicas, moleculares e farmacoldgicas destes receptores.
(JACOBSON; GAO, 2006; FREDHOLM, 2014).

Os receptores para adenosina estdo altamente implicados na modulagéo da nocicepcao,
principalmente os Al e A2A (SAWYNOK, 2007). O receptor Al é o principal responsavel
por induzir analgesia (FREDHOLM et al., 2014; SAWYNOK e LIU, 2003). Esta bem
estabelecido que o Al é amplamente distribuido na medula espinal dorsal, principalmente na
lamina Il (substancia gelatinosa), bem como no corpo celular de neurénios aferentes primarios
(HORIUCHI; OGATA et al., 2010; LIMA; SOUZA et al., 2010).

Tem sido descrito na literatura que a ativagao dos receptores Al implica no controle
da dor aguda (NASCIMENTO; FIGUEREDO et al., 2010; SONG; HAHM et al., 2011).
Provavelmente, estes efeitos sdo causados pela estimulacdo de receptores supraespinhais,

espinhais e periféricos. Ainda, Lima, Souza et al., 2010 mostraram que os efeitos
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antinociceptivos mediados pelos receptores Al relacionam-se com a via de sinalizacédo
intracelular dependente do NO/cGMP. A predominancia de receptores Al nas diferentes
fibras aferentes também foi demostrada, quando apo6s a lesdo nervosa periférica, 0 uso de
agonistas Al reduziu a hiperalgesia térmica, mas ndao a mecanica (CAIRNS, 2009). Este
achado permitiu concluir que as fibras tipo C conservam grande parte dos receptores Al,
quando comparado as fibras do tipo A, responsaveis pela conducdo do estimulo mecénico.

O receptor A2A, acoplado a proteina Gs (na sua maioria) ou a proteina Golf
(principalmente no estriado), também é encontrado no SNC e periférico, mas sobretudo, no
nacleo acumbens, putamen, timo, musculo liso vascular, endotélio, plaquetas e neurdnios
sensoriais primarios (CARRUTHERS et al. 2001; LAZARUS, 2011). O principal evento
intracelular apds a ativacdo do receptor A2A é a estimulacdo da adenilato ciclase e
consequente aumento da producdo de AMPc, o qual pode induzir a ativacdo da PKA, que se
torna capaz de ativar PKC, canais de Ca*?, canais de K*, elemento responsivo ligador de
AMPc (CREB), MAPK, fosfolipase C entre outros (BURNSTOCK, 2011; CUNHA, et al.,
2008). No entanto, alguns autores demonstraram que o A2A ativado reduz a nocicepcao em
varios modelos animais (BY et al., 2011; NASCIEMNTO, 2010; YOON et al., 2005).

adenosine

Figura 6 — Fontes de adenosia nos botbdes sinapticos — low frequency — acute stress

Representacdo esquematica da capacidade do metabolismo da adenosina e ATP para determinar qual efeito
mediado por receptores de adenosina extracelular. Assim, em freqliéncias mais baixas da estimulagdo, ha uma
menor liberacdo de ATP, que formara quantidades baixas de adenosina, permitindo que os transportadores de
nucleosideos de contribuir para o acimulo de adenosina extracelular, favorecendo a ativacéo dos receptores Al.
Em freqiiéncias mais altas de estimulo, a liberacdo de ATP é desproporcionalmente maior, 0s niveis
extracelulares de adenosina serdo essencialmente derivados ATP (apds seu catabolismo por ecto-nucleotidases),
levando a uma ativacéo preferencial de receptores A2A (ndo mostrado na figura), que estdo nas proximidades do
ecto-5’-nucleotidase. ADO, adenosina; AK, quinase de adenosina; NT, neurotransmissor (no caso, glutamato);
NTDPase, DROGE capaz de converter ATP ou ADP em AMP; 5° -N, ecto-5" - nucleotidase; T, transportadores
equilibrative de nucleosideo.

Fonte: Cunha (2005).
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2.5 Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) é formado a partir de L-arginina pela acdo de formas neuronais e
ndo neuronais da NO sintase [NNOS (neuronal); eNOS (endotelial) ou iNOS (induzivel)]
(ESPLUGUES, 2002). Trata-se de uma molécula de sinalizacdo central que desempenha um
papel importante em estados agudos e cronicos de dor, a nivel central e periférico. O NO e as
suas enzimas associadas estdo envolvidos em muitos processos fisioldgicos e patofisiologicos
(OLSON; VAN DER VLIET, 2011).

Em vertebrados superiores, o NO tem um papel fundamental na manutencdo da
homeostase da musculatura lisa (especialmente no musculo liso vascular) e dos neurdnios do
trato gastrointestinal. Além disso, 0 NO esté intimamente envolvido na regulacéo da digestéo,
vigilia, funcdo sexual, percepcao da dor e prazer, recuperacao da memoria e do sono (HIRST;
ROBSON, 2011). Ja o envolvimento do NO na modulacdo da nocicepcdo é complexo. Varios
estudos demonstram que o NO pode promover efeitos tanto pré quanto antinociceptivos
dependendo do tipo e da fase do processo nociceptivo e também do tipo de estimulo utilizado
(de origem mecanica ou térmica). Além disso, doadores ou inibidores de NO, dependendo da
dose, podem causar nocicepcdo ou antinocicep¢do (CURY et al., 2011). Este duplo efeito
ocorre a nivel central e/ou periférico e muitos estudos foram realizados a fim de entender sua
funcéo dual.

Tem-se observado que dependendo do local de ativagéo, a via L-arginina/NO/cGMP
poderia induzir efeitos opostos, isto €, nocicepcdo, ou antinocicepcdo. Em ratos, a
administracdo intraplantar de farmacos capazes de ativar esta via, por exemplo, induz
fendmenos nociceptivos, ao passo que a inje¢cdo subcutanea resulta em antinocicepgdo. Estes
achados sugerem a existéncia de diferentes subconjuntos de neurénios sensoriais nociceptivos
primarios por meio dos quais 0 NO desempenha papéis opostos (VIVANCOS; PARADA,
FERREIRA, 2003). Em geral se observa que tanto o excesso quanto a deficiéncia de NO
parecem estar implicados em quadros de dor e inflamacdo (MICLESCU; GORDH, 2009),
entretanto, na periferia, em diferentes abordagens experimentais, esta molécula é um
mediador-chave de fenbmenos nociceptivos (SCHMIDTKO; TEGEDER; GEISSLINGER,
2009). Neste sentido, foi demonstrado recentemente que o pré-tratamento com L-
NGNitroarginina Metil Ester (L-NAME, um inibidor n&o seletivo de NOS) atenua
significativamente a hiperalgesia térmica no modelo de inflamacdo da pata induzida pelo

adjuvante completo de Freund (CFA) em camundongos (CHEN et al., 2010).



34

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

2.6 Fototerapia

O emprego terapéutico da luz, conhecido como fototerapia, tem sido explorado ha
mais de mil anos no Egito antigo, india e China, para o tratamento de afec¢des cutineas sob a
luz solar (BAROLET, 2008). Em 1903, o dermatologista e pesquisador dinamarqués Nils
Finsen ganhou o Prémio Nobel de Medicina, utilizando doses concentradas de radiacdo UV
(ultravioleta) para o tratamento do Lupus vulgaris.

Na década de 60, as suspeitas sobre o possivel potencial cancerigeno do LASER foram
descartadas dando lugar a consolidacdo do efeito bioestimulador da fototerapia, uma vez que
emissdo luminosa constante promoveu o crescimento do pelo de camundongos (MESTER,;
SZENDE; GARTNER, 1968). Tal fato estimulou outras pesquisas que culminaram na
confirmacdo da eficicia da luz vermelha na cicatrizacdo de feridas (BAROLET, 2008).
Atualmente, a fototerapia é amplamente difundida, sendo um recurso utilizado na fisioterapia
para fins estéticos, cicatriciais e para reducdo da dor. (MELIS; DI GIOSIA; ZAWAWI, 2012).

Primeiramente os efeitos biologicos da fototerapia foram explicados pela propriedade
de coeréncia (comprimentos de onda em fase), (Figura 7) da luz emitida pelos LASERs
(MESTER; MESTER; MESTER, 1985).

Entretanto, novos estudos indicaram que a coeréncia ndo desempenha um papel
essencial no efeito bioldgico, pois tanto a luz coerente como a ndo-coerente, clinicamente,
apresentam a mesma eficacia (KARU, 1987; PONTINEN; AALTOKALLIO; KOLARI,
1996) e quase que imediatamente apds a transmissdo da luz, a coeréncia na pele deixa de
existir, basicamente devido a refracdo tecidual, caracteristica dessa luz (AGNE, 2009;
LOBKO; KARU; LETOKHOV, 1985; BASFORD, 1995; NUSSBAUM, 2003). Os diodos de

LASER e LEDs diferem em alguns pontos importantes além da caracteristica da coeréncia da
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emissdo da luz (Figura 7). LASERs sdo monocromaticos (Unico comprimento de onda),
colimados (ndo-divergente) e coerentes, LEDs emitem luz quase monocromatica, nao
colimada e ndo-coerente, em uma banda espectral muito estreita, entre 5 e 30 nm de largura,
com picos de emissdo que se ajustam precisamente aos picos de absorcdo dos cromoforos
enddgenos quando o comprimento de onda e a dose sdo corretamente selecionados (COSTA,
CORRAL-BAQUES; AMAT, 2007). Assim, pode-se dizer que estas pesquisas
impulsionaram a expansdo da fototerapia com fontes emissoras de luz ndo coerentes como 0s

diodos emissores de luz - LEDs.
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Figura 7 — Aspectos fisicos da luz irradiada por LASERs e LEDs.

(A-B) Diferentes comprimentos de onda: Comprimento de onda é a distincia entre duas cristas de onda
consecutivas. (C) Radiacdo coerente: Na Radiacdo coerente as ondas dos fétons que compfem o feixe de luz
estdo em fase, ocorre com a radiacdo LASER. (D) Radia¢do ndo coerente: na radiacdo ndo-coerente as ondas dos
fétons que compdem o feixe de luz ndo se encontram em fase, caracteristica da radiagdo LED. (E) Radiacéo
colimada: Radiacdo que se propaga com feixe de ondas praticamente paralelas, ocorre com a irradiacdo LASER.
(F) Radiacao divergente: Radiacdo que se propaga com feixe de ondas desalinhadas, caracteristica da Radiacéo
LED.

Fonte: Adaptado de Baxter (2003).

2.6.1 Terapia por diodo emissor de luz (LEDT)

A LEDT ¢ um tipo de fototerapia que utiliza como fonte de radiacdo os LEDs
(VINCK et al., 2005). LEDs séo diodos semicondutores (juncdo P-N) que quando energizados
emitem luz (SCHUBERT, 2006) (Figura 8). Além disso, os LEDs convertem a energia da
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corrente elétrica em um espectro luminoso estreito ndo-coerente e ndo fornecem energia
suficiente para causar danos teciduais, sendo aprovado pela FDA norte-americana (Food and
Drug Administration) para uso em humanos.

Inicialmente as pesquisas sobre LEDT foram impulsionadas pelo interesse da NASA
(do inglés, National Aeronautics and Space Administration) em estimular o crescimento de
plantas em estacfes espaciais. Anos depois, 0s avancos cientificos permitiram nortear o
emprego do LEDT para cicatrizacdo de tecidos e tratamento de lesdes de tecidos moles
(VINCK et al., 2005), tratamento do cancer de pele (BAROLET, 2008) e mais recentemente o
tratamento da dor e condicOes inflamatérias (ABRAMOVITS; ARRAZOLA; GUPTA, 2005).
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Figura 8 — LED e Jungéo P-N.

(A) LED; (B) Jungdo P-N: caracterizada pela jungdo de um semicondutor do tipo P (com cargas elétricas
positivas) e de um semicondutor tipo N (com cargas elétricas negativas). A aplicagdo de tenséo suficiente induz
recombinagfes entre lacunas (P) e elétrons (N). Em cada recombinagdo um quantum de energia eletromagnética
é liberado sob a forma de um féton de luz.

Fonte: Adaptado de Schubert (2006).

A LEDT ¢é realizada na faixa de 600-1200 nm do espectro vermelho e infravermelho,
considerada uma “janela terapéutica” (NIEMZ, 2007; BAROLET, 2008) (Figura 9), podendo
estimular a proliferacdo de fibroblastos, a sintese de colageno, promover angiogénese,
estimular macréfagos e linfocitos por melhorar o metabolismo energético no interior da
mitocondria, além de promover a producdo de fatores de crescimento (EELLS et al., 2004;
DESMET et al., 2006). Sugere-se ainda, que na faixa espectral de 600-1200 nm, a LEDT

altera a expressédo de genes envolvidos na cicatrizagdo de tecidos e reduz a transmissao
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dolorosa (EELLS et al., 2004). Mais especificamente, o efeito analgésico da LEDT foi
mostrado em estudos com pacientes com dor cronica severa de etiologias diversas (COSTA
etal., 2008), com dor muscular induzida (VINCK et al., 2006), em casos de neuropatia
periférica diabética (SWISLOCKI et al., 2010), no tratamento da hipersensibilidade dentaria
(LIZARELLI et al., 2010), mucosite oral e dor bucal (WHELAN et al., 2002; RIMULO et al.,
2011; HODGSON et al., 2012). Em estudos com animais, a LEDT reduziu a mucosite
induzida pela quimioterapia em hamsters (SACONO et al., 2008).

A LEDT com comprimento de onda de 625 a 940 nm, também produz efeitos
importantes atividades biolégicas, como sintese de ATP, reducdo de edema e migracdo de
células inflamatérias, diminuicdo da producdo de citocinas e mediadores inflamatérios
(CORAZZA etal., 2007; SERAFIM et al., 2012).
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Figura 9 — Profundidade de penetracdo na pele para diferentes comprimentos de onda
(»).

Estudos indicam que a radiacdo vermelha e infravermelha penetra nos tecidos bioldégicos com menor perda,
atingindo estruturas mais profundas, fato que delimita uma importante “janela terapéutica”, entre cerca de 600

nm e 1000 nm.
Fonte: Adaptado de Barolet (2008).
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Estudos demonstraram que a incidéncia da luz de LEDs no espectro visivel (vermelho)
sobre o tecido estimula a liberacdo de substancias vasodilatadoras, como histamina e 6xido
nitrico, facilitando a drenagem da area inflamada, bem como a ativacéo da enzima superdxido
dismutase, que controla a acdo dos superoxidos, estabiliza o pH, diminui a adesdo plaquetaria
e estimula a microcirculacdo (ASSIS et al., 2012; ANDRADE-NADUR et al., 2014). A
estabilizacdo do meio extracelular induzida pela radiagdo da luz contribui para a
permeabilidade da membrana celular, proporcionando ao tecido lesionado condices de
autorregeneracao, acelerando etapas da inflamacdo e minimizando o uso de medicamentos
(ERDLE et al., 2008; LIM et al., 2007; TRELLES; ALLONES, 2006). Do mesmo modo, a
inibicdo da sintese de prostaglandinas E2 (PGE2) e a hipoatividade da enzima ciclooxigenase
(COX), reforcando, assim o potencial anti-inflamatério da LEDT (WONG-RILEY, 2005;
MORAIS, 2010).

Foi demonstrado que a LEDT apresenta atividades anti-inflamatdrias no tratamento
clinico de acnes (GOLDBERG; RUSSELL, 2006; FIORIO et al., 2011; WHEELAND;
DHAWAN, 2011; KWON et al., 2012), sendo amplamente utilizada em dermatologia para tal
fim. Além disso, o tratamento com a LEDT foi eficaz em modelos experimentais de
periodontite (CHANG et al., 2012; FONSECA et al., 2013), na lesdo muscular induzida por
exercicio intenso (CAMARGO et al., 2012), na les@o do tenddo de Aquiles (XAVIER et al.,
2010), no modelo de transeccdo do ligamento cruzado anterior (OSHIMA et al., 2011) e na
lesdo do nervo isquidtico (SERAFIM et al., 2012; PIGATTO et al., 2013), bem como em
modelos de inflamacéo in vitro (CHOI et al., 2012; KWON et al., 2012).

2.6.2 Parametros utilizados na fototerapia

Em fototerapia o conhecimento dos varios parametros envolvidos na dosimetria é
essencial para determinar a quantidade de energia necessaria para 0 tratamento
(MEINHARDT et al., 2008; ENWEMEKA, 2009).

e Comprimento de onda (A): A distancia entre duas cristas de onda. Quanto menor o
comprimento de onda, maior a frequéncia de vibracéo da particula de luz, e como
regra geral, maior a profundidade de penetracdo de seu feixe nos tecidos.

e Energia radiante (Q): Medida da energia da radiacao eletromagnética, expressa em

joules (J).
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e Poténcia radiante (®): E definida como a taxa na qual a energia ¢ gasta, medida em
watts (W). E calculada, dividindo a energia medida em joules (J) pelo tempo
medido em segundos (s): Poténcia (W) = Energia (J) / Tempo (s).

e Area do feixe luminoso (a): Define a area coberta pelo feixe, quer na ponta do
aplicador, quer em qualquer distancia dada além desse ponto. Na ponta do
aplicador, a area do feixe luminoso é essencialmente 0 mesmo que a area efetiva
da fonte, portanto, quando o aplicador é colocado em contato direto com a pele do
paciente, pode-se dizer que ambos sdo intercambiaveis,

e Densidade de poténcia ou irradiancia (Ee): Energia emitida pelo feixe de luz por
unidade de area. E definida como a razdo da poténcia sobre a area da superficie
irradiada. A densidade de poténcia é medida em watts por centimetro quadrado
(W/cm?). Densidade de poténcia (W/cm?) = Poténcia (W) / Area (cm?).

e Densidade de energia ou fluéncia (H): Definida como a quantidade de energia
fornecida por unidade de area, expressa como a dose na prética clinica. E expressa
em joules (J) e calculada, multiplicando a poténcia pelo tempo dividido pela area.

Densidade de energia (H) = Poténcia (W) x Tempo (S) / Area (cm?).

2.6.3 Mecanismo de acdo da fototerapia

Até o inicio da década de 80, os mecanismos da radiacdo eletromagnética em nivel
molecular e celular eram desconhecidos. Trabalhos cientificos realizados ao longo desse
periodo estabeleceram as bases para a compreensdo dos mecanismos moleculares associados
aos efeitos da luz sobre as células (KARU, 1987). Descobriu-se que a resposta celular a
fotoestimulacdo ndo esta associada a propriedades especificas da luz, como a coeréncia,
ampliando o uso de fontes emissoras de luz ndo coerente como os LEDs, ja que sao
dispositivos mais baratos, de maior facilidade de manuseio e operam com correntes elétricas
baixas em comparagdo aos LASERs (SCHUBERT, 2006).

Ao incidir um feixe de luz em uma superficie se produz uma reflexdo que varia
segundo o angulo de incidéncia bem como as caracteristicas dpticas da superficie (AGNE,
2009). A parcela restante da radiacdo luminosa é absorvida por moléculas fotoaceptoras ou

fotorreceptoras, capazes de serem excitadas pelos fétons incidentes em decorréncia de suas
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configuragdes eletronicas ou atdmicas. Dentre as moléculas capazes de absorver com 0s
fétons estdo os cromoforos. Os aminoacidos e acidos nucléicos apresentam absorgéo
significativa no espectro ultravioleta (BAXTER, 1995), os cromoforos, por sua vez, absorvem
luz no espectro visivel, sendo a hemoglobina e a melanina os mais comuns (BAXTER, 2003;
NUSSBAUM, 2003), alem de alguns componentes da cadeia respiratoria, sobretudo a
citocromo c¢ oxidase, que absorve tanto a radiacdo no espectro visivel quanto no
infravermelho (KARU, 1999).

Os exatos mecanismos de acdo da fototerapia ainda ndo estdo completamente
elucidados (BAROLET, 2008), porém, atualmente algumas hipdteses séo discutidas.

A hip6tese mais aceita € a de que a interacdo entre a molécula fotoaceptora e o feixe
luminoso resulta na aceleracdo da transferéncia de elétrons na cadeia respiratéria da
mitocondria e producdo de radicais livres por meio de uma mudanca nas propriedades de
oxirreducdo dos transportadores (KARU, 2010).

Evidéncias sugerem que a fotobiomodulagio envolve a estimulagdo do metabolismo
da energia celular e producdo de energia mediada por acdo das mitocondrias como o
fotorreceptor celular primario ou alvo para a absor¢do dos fotons. Na mitocondria, o
complexo 1V da cadeia respiratdria (citocromo c¢ oxidase) se constitui no principal croméforo
que absorve a luz incidente, embora outros citocromos, porfirinas, e proteinas heme possam
estar envolvidos. Os componentes de cobre do complexo IV da cadeia respiratoria, CuA e
CuB, sdo considerados como fotoaceptores, podendo ser oxidados ou reduzidos e assim
aumentar a taxa de transferéncia de elétrons da citocromo ¢ oxidase (KARU, 1999). A
excitacdo da molécula fotoaceptora parece estimular o metabolismo celular através de
cascatas de reacdes de sinalizacdo celular ou sinalizagdo mitocondrial retrograda. A
sinalizacdo retrograda seria oposta ao caminho comum levando informagdes do ndcleo e do
citoplasma para a mitocondria. Neste caso, a sinalizacdo retrograda envia informacfes de
volta ao ndcleo sobre mudangas no estado funcional da mitocondria (KARU, 2008). Uma
destas cascatas envolve a dissociacdo do Oxido nitrico do centro catalitico da citocromo ¢
oxidase onde age como um inibidor. Quando a atividade da enzima é reduzida pela radiacéo
com a luz, o Oxido nitrico dissocia-se do centro catalitico, e esse evento poderia
transitoriamente diminuir essa inibigdo (KARU, 2010).

Outra via de sinalizacdo, a partir da mitocéndria esta relacionada ao aumento nas
concentragOes de ATP no tecido irradiado. O aumento da producéo de ATP em mitocondrias
isoladas, por exemplo, de musculos esqueléticos, apds irradiacdo com diferentes

comprimentos de onda foi demonstrado por varios pesquisadores (YU et al., 1997; TAFUR
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etal., 2008; GAO e XING, 2009). O ATP, a moeda energética celular, é essencial para a
homeostasia celular, e sabe-se que pequenas mudangas nas concentracfes de ATP podem
resultar em alteracdes significativas no metabolismo celular (BARATTO e cols., 2010). Desta
forma, a absorcdo de luz leva ao aumento da cadeia de transporte de elétrons e assim, 0
aumento da atividade do citocromo ¢ oxidase e da sintese de ATP (KARU; PYATIBRAT,;
AFANASYEVA, 2005, 2008).

Ainda, ha evidencias demonstrando que a radiacdo de luz reduz a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) que ocorre durante a fase aguda de lesdo epitelial. 1sso
se deve principalmente por acelerar o processo inflamatério e assim diminui a exposicdo
celular a ERO (FITZGERALD et al., 2010).

Outra caracteristica é a diminuicdo da ativacdo do fator de transcricdo nuclear kappa 3
(NF-kP) e citocinas pro-inflamatorias como interleucina 1 Beta (IL-1p), interleucina 6 (IL-6),
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN-y) como também aumento na
interleucina 10 (IL-10) que é anti-inflamatoria (PIRES et al., 2012; BASSO et al., 2012). Por
outro lado, os efeitos anti-inflamatdrios exercidos pela terapia fotdnica parecem ocorrer
através de aceleracdo de microcirculacdo resultando em mudancas na pressdo hidrostatica
capilar com reabsorcdo do edema e eliminacdo do acimulo de metabdlitos intermediarios da
inflamagdo (DA SILVA et al., 2010). Assim, as alteracbes em moléculas sinalizadoras
intracelulares, tais como ions calcio, EROs e fatores de transcri¢do redox sensiveis como o
NF-kp também estdo envolvidos nos efeitos da luz (SHARMA et al., 2011).

Nesse sentido, estudos que envolvam mecanismos de a¢do 0s quais estdo envolvidos
no efeito analgésico da LEDT tornam-se uma ferramenta importante para o alivio dos
processos dolorosos envolvidos em diferentes patologias.
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Figura 10 — Papel do éxido nitrico na fototerapia

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

Fonte: Hashmi et al., (2010).



3 JUSTIFICATIVA

Segundo dados da Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED), a dor afeta pelo
menos 30% dos individuos durante algum momento da sua vida e, em torno de 10 a 40%
destes episodios tém duracdo superior a um dia. No Brasil 30% da populacdo sofre de algum
tipo de dor, o que corresponde a cerca de 60 milhGes de brasileiros.

Varias pesquisas em todo o mundo tém sido realizadas na busca por terapias eficazes e
seguras para o controle da dor. Atualmente ainda ndo dispomos de medicamentos ou outros
tratamentos que possam efetivamente aliviar a dor aguda com a velocidade ou a eficiéncia
necessaria para a maioria dos pacientes, sem que, no entanto, causem efeitos colaterais
significativos que comprometam sua utilizacgéo.

Estudos recentes demonstraram que a LEDT apresenta atividade analgésica em varios
modelos de dor de diferentes etiologias, entretanto, ha uma caréncia de estudos pré-clinicos
que fornecem o aporte cientifico para a atividade analgésica da LEDT na dor de diferentes
etiologias, e em especial, na dor aguda e que enfoquem seus possiveis mecanismos
fotobioldgicos.

E importante ressaltar que a LEDT vem sendo empregada no tratamento da dor em
milhares de pessoas em todo o mundo. O incremento na utilizacdo dessa terapia deve,
entretanto, ser fundamentado em estudos sobre sua eficacia e seguranga. De fato, em
fototerapia ha uma série de indica¢cdes sem fundamentacdo cientifica, além de estudos com
resultados conflitantes, em especial devido a relatos imprecisos dos parametros terapéuticos e
da dosimetria empregada. Desta forma, justifica-se o estudo de terapias integrativas que
possam complementar de forma segura e eficaz o tratamento da dor, bem como a importancia
de investigacdes cientificas adequadas sobre os possiveis efeitos fisioldgicos especificos que
justifiquem ou ndo a utilizacdo desta técnica terapéutica na clinica. Devidamente
fundamentada, a LEDT pode ser uma importante ferramenta complementar no tratamento de
quadros algicos, em especial por ser uma terapia segura, ndo invasiva, com poucos efeitos

adversos e de baixo custo.



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

- Avaliar a atividade analgésica da LEDT em modelos de nocicep¢do aguda em

camundongos, bem como investigar alguns dos possiveis mecanismos fotobiol6gicos

envolvidos neste efeito.

4.2 Objetivos especificos

1)
2)

3)
4)

5)

6)

7)
8)

Avaliar a atividade antinociceptiva aguda da LEDT;

Verificar o efeito anti-inflamatério (antiedematogénico) da LEDT em modelos
agudos de nocicepcéo;

Avaliar o decurso temporal do efeito antinociceptivo da LEDT;

Verificar o envolvimento de canais TRP e ASIC no efeito antinociceptivo da
LEDT,

Investigar o envolvimento da LEDT na modulacgdo de vias dependentes de PKA e
PKC como mecanismo de seu efeito antinociceptivo;

Avaliar o efeito da LEDT na nocicepcao induzida por um estimulo térmico;
Analisar o envolvimento de fibras C na atividade antinociceptiva da LEDT;
Investigar o envolvimento do sistema opioide, adenosinérgico e da via L-

arginina/éxido nitrico no efeito antinociceptivo da LEDT.



5 ARTIGO CIENTIFICO

Alguns dos resultados que fazem parte desta dissertagdo estdo apresentados sob a
forma de artigo cientifico, o qual encontram-se aqui organizado. Os itens Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas encontra-se no
préprio artigo. O artigo esta disposto da mesma forma que foi submetido a revista cientifica

“PAIN”. Os demais resultados experimentais encontram-se em sequéncia do artigo.
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Abstract

Low-intensity phototherapy using light fonts, like LED (Light Emitting Diode), in the red to
infrared spectrum are a promising alternative for the treatment of pain. LED phototherapy
also accelerates wound healing and nerve regeneration. However, the underlying mechanisms

by which LED phototherapy reduces acute pain are not yet well understood. Therefore, this
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study investigated the analgesic effect of multisource LED phototherapy on the acute
nocifensive behavior of mice induced by thermal and chemical noxious stimuli. The
involvement of central afferent C-fibers sensitive to capsaicin in this effect was also
investigated. Mice exposed to multisource LED (output power 290, 390 or 780 mW, from 10
to 30 min of stimulation) showed rapid and significant reductions in formalin- and acetic acid-
induced nocifensive behavior. This effect gradually reduced but remained significant for up to
7 hours after LED treatment in the last model used. Moreover, LED (390 mW/ 20 min)
irradiation also reduced nocifensive behavior in mice due to chemical [endogenous (i.e.,
glutamate, prostaglandins and bradykinin) or exogenous (i.e., formalin, acetic acid, TRPs and
ASIC agonist, and protein kinase A and C activators)] and thermal (hot plate test) stimuli.
Finally, ablating central afferent C-fibers abolished LED analgesia. These findings provide
new evidence indicating that LED phototherapy reduces the acute painful behavior of animals
caused by chemical and thermal stimuli and that LED analgesia depends on the integrity of
central afferent C-fibers sensitive to capsaicin. Thus, LED phototherapy may be an important
tool for the management of acute pain.

Keyword: Light Emitting Diode, phototherapy, acute pain, chemical and thermal stimuli,

analgesia.

1. Introduction

Recent technological advances have refined the clinical assessment and management
of patients in the acute care setting. According to the WHO, access to essential medicines and
health technologies is one of the cornerstones of the Universal Health Coverage initiative
[72]. Medical devices, assistive devices and eHealth solutions are important components of
health technology, which may save lives and improve quality of life and well-being.

However, many people worldwide suffer due to a lack of access to high-quality and
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affordable health technology, especially in low- and middle-income countries [72]. Moreover,
new technologies and a multidisciplinary approach aid the proper management of pain to
alleviate suffering and improve the quality of life of people living with pain [11, 33, 72].
Notably, patients commonly seek healthcare and are admitted to hospitals due to acute pain
[9, 72]. Acute pain also constitutes an important warning sign of disease or injury and
consequently requires further analysis. Pain arises from the activation of the high-threshold
primary sensory nerve fibers called nociceptors (Ao and C fibers) at the site of tissue damage
and is generally associated with surgery, trauma, inflammatory processes or acute illness as a
consequence of an adverse chemical, thermal, or mechanical stimulus [3, 6, 8, 40]. Although
pain in response to tissue damage is a normal phenomenon, it may be associated with
significant, unnecessary physical, psychological, and emotional distress [26, 42, 45]. In
addition, pain is a frequent "chief complaint” for adults presenting to emergency departments
(EDs), and 45% of patients in the ED reported their pain as moderate to severe [11, 33].
Inadequately controlled acute pain can be a factor in the development of chronic pain [3, 6, 8,
18], extended hospital stays, readmission, and patient dissatisfaction [29, 61]. Despite the
recognition of the widespread prevalence of pain and increased efforts to promote effective
pain management, pain remains inconsistently and inadequately addressed [28, 72, 73].
Low-intensity phototherapy is a promising alternative for the treatment of pain. This
approach promotes photobiomodulation, a process in which an irradiated light in the red to
near-infrared region of the light spectrum (630-1000 nm) modulates numerous cellular
functions [1, 4, 34]. LED phototherapy is a recent category of phototherapy and has been
shown to accelerate wound healing and reduce pain in a large variety of acute and chronic
pain entities, including pain related to abnormalities in nerves, soft tissue, muscles, tendons,
joints and bone [4, 13, 14, 19, 20, 23, 31, 35, 41, 49, 53, 60, 66, 67, 69, 70, 71]. However, the

mechanism underlying this effect is poorly understood. Here, we demonstrate the effect of
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different doses of LED phototherapy on the acute nocifensive behavior of mice induced by
endogenous and exogenous chemical noxious stimuli, as well as the effect of the most
effective dose of LED phototherapy for nocifensive behavior induced by thermal stimuli. We
also evaluated the effect of LED phototherapy on nociception due to protein kinase C and
adenylyl cyclase activators. Finally, we investigated the involvement of capsaicin-sensitive

fibers in this analgesic effect.

2. Materials and methods
2.1 Animals

A total of 521 2-month-old (25-35 g) female Swiss mice obtained from the animal
facility of the Federal University of de Santa Catarina (Florianopolis, SC, Brazil) were housed
in groups of 5 per cage at 22 + 2°C and 60-80% humidity under a 12-h light/dark cycle (lights
on at 06:00 h), with ad libitum access to standard laboratory diet and water. The animals were
habituated to laboratory conditions for at least 1 h before testing, and all experiments were
performed during the light phase of the cycle. The animals were randomly distributed
between the experimental groups (6-12 animals per group), and the experimental procedures
and protocols reported in this study were previously approved by the Ethics Committee for
Animal Research of the Federal University of Santa Catarina (protocol number PP00745),
where the study was conducted. Furthermore, all experiments were conducted in accordance
with ethical guidelines of the International Association for the Study of Pain [75] and with
Brazilian national legislation. The number of animals used and the intensity of the noxious
stimuli were the minimum necessary to obtain reliable data. Each animal was used only once
and was euthanized by cervical dislocation immediately after the completion of the

experiment.
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2.2 Chemical reagents

The following substances were used: formalin (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil), acetic
acid (Merck, Darmsted, Germany), L-glutamic acid hydrochloride (glutamate), capsaicin,
cinnamaldehyde, prostaglandin E2, Bradykinin, phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA),
menthol (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), forskolin (Tocris Bioscience, Missouri, EUA),
and ethanol (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil). All other chemicals were of analytical grade and
obtained from standard commercial suppliers. The following agents were immediately
dissolved in 0.9% NaCl solution before administration: capsaicin (diluted in 10%
ethanol/10% Tween 80), menthol (diluted in 1.6% ethanol/0.01% Tween 80) and glutamate
(diluted in saline and neutralized with 3 M NaOH). The final concentration of Tween 80 or

ethanol did not exert an effect when administered alone.

2.3 Light-emitting diode phototherapy

An Anodyne® multisource LED device (Anodyne® Therapy System, Model 480, FL,
USA) was used in the experiments, which delivers radiant power at 6.24 W (34.7 mW/cm?)
with 8 flexible therapeutic pads. Each pad emits 780 mW of light energy at a wavelength of
890 nm (it contains 60 superluminous gallium-aluminum-arsenide diodes, 13 mW of energy
output per diode in 3 x 7.5 cm, or 22.5 cm? per pad). One therapeutic pad was used per animal
in this study. The pad light-emitting diode was positioned below the acrylic testing platform
(10 x 4.5 x 4 cm), and infrared radiation was directly applied to the ventral side of the animal.
The mice were subjected to habituation for 10 min on the acrilic testing platform in the
absence of the therapeutic pad; the mice were protected by a thin plastic wrapper that
prevented the contact of urine or feces with the lights. The physicals parameters of the output

of this unit, which correspond to the dosage used, are presented in Table 1.
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2.4 Experimental design

Initially, the animals were submitted to multisource LED phototherapy as described
above. The first experiment sought to establish the temporal profile and optimum analgesic
dose of multisource LED phototherapy (output power in mW). In this experiment, mice were
subjected to LED radiation at an output power of 234 mW (power density 10.4 mW/cm?), 390
mW (power density 17.3 mW/cm?) and 780 mW (power density 34.6 mW/cm?) for four
different time periods of stimulation (0, 10, 20 and 30 min of duration). Subsequently,
formalin-induced nociception was evaluated as described in Fig. 1. Additionally, the LED
device was turned off for the same time periods to assess the analgesic effect of restraint
(control group). Subsequent experiments were conducted to extend the observations from
experiment 1 and assess the ability of LED phototherapy to inhibit visceral nociception
caused by acetic acid. In this experiment, mice were subjected to the LED device at output
powers of 234 mW (Energy density 10.4 J/cm?), 390 mW (Energy density 20.8 J/cm?) and
780 mW (Energy density 31.2 J/cm?) for 20 min (this time was selected because it yielded the
best analgesic efficacy in Experiment 1). Nociception induced by acetic acid was then
evaluated (Fig. 1). In another group of experiments, mice were subjected to the LED device at
a power of 390 mW (Energy density 20.8 J/cm?) for 20 min immediately before treatment (0
h) and after treatment (0.5, 1, 2, 4, 6, 7 and 8 h) to verify the time-course of the analgesic
effect of LED phototherapy in the acetic acid test.

Furthermore, the effect of LED phototherapy on primary afferent (sensory) neurons
and processing nociception was investigated. To this end, mice were subjected to the LED
device (output power 390 mW, Energy density 20.8 J/lcm?) for 20 min because this
stimulation period yielded the best analgesic effect in response to formalin- and acetic acid-
induced nociception. Animals treated with a turned-off LED device were used as a control

group. First, we investigated the ability of LED phototherapy to reduce nociception caused by
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endogenous mediators, such as glutamate, prostaglandin E2 and bradykinin, which are
produced during tissue injury (Fig. 1). Second, we examined the effects of LED therapy on
nociception caused by exogenous noxious chemicals that are activators of transient receptor
potential (TRP) channels and acid-sensing ion channels (ASICs), which are important
chemosensors responsible for the detection of noxious stimuli (Fig. 1). Third, we also
evaluated the effect of LED therapy on nociception caused by activators of protein kinase C
(PKC) and adenylyl cyclase (AC), which are intracellular messengers that play an important
role in the induction and maintenance of pain. Fourth, we investigated the effect of LED
phototherapy on the pain behavioral reflex evoked by noxious heat stimuli in a hot plate test.
Finally, we investigated the involvement of capsaicin-sensitive fibers in the analgesic effect of

LED phototherapy on nociception caused by formalin (Fig. 1).

2.5 Behavioral tests

2.5.1 Formalin test

The procedure used was similar to that described previously [62]. After an adaptation
period and treatment, mice received 20 ul of a 2.5% formalin solution (0.92% formaldehyde)
in saline via an intraplantar injection into the ventral surface of the right hind paw. After the
formalin injection, the animals were immediately individually placed in an acrylic chamber,
and the time spent licking the injected paw was recorded with a chronometer for both the
early neurogenic phase (0-5 min) and late inflammatory phase (15-30 min) of this model.
These values were considered measures of nociception. Paw edema was measured before and
after the injection of formalin using digital micrometer (MT-045B; Shangai Metal Great
Tools Co., Shangai, China) and was expressed as the difference between paw thickness before

and after formalin challenge (A paw thickness, in millimeters).
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2.5.2 Acetic acid test

Abdominal constriction was induced according to procedures described previously
[62] and resulted in a contraction of the abdominal muscle together with a stretching of the
hind limbs in response to an intraperitoneal injection of acetic acid (0.6%, 0.45 ml/mouse) at
the time of the test. After the irritant injection, the mice were individually placed in an acrylic
chamber, and the abdominal constrictions were counted cumulatively over a period of 20 min.

These values were considered measures of nociception.

2.5.3 Nocifensive behavior induced by endogenous chemical mediators

The procedure used was similar to that described previously [15, 46]. After an
adaptation period and treatment, mice received a 20 pl intraplantar injection of bradykinin (3
nmol/paw), prostaglandin E2 (3 nmol/paw) or glutamate (20 umol/paw, pH 7.0) in the ventral
surface of the right hind paw. Immediately after the injection, each animal was individually
placed into an acrylic chamber, and paw licking or biting was recorded with a chronometer

for 15 min. This behavior was considered indicative of nociception.

2.5.4 Nocifensive behavior induced by noxious chemicals that activate transient receptor
potential (TRP) channels and acid-sensing ion channels (ASICs)

The procedure used was similar to that described previously [15, 63]. After an
adaptation period and treatment, mice received a 20 pl intraplantar injection of either
capsaicin (an activator of the TRPV1 channel, 5.2 nmol/paw), cinnamaldehyde (an activator
of the TRPAL channel, 10 nmol/paw), menthol (an activator of the TRPM8 channel, 1.2
pmol/paw) or acidified saline (2% acetic acid in 0.9% saline, pH 5.0) into the ventral surface
of the right hind paw. The animals were individually placed in an acrylic chamber, and paw

licking or biting was recorded with a chronometer for 5 min (capsaicin and cinnamaldehyde),
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15 min (acidified saline) or 20 min (menthol). The amount of time spent licking/biting the

injected paw was considered indicative of nociception.

2.5.5 Nocifensive behavior induced by noxious chemicals that activate protein kinase C
(PKC) and adenylyl cyclase (AC)

The procedure used was similar to that described previously [2, 50]. After an
adaptation period and treatment, the mice received 20 pl intraplantar injections of phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA, an activator of PKC, 50 nmol/paw) or forskolin (an activator of
AC, 50 nmol/paw) into the ventral surface of the right hind paw. Animals were individually
placed in an acrylic chamber, and paw licking or biting was recorded with a chronometer for
30 min (15 to 30 min after the injection of PMA) or 10 min (forskolin). The amount of time

spent licking/biting the injected paw was considered indicative of nociception.

2.5.6 Hot plate test

The hot plate test was used to measure the response latencies according to a previously
described method [25]. In these experiments, a hot plate (AVS Projetos, Campinas, SP,
Brazil) was maintained at 50 + 1°C. The animals were placed in clear plastic chambers on the
surface of the apparatus and the time (s) between placement and the shaking or licking of
paws or jumping was recorded as the index of response latency. Animals that remained on the
apparatus for an average of 16 s had been selected 24 h before the test based on their
reactivity in the model. A latency period (cut-off) of 30 s was defined as complete analgesia.
To determine the baseline, each animal was tested before treatment with LED irradiation
using the same heat stimulus. The MPE of LED-induced analgesia was calculated as follows:

%MPE = [(post-LED — pre-LED)/(30 — pre-LED)] x 100.
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2.5.7 Involvement of the central afferent fibers sensitive to capsaicin

To explore the role of the central afferent fibers sensitive to capsaicin in the analgesic
effect of LED phototherapy, the mice were anesthetized with 1-2 % isoflurane and
intrathecally treated with capsaicin (10 pg/site, i.t.; in a volume of 5.0 pl with a 30 gauge
needle attached to a Hamilton syringe) as described previously [10] with minor modifications.
Control animals received the same volume of vehicle used to dissolve capsaicin (10% ethanol,
10% Tween 80, and 80% saline) via the same route. Following 24 h treatment with capsaicin
or vehicle, the animals were treated with LED irradiation. Nocifensive behavior was then
induced by formalin and analyzed as described above. The efficiency of the ablation of the
central afferent fibers sensitive to capsaicin was confirmed based on the paw withdrawal

latency in the hot-plate test (50 °C), as described above.

2.6 Statistical analysis

Results are presented as the mean = standard error of the mean (S.E.M.) of 8-10 mice
per group. The results were statistically analyzed using an unpaired Student’s t test, and a one-
way or two-way ANOVA, if the Student-Newman—Keuls or Bonferroni tests was used for
multiple comparisons, respectively. In all cases, differences were considered significant when
P<0.05. The statistical analysis was performed using the GraphPad Software (San Diego, CA,

USA).

3. Results
3.1 LED phototherapy reduces the nocifensive behavior and paw edema induced by formalin
To test the ability of LED phototherapy to reduce pain behaviors, we tested a series of

pain behaviors in animals induced by different noxious chemicals. Initial studies were based
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on the formalin test, which is a widely used model of persistent pain and is a mainstay for the
development of novel agents for the treatment of acute and chronic pain [5, 22, 38, 68].

The intraplantar injection of formalin resulted in a typical biphasic nocifensive
behavior. Mice spent approximately 80 s and 300 s displaying nociceptive behaviors during
the first 5 min (neurogenic pain, phase 1) and the subsequent 15-30 min (inflammatory pain,
phase 2) of the assay, respectively (Fig. 2 A and B). In addition, formalin induced marked
paw edema (~1 mm thick), which is associated with release of inflammatory mediators in
phase 2 of this model (Fig. 2 C). A single treatment with LED at an output power of 390 mW
(Energy density 20.8 J/lcm?) and 780 mW (Energy density 31.2 J/cm?) but not 234 mWw
(Energy density 10.4 J/cm?) for 20 min significantly reduced both the neurogenic and
inflammatory phases of formalin-induced nocifensive behavior compared with the control
group. Specifically, this inhibition ranged from 27 + 2% to 45 £ 3% (Fig. 2A, B, D and E). In
addition, the nocifensive behavior in phase 2 of the formalin test was only inhibited by
treating animals with LED irradiation at an output power of 390 mW (Energy density 41.6
Jlcm?) for 30 min (Fig. 2B). Furthermore, phase 1 was inhibited by LED irradiation at output
powers of 390 mW (Energy density 41.6 J/cm?) and 780 mW (Energy density 62.4 J/cm?) for
30 min (Fig. 2A). As illustrated in Figure 2C, a single treatment with LED irradiation at an
output power of 390 mW (Energy density 20.8 J/cm?), but not 234 mW (Energy density 10.4
Jlcm?) or 780 mW (Energy density 31.2 J/cm?), for 20 min significantly reduced paw edema
caused by formalin. Nevertheless, an output power of 780 mW (Energy density 31.2 J/cm?)

non-significantly reduced the edema caused by formalin (Fig. 2C).

3.2 LED phototherapy reduces the nocifensive behavior induced by acetic acid
The acetic acid-induced writhing reaction in mice is typically used as a model of

inflammatory visceral pain and has been widely used to evaluate the analgesic or anti-
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inflammatory properties of new agents [5, 38]. Confirming the data obtained in the formalin
test, a single treatment with LED irradiation at an output power of 234 mW (Energy density
10.4 J/cm?), 390 mW (Energy density 20.8 J/cm?) and 780 mW (Energy density 31.2 J/cm?)
for 20 min produced a marked reduction of acetic acid-induced abdominal constrictions, with
inhibitions of 37 + 10%, 66 + 9% and 61 + 9%, respectively (Fig. 3A). A time-course analysis
of the analgesic effect of LED irradiation at 390 mW (Energy density 20.8 J/cm?) for a 20 min
stimulation period is shown in Fig. 3B. Acute treatment with LED irradiation markedly
inhibited nociception as early as 0 min after treatment, and this effect was gradually
(inhibition of 66 * 8% to 29 + 4%) reduced but remained significant up to 7 h after LED
treatment (Fig. 3B). Thus, the time point (0 to 0.5 h) at which the effect of LED phototherapy

was maximized was selected for all further studies of independent groups of animals.

3.3 LED phototherapy reduces nocifensive behavior induced by endogenous mediators

A considerable number of studies have suggested that nocifensive behavior caused by
either formalin or acetic acid depends, at least in part, on the release of endogenous
inflammatory mediators because several factors, such as bradykinin, prostanoids (e.g.,
prostaglandin E2), and glutamate, stimulate primary afferent nociceptors to cause nocifensive
behavior [5, 6, 21, 38, 55, 68]. Here, we confirmed these findings and demonstrated that an
intraplantar injection of bradykinin (3 nmol/paw), prostaglandin E2 (3 nmol/paw) or
glutamate (20 umol/paw, pH 7.0) elicited marked nocifensive behavior in mice (Fig. 4A-C).
Treating animals with LED irradiation at an output power of 390 mW (Energy density 20.8
Jlcm?) for 20 min significantly reduced the nociceptive responses induced by an intraplantar
injection of bradykinin, prostaglandin E2 and glutamate compared with control group, with

inhibitions of 40 £ 14%, 47 + 10%, and 33 £ 4%, respectively (Fig. 4A-C).
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3.4 LED phototherapy reduces nocifensive behavior induced by noxious chemicals that
activate transient receptor potential (TRP) channels and acid-sensing ion channels (ASICs)

Polymodal nociceptors are sensory neurons that detect aversive stimuli that are
generally perceived as painful. Specifically, they respond to harsh touch, extremes of cold and
heat, acidic pH and a variety of toxic chemicals [6, 27, 40, 52]. In addition, the TRP and
ASIC channels play an important role in the detection of noxious stimuli. Thus, we examined
the involvement of these channels in the analgesia mechanism of LED therapy. As illustrated
in Fig. 5, an intraplantar injection of capsaicin (an activator of the TRPV1 channel, 5.2
nmol/paw), cinnamaldehyde (an activator of the TRPAL channel, 10 nmol/paw), menthol (an
activator of the TRPMS8 channel, 1.2 umol/paw) or acidified saline (2% acetic acid in 0.9%
saline, pH 5.0) produced marked nocifensive behavior in mice (Fig. 5A-D). Interestingly,
LED treatment at an output power of 390 mW (Energy density 20.8 J/cm?) for 20 min
significantly reduced the nocifensive behavior induced by capsaicin, menthol, acidified saline
and cinnamaldehyde compared with the control group, with inhibitions of 40 + 5%, 46 + 10%,
35 + 13% and 59 + 6%, respectively (Fig. 5A-D).

Next, we examined the effect of the LED pad (390 mW, Energy density 20.8 J/cm?,
for 20 min stimulation period) applied to the back of the animals on the nocifensive behavior
induced by an intraplantar injection of cinnamaldehyde. In this experiment, the application of
LED irradiation to the dorsal region of the animal also significantly reduced (inhibition of 58
+ 9%) the nocifensive behavior caused by cinnamaldehyde (Fig. 5E); this result was similar
(inhibition of 59 + 9%) to that observed when the LED irradiation was applied on the ventral

region (Fig. 5D).

3.5 LED phototherapy reduces nocifensive behavior induced by noxious chemicals that

activate protein kinase C (PKC) and adenylyl cyclase (AC)
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Peripheral sensitization is primarily due to inflammatory mediators, such as
bradykinin, protons, prostaglandin E2, and glutamate [6, 40, 55]. These chemical mediators
act on one of three types of cell-surface receptor expressed on the peripheral terminals of
nociceptor neurons. For example, phospholipase C, phospholipase A2, and adenylyl cyclase
are activated in response to the activation of G protein-coupled receptors, such as those for
bradykinin, glutamate and prostaglandin E2. In turn, these signaling enzymes generate
mediators that activate protein kinase A (PKA) or protein kinase C (PKC), which
phosphorylate different ionic channels [e.g., TRPV1, sodium channel (Nav1.8)], which
consequently reduces activation threshold and increases the response of peripheral terminals
to chemical, mechanical and thermal nociceptive stimuli [6, 27, 40, 55]. Here, we confirmed
previous findings and demonstrated that an intraplantar injection of phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA, an activator of PKC, 50 nmol/paw) or forskolin (an activator of AC, 50
nmol/paw) elicited marked nocifensive behavior in mice (Fig. 6A and B). However, the
treatment of animals with LED irradiation (390 mW, Energy density 20.8 J/cm?, for 20 min
stimulation period) significantly reduced these responses to PMA and forskolin compared
with the control group, with inhibitions of 30 £ 10% and 42 + 10%, respectively (Fig. 6A and

B).

3.6 LED phototherapy reduces the pain behavioral reflex evoked by noxious heat stimuli

The acute application of a high-intensity thermal stimulus to the skin is one of the
most commonly used models to assess nociceptive processing in order to screen for the
analgesic activity of a drug or physiological manipulation [5, 38]. Here, we used the hot plate
test to observe the pain reaction in response to heat. The hot plate test evaluates supraspinal
analgesic effects and reflects the activity of thermally sensitive afferent fibers and the activity

of Ad and C fibers. As illustrated in Fig. 7, the treatment of animals with LED irradiation at
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an output power of 390 mW (Energy density 20.8 J/cm?) for 20 min significantly increased

the pain latency in the hot-plate test compared with the control group.

3.7 LED analgesia depends on central afferents fibers sensitive to capsaicin

Several studies show that capsaicin, which acts on the TRPV1 receptor, plays an
important role in processing and modulating pain signals in animal models [6, 27, 40, 52, 55,
64]. In addition, TRPV1 is found not only on peripheral nerve endings but also in the spinal
cord, where its expression appears to be restricted to the central branches of small and
medium-sized fibers located in the dorsal root ganglia and in the superficial dorsal horn.
Moreover, the intrathecal administration of capsaicin results in a rapid inactivation of C-fibers
at the peripheral terminals, which likely results from direct actions on the spinal cord;
substance P or other substances released from primary afferent nerve terminals play a
prominent role in such desensitization. Thus, the desensitization of the TRPV1 receptors in
the spinal cord inhibits the nociceptive pathway [52]. Here, we confirmed previous findings
and demonstrated that an intrathecal injection of capsaicin significantly increased the pain
latency in the hot-plate test compared with the vehicle group (Fig. 8A). Furthermore, we
demonstrate that the nocifensive behavior observed in the formalin model was partially, but
significantly, reduced with an intrathecal injection of capsaicin compared with the vehicle
group (Fig. 8B and C). Interestingly, animals treated with intrathecal capsaicin following
LED irradiation (390 mW, Energy density 20.8 J/cm? for 20 min) did not exhibit reductions in
nocifensive behavior induced by formalin (Fig. 8B and C). However, animals treated with
intrathecal injections of vehicle and subsequently irradiated with the LED (390 mW, Energy
density 20.8 J/cm? for 20 min) showed a significant reduction in nocifensive behavior induced
by formalin (Fig. 8B and C). Thus, we suggest that the efficacy of LED analgesia depends on

the integrity of central afferent C-fibers sensitive to capsaicin.
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4. Discussion

LEDs, following laser and intense pulsed light, have become a new favorite medical
phototherapy. Currently, the application of LEDs is not only thriving in the field of low-
intensity photo-rejuvenation but is employed to treat rhinitis, arthritis, jaundice, joint/tissue
inflammation, skin abnormalities, stress, seasonal affective disorder, and biological clock
disorders [4, 18, 54, 57, 74]. Although several preclinical and clinical studies have
demonstrated the positive effects of LED phototherapy, such as accelerating wound healing
and reducing pain in a large variety of acute and chronic painful conditions [4, 13, 14, 23, 31,
35, 36, 39, 41, 43, 47, 48, 51, 53, 54, 58, 65, 67, 69, 70], its effects on acute pain and the
mechanisms involved in these effects are poorly understood. However, LED phototherapy
appears to exert a wide range of effects at the molecular, cellular, and tissue levels. In the
current study, we demonstrated that multisource LED phototherapy applied at an output
power of 390 mW (Energy density 20.8 J/cm?), 780 mW (Energy density 31.2 J/cm?) and, to a
lesser extent, 234 mW (Energy density 10.4 J/cm?) reduces acute nocifensive behavior
induced by chemical noxious stimuli in mice. In addition, multisource LED phototherapy
applied at an output power of 390 mW (Energy density 20.8 J/cm?) effectively reduced the
thermal nocifensive behavior induced by a hot plate. Moreover, we also showed that the
sensory terminals in the spinal cord sensitive to capsaicin are involved in analgesia produce
by LED phototherapy. To our knowledge, this study is the first to examine this type of
multisource LED phototherapy for the acute nociceptive response.

Normally, nociception and the perception of pain are evoked only by toxic molecules,
inflammatory mediators, and at pressures and temperatures that are sufficiently extreme to
potentially injure tissues [6, 21, 55]. These high-threshold physical and noxious chemical
stimuli are detected by specialized peripheral sensory neurons (nociceptors). Although the

morphology of sensory nociceptive nerve endings is highly conserved in animals from rodents
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to humans [21], cutaneous nociceptors are an extremely heterogeneous group of neurons
housed in peripheral sensory ganglia located just outside the CNS that transduce external
noxious stimuli in the skin, up to meters away from their cell bodies [21]. Moreover, a large
array of endogenous chemicals (i.e., glutamate, prostaglandins, bradykinin, protons, and
cytokines, among others) contributes to sensory phenomena, including pain and hyperalgesia,
that develop during inflammation and after tissue and nerve injury [6, 21, 55].

Many tests of nociception and pain in animals have been developed, and rats and mice
are most frequently used in this type of research. Additionally, the vast majority of
nociception models measure acute pain [5, 38]. However, the choice of test is a critical step
because different nociceptive modalities are, at least partially, processed via different
molecular transducers and fibers [5, 38, 68]. Here, we utilized tests that measure the
nociceptive response generated by a noxious chemical (i.e., formalin, acetic acid, capsaicin,
menthol, and acidified saline, among others) and thermal (hot plate test) stimuli. Primary
afferent fibers have been classified into three major types: unmyelinated C, myelinated thin
Ad, and myelinated AP fibers. The nociceptors of C fibers and Ad fibers conduct noxious
chemical, mechanical or thermal stimuli to elicit nociceptive responses. Conversely, the
stimulation of AP fibers is thought to mostly induce an innocuous tactile sensation [3, 38, 68].
Notably, electrophysiological and behavioral studies demonstrated that primary nociceptive
afferent fibers (Ad-fibers and C-fibers) exhibit sustained firing during both phases of the
formalin test [44, 56, 68] and in the pain behavior induced by the acetic acid and hot plate
models [5, 32, 38].

The current study demonstrated for the first time that the application of multisource
LED phototherapy was able to reduce the acute nocifensive behavior caused by formalin and
acetic acid. Herein, we demonstrated that the analgesic efficacy of the LED treatment

depended, at least in part, on dose: whereas the analgesic activity was significant at an output
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power of 390 mW and to a lesser extent at 780 mW, treatment was ineffective at an output
power of 290 mW in the formalin model. These observations were confirmed by nocifensive
behavior caused by acetic acid. In addition, we also demonstrated that the maximum analgesic
effect of LED treatment in the acetic acid model occurs rapidly and gradually reduced but
remained significant up to 7 h after LED treatment. This rapid and long-lasting analgesic
action of LED phototherapy is important and reaffirms its potential in pain management.

The ability of formalin and acetic acid to induce pain behavior depends on tissue
injury and consequently the release of endogenous mediators, including glutamate,
bradykinin, and prostanoids, at the sensory polymodal neurons [16, 24, 59, 62]. Therefore, we
also evaluated the effect of LED phototherapy on the nocifensive behavior induced by the
endogenous mediators glutamate, bradykinin, and prostaglandin E2. Our results demonstrate
that the LED treatment at an output power of 390 mW effectively blocked the nociceptive
responses caused by glutamate, prostaglandin E2 and bradykinin. Thus, light phototherapy
influences the synthesis, release, and metabolism of numerous transmitter signal substances
involved in pain, such as nitric oxide, prostaglandin and cytokinins [4, 13, 14, 31, 36, 41, 43,
47, 57]. Furthermore, LED treatment at an output power of 390 mW significantly reduced the
nocifensive behavior elicited by noxious chemicals that activate TRPV1, TRPALl, TRPMS8
and ASIC channels, such as capsaicin, cinnamaldehyde, menthol and acidified saline,
respectively [6, 21, 37, 55]. However, the facilitatory effect of pain transmission by
chemosensors is subject to modulation by phosphorylation, which is catalyzed by various
enzymes, including protein kinase C and cAMP-dependent protein kinase [6, 21, 37, 55].
Therefore, we also evaluated the effect of LED phototherapy on nocifensive behavior induced
by phorbol 12-myristate 13-acetate, an activator of PKC, and forskolin, an activator of AC,
which increases the intracellular levels of cyclic AMP that acts by activating of PKA [6, 21,

37, 55]. Herein, we demonstrated that LED treatment significantly reduced the nocifensive



64

response induced by PMA and forskolin, which strongly suggests that the LED phototherapy
can counteract the activation of PKC and PKA caused by chemosensors, including
endogenous (glutamate, prostaglandin E2 and bradykinin) and exogenous (TRPV1, TRPAL,
TRPMS8 and ASIC channels agonists) noxious chemicals. Additionally, the pain behavioral
reflex evoked by noxious heat stimuli in the hot-plate test was significantly reduced by LED
treatment. These findings support that LED phototherapy plays an important role in the
activation of molecular sensors/transducers or neuronal conduction. Taken together, our
findings and those from previous studies suggest, at least in part, that the analgesic action of
LED phototherapy is associated with its ability to penetrate the skin and affect cellular
processes, including the production of inflammatory mediators to transmit pain [18].
Specifically, the analgesic effect of LED treatment was entirely dependent upon TRPV1-
expressing nociceptors because intrathecal capsaicin administration, which selectively
eliminates the central (dorsal horn) terminals of TRPV1-expressing afferents, completely
reversed the analgesic effect of LED phototherapy. Notably, the intrathecal injection of
capsaicin destroys unmyelinated C-fibers. These fibers express the neuropeptide substance P
(SP) and calcitonin gene-related peptide (CGRP), which constitutes the majority of C fiber
nociceptors [52].

Although LED treatment effectively reduces the pain behavior of animals induced by
chemical and thermal noxious stimuli, LED phototherapy requires further characterization.
Furthermore, phototherapy using laser or LED irradiation operates directly at the level of the
epidermal neural network, but the effects move to nerves in subcutaneous tissues, sympathetic
ganglia, and the neuromuscular junctions within muscles and nerve trunks. In addition,
phototherapy can act like an anesthetic agent by disrupting the cytoskeleton for several hours,
as evidenced by formation of reversible varicosities or beading along the axons, which in turn

cause mitochondria to “pile up” where the cytoskeleton is disrupted [7, 17, 18]. A correct



65

dose of phototherapy also decreases the mitochondrial membrane potential (MMP) in DRG
neurons, which reduces ATP production and consequently leads to neural blockade. The most
immediate effect of nociceptor blockade is pain relief, which occurs within a few minutes and
has been demonstrated by the timed onset of a conduction blockade in somatosensory-evoked
potentials (SSEPs) [12, 18].

In summary, our data clearly show that the analgesic effect of LED phototherapy may
be associated, at least in part, with its ability to directly or indirectly reduce the activation of
nociceptors by thermal and chemical (both endogenous and exogenous substances) noxious
stimuli. Additionally, we have also demonstrated that LED analgesia depends on the integrity
of central afferent C-fibers sensitive to capsaicin. Thus, LED phototherapy should be

considered an important tool for the management of acute pain.
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Legend to Figures

Figure 1. Schematic representation of the experimental design, treatments and tests performed

on this study.

Figure 2. Effect of LED phototherapy on nocifensive behavior induced by intraplantar
injection of formalin in mice. The total time spent licking the hind paw was measured during
the neurogenic phase (0-5 min, panel A and D) and the inflammatory phase (15-30 min,
panel B and E). Panel C represents the paw edema, as indicated by the difference paw
thickness before and after formalin challenge. Each point or column represents the mean

value obtained for 7 to 12 animals, and the vertical lines indicate the S.E.M. Inverted triangles

(V) and closed columns (C) indicate the LED off-state (control group), and the open circles

(0), squares ([]) and triangles (A) and open columns correspond to animals treated with

different doses of LED phototherapy. The asterisks denote the significance levels when
compared with the control group (one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls

test), *p< 0.05, **p< 0.01 and ***p< 0.001.

Figure 3. Effect of LED phototherapy on the nocifensive behavior of mice induced by an
intraperitoneal injection of acetic acid. Each column or point represents the mean value
obtained for 7 to 12 animals, and the vertical lines indicate the S.E.M. Closed columns (C)
indicate the LED off-state (control group), and open columns correspond to animals treated
with different doses LED phototherapy (panel A). The asterisks denote the significance levels
compared with the control group (one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls

test), **p<0.01 and ***p < 0.001. Panel B represents the time course of the analgesic effect of

LED phototherapy in the acetic acid test. Closed circles (®) indicate the LED off-state (C),
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and open squares (L]) correspond to animals treated with LED irradiation (390 mW/20 min)

for 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 7, and 8 h before acetic acid injection. The asterisks denote the
significance levels when compared with the control group (two-way ANOVA followed by

Bonferroni test, *p< 0.05, **p< 0.01 and ***p< 0.001.

Figure 4. Effect of LED phototherapy on the nocifensive behavior of mice induced by an
intraplantar injection of glutamate (20 umol/paw, panel A), bradykinin (3 nmol/paw, panel B)
or prostaglandin E2 (3 nmol/paw, panel C). Each column represents the mean value obtained
for 6 to 9 animals, and the vertical lines indicate the S.E.M. Closed columns (C) indicate the
LED off-state (control group), and open columns correspond to animals treated with LED
(390 mW/20 min) phototherapy. The asterisks denote the significance levels when compared

with the control group (unpaired Student’s t test), *p< 0.05 and **p< 0.01.

Figure 5. Effect of LED phototherapy on the nocifensive behavior of mice induced by an
intraplantar injection of capsaicin (5.2 nmol/paw, panel A), menthol (1.2 pmol/paw, panel B),
acidified saline (pH 5.0/paw, panel C) and cinnamaldehyde (10 nmol/paw, panel D and E).
Each column represents the mean value obtained for 6 to 8 animals, and the vertical lines
indicate the S.E.M. Closed columns (C) indicate the LED off-state (control group), and open
columns correspond to animals treated with LED (390 mW/20 min) phototherapy. Panels A-
D represent the results obtained from the application of LED irradiation to the ventral region.
Panel E represents the results obtained from the application of LED irradiation to the dorsal
region. The asterisks denote the significance levels when compared with the control group

(unpaired Student’s t test), *p< 0.05, **p< 0.01 and ***p<0.001.
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Figure 6. Effect of LED phototherapy on the nocifensive behavior of mice induced by an
intraplantar injection of phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, 50 nmol/paw, panel A) or
forskolin (10 nmol/paw, panel B). Each column represents the mean value obtained for 6 to 9
animals, and the vertical lines indicate the S.E.M. Closed columns (C) indicate the LED off-
state (control group), and open columns correspond to animals treated with LED (390 mW/20
min) phototherapy. The asterisks denote the significance levels when compared with the

control group (unpaired Student’s t test), *p< 0.05 and **p< 0.01.

Figure 7. Effect of LED phototherapy on the pain behavioral reflex of mice evoked by
noxious heat stimuli in the hot-plate test at 50 °C. Each column represents the mean value
obtained for 6 to 9 animals, and the vertical lines indicate the S.E.M. Closed columns (C)
indicate the LED off-state (control group), and open columns correspond to animals treated
with LED (390 mW/20 min) phototherapy. The asterisks denote the significance levels when

compared with the control group (unpaired Student’s t test), ***p< 0.001.

Figure 8. Involvement of central afferent fibers sensitive to capsaicin in the analgesic effect of
LED phototherapy in mice. Panel A represents the pain behavioral reflex evoked in response
to noxious heat stimuli (hot-plate test at 50 °C) following intrathecal capsaicin (10 pg/site) or
vehicle (5 pl/site) treatments. Panels B and D represent the nocifensive behavior measured
during the neurogenic phase (0-5 min, panel A) and the inflammatory phase (15-30 min,
panel B) of the formalin model following intrathecal capsaicin (10 pg/site) or vehicle (5
pl/site) treatments. Each column represents the mean value obtained from 8 animals, and the
vertical lines indicate the S.E.M. Closed columns (C) indicate the LED off-state (control
group), and open columns corresponds to animals treated with LED (390 mW/20 min)

phototherapy. The asterisks denote the significance levels when compared with the vehicle
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group not treated with LED irradiation (two-way ANOVA followed by Bonferroni test), **p<
0.01 and ***p< 0.001. NS, not significant when compared with the capsaicin group not
treated with LED irradiation or the vehicle group treated with LED irradiation (two-way

ANOVA followed by Bonferroni test).
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Table 1. Physical parameters (Output power, Energy density and Power

density) used in the experiments.

Irradiation
Output Energy density Power density
power (J/cm?) (mW/cm?)
10 20 30
min min min
234 mW 6.2 12.4 18.7 10.4
390 mW 10.4 20.8 31.2 17.3
780 mW 20.8 41.6 62.4 34.6




6 DADOS ADICIONAIS

6.1 Materiais e métodos

6.2 Drogas e reagentes

Morfina (Unido Quimica, Brazil), cloridrato de naloxona (Cristalia, SP, Brasil), L-
arginina, D-arginina ¢ Nw-nitro-L-arginina (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, USA),
adenosina, cafeina, 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina (DPCPX) foram dissolvidos em solucéo
salina (0,9 %), {1,3,5}triazin-5-il-amino]etil)fenol (ZM 241385) (Tocris Cookson Inc.,
Ellisville, EUA) foram dissolvidos em solucdo salina (0,9%) com 5% de dimetil sulfoxido
(DMSO). A concentracao final de DMSO nao excedeu 5% e ndo causou qualquer efeito ‘per

2

SC.

6.3 Envolvimento opioidérgico

Para avaliar o envolvimento do sistema opioide no efeito analgésico da LEDT, os
animais foram pré-tratados com: uma injecdo sistémica de solucdo salina (10 ml/kg, i.p.) ou
naloxona (antagonista ndo seletivo de receptores opioides, 10 mg/kg, i.p.) 20 minutos antes do
tratamento com a LEDT (390 mW, 20,8 J/cm?) ou morfina (agonista ndo seletivo de
receptores opioides, 2,5 mg/kg, s.c.). A nocicepcdo aguda causado pelo cinamaldeido foi
avaliada imediatamente ap0s o tratamento com a LEDT e 30 minutos apds o tratamento com a
morfina. As doses de todas as substéncias utilizadas foram escolhidas com base nos dados da
literatura (MARTINS et al., 2012).

6.4 Envolvimento do Sistema Adenosinérgico

Para avaliar o envolvimento do sistema adenosinéergico no efeito analgésico da LEDT,

0s animais foram pré-tratados com: uma injecdo sistémica de solucdo salina (10 ml/kg, i.p.)
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ou cafeina (antagonista ndo seletivo de receptores adenosinérgicos, 10 mg/kg, i.p.) 20 minutos
antes do tratamento com a LEDT (390 mW, 20,8 J/cm?2) ou adenosina (agonista néo seletivo
de receptores adenosinérgicos, 100 mg/kg, i.p.). A nocicepcdo aguda causado pelo
cinamaldeido foi avaliada imediatamente apos o tratamento com a LEDT e 30 minutos ap0s o

tratamento com adenosina.

6.4.1 Envolvimento do receptor Al

Com o objetivo de evidenciar a participacdo do receptor Al de adenosina na acao
antinociceptiva da LEDT, os animais foram pré-tratados com DPCPX (antagonista seletivo do
receptor Al, 1e 3 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10 ml/kg, i.p.), 20 minutos antes do tratamento com
a LEDT (390 mw, 20,8 Jicm? ou adenosina (agonista ndo seletivo de receptores
adenosinérgicos, 100 mg/kg, i.p.). A nocicepcdo aguda causado pelo cinamaldeido foi
avaliada imediatamente ap0ds o tratamento com a LEDT e 30 minutos apds o tratamento com

adenosina.

6.4.2 Envolvimento do receptor A2A

Com o objetivo de evidenciar a participacdo do receptor A2A de adenosina na agéo
antinociceptiva da LEDT, os animais foram pré-tratados com ZM-241385 (antagonista
seletivo do receptor A2A, 3 e 10 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10 ml/kg, i.p.) 20 min antes do
tratamento com a LEDT (390 mWw, 20,8 J/cm?) ou adenosina (agonista ndo seletivo de
receptores adenosinérgicos, 100 mg/kg, i.p.). A nocicepc¢éo aguda causado pelo cinamaldeido
foi avaliada imediatamente apds o tratamento com a LEDT e 30 minutos ap6s o tratamento

com adenosina.
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6.5 Envolvimento da Via L-arginina/éxido nitrico

Para investigar o papel da via L-arginina/éxido nitrico no efeito antinociceptivo
induzida pela LEDT, os animais foram pre-tratados com solucéo salina (10 ml/kg, i.p.) ou L-
arginina (um precursor do 6xido nitrico, 600 mg/kg, i.p.) e D-arginina (isémero inativo da L-
arginina, 600 mg/kg), 20 minutos antes do tratamento com a LEDT (390 mW, 20,8 J/cm?) ou
No-nitro-L-arginina (L-NOARG, um inibidor de 6xido nitrico, 75 mg/kg, i.p.), tal como foi
previamente descrito (SANTOS et al., 1999). A nocicep¢do aguda causado pelo cinamaldeido
foi avaliada imediatamente ap6s o tratamento com a LEDT e 30 minutos apds o tratamento
com L-NOARG.



7 RESULTADOS

7.1 Envolvimento opioidérgico

Os resultados apresentados na Figura 11 demonstram que o tratamento com a LEDT
(390 mw, 20,8 J/cm?) e a morfina (2,5 mg/kg, s.c.), usada como controle positivo, reduziram
a nocicepcdo causada pelo cinamaldeido, (p<0,05). Entretanto, a administracdo prévia de
naloxona (10 mg/kg, i.p.) reverteu (p<0,05) o efeito analgésico da morfina e da LEDT,
guando administrada por via intraperitoneal. A administracdo da naloxona ndo causou
nenhum efeito per se na nocicepcdo induzida pelo cinamaldeido, quando comparado com o

grupo que recebeu veiculo.

[ Veiculo (10 mL/kg, i.p.) Ml Naloxona (10 mg/kg, i.p.) [ Veiculo (10 mL/kg, i.p.) El Naloxona (10 mg/kg, i.p.)
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Figura 11 — Envolvimento do sistema opioide no efeito antinocicepcdo da LEDT

Efeito da pré-administracdo de naloxona sobre a atividade antinociceptiva da LEDT (390 mW, 20,8 J/cm?) e da
morfina (2,5 mg/kg, s.c.) sobre a atividade antinociceptiva da LEDT e morfina. Naloxona administrada por via
intraperitoneal (10 mg/kg, i.p.). Os dados séo expressos como a média £ EPM, N = 8-10 animais. *p<0,05 indica
diferenca estatistica entre o grupo tratado com morfina ou LEDT e grupo controle ndo tratado; #p<0,05 entre
morfina ou LEDT e tratamento naloxona. A estatistica foi realizada por analise de variancia de uma via
(ANOVA) seguida de Newman-Keuls.
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7.2 Envolvimento do sistema Adenosinérgico

Os resultados apresentados na Figura 12 demonstram que o tratamento com a LEDT
(390 mW, 20,8 J/cm?) e a adenosina (100 mg/kg, i.p.), utilizada como controle positivo,
reduziram a nocicepcao causada pelo cinamaldeido em camundongos (p<0,001 e p<0,01) e
que tal efeito foi revertido pelo pré-tratamento dos animais com a cafeina (10 mg/kg, i.p.),
tanto no efetio da LEDT como no da adenosina (p<0,01). A administracdo da cafeina nédo
causou nenhum efeito per se na nocicepcdo induzida pelo cinamaldeido, quando comparado

com o grupo que recebeu veiculo.

[ Veiculo (10 mL/kg, i.p.) M Cafeina (10mg/kg, i.p.) [ Veiculo (10 mL/kg, i.p.) ER Cafeina (10 mg/kg, i.p.)
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Figura 12 — Envolvimento do sistema adenosinérgico no efeito antinociceptivo da LEDT

Efeito da pré-administracdo de cafeina (10 mg/kg, i.p.) sobre a atividade antinociceptiva da LEDT (390 mW,
20,8 J/cm?) e da adenosina (100 mg/kg, i.p.) apds o modelo do cinamaldeido. Cafeina administrada por via
intraperitoneal. Os dados séo expressos como a média + EPM, N = 8-10 animais. **p<0,01 indica diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle ndo tratado com adenosina; ##p<0,01 entre cafeina + adenosina e
adenosina. ***p<0,001 indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle ndo tratado e tratamento com
LEDT; ##p<0,01 indica diferenca estatistica entre tratamento com LEDT e cafeina + tratamento. A estatistica foi
realizada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de Newman-Keuls.

Os resultados apresentados na Figura 13 demonstram que o tratamento com a LEDT
(390 mW, 20,8 J/cm?) e a adenosina (100 mg/kg, i.p.), utilizada como controle positivo,
reduziram a nocicepcao causada pelo cinamaldeido em camundongos (p<0,05), e que o pré-
tratamento dos animais com DPCPX (1 mg/kg, i.p.) e ZM 241385 (3 mg/kg, i.p.), reverteram
0 efeito antinociceptivo da adenosina, (p<0,01) porém, ndo foram capazes de reverter o efeito
antinociceptivo da LEDT. Entretanto, nas doses, 3 mg/kg de DPCPX e 10 mg/kg de ZM
241385 (Figura 14), houve a reversdo do efeito antinociceptivo da adenosina e da LEDT
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(p<0,001 e p<0,01). A administracdo d DPCPX e do ZM 241385 ndo causaram nenhum efeito
per se na nocicep¢do induzida pelo cinamaldeido, quando comparado com o grupo que

recebeu veiculo.

3 Veiculo (10 mL/kg, i.p.) BB ZM 241385 (3 mg/kg, i.p.) [ Veiculo (10 mL/kg, i.p.) ER ZM 241385 (3 mg/kg, i.p.)
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Figura 13 — Envolvimento dos receptores Al e A2 a adenosinergicos no efeito
antinociceptivo da LEDT

Efeito da pré-administragdo de DPCPX (1 mg/kg, i.p.) e ZM 241385 (3 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antinociceptiva da LEDT (390 mW, 20,8 J/cm?) e adenosina (100 mg/kg, i.p.). Os dados sdo expressos como a
média £ EPM, N = 8-10 animais. *p<0,05 indica diferenca estatistica entre grupos tratados (LEDT ou adenosina)
e 0 grupo controle ndo tratado; ##p<0,01 indicam diferenca estatistica entre o tratamento (adenosina) e DPCP X
+ adenosina ou ZM 241385 + adenosina, respectivamente. A estatistica foi realizada por andlise de variancia de
uma via (ANOVA) seguida de Newman-Keuls.
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Figura 14 — Envolvimento dos receptores Al e A2 a adenosinergicos no efeito
antinociceptivo da LEDT

Efeito da pré-administracdo de DPCPX (3 mg/kg, i.p.) e ZM 241385 (10 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antinociceptiva da LEDT (390 mW, 20,8 J/cm?) e adenosina (100 mg/kg, i.p.). Os dados sdo expressos como a
média + EPM, N = 8-10 animais. ** p<0,01 e **p<0,001 indica diferenca estatistica entre o grupo tratado com
(LEDT ou adenosina) e o grupo controle ndo tratado, respectivamnete; #p<0,05 e ##p<0,001 indicam diferenga
estatistica entre o tratamento (LEDT ou adenosina) e DPCPX + tratamento ou ZM 241385 + tratamento,
respectivamente. A estatistica foi realizada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de Newman-
Keuls.
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7.3 Envolvimento da via L-arginina/oxido nitrico

Os resultados apresentados na Figura 15 demonstram que o tratamento com a LEDT
(390 W, 20,8 J/lcm?) e com L-NOARG (75 mg/kg, i.p.), utilizada como controle positivo,
reduziram a nocicepcao causada pelo cinamaldeido ( p<0,0001) e que tal efeito foi revertido
de forma significativa (p<0,001) pela pré-administracéo sistémica de L-arginina (600 mg/kg,
i.p.) e ndo pela D-arginina (600 mg/kg, i.p.). A administracdo da L-arginina e da D-arginina
ndo causaram nenhum efeito per se na nocicepcdo induzida pelo cinamaldeido, quando

comparado com o grupo que recebeu veiculo.
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Figura 15 — Envolvimento da via L-arginina/6xido nitrico no efeito antinociceptivo da
LEDT

Efeito da pré-administracdo de L-arginina (600 mg/kg, i.p.) sobre a atividade antinociceptiva da LEDT e L-
NOARG (390 mW, 20,8 J/cm?) e da L-NOARG (75 mg/kg, i.p.). Os dados sdo expressos como a média + EPM,
N = 8-10 animais. ***p<0,0001 indica diferenca estatistica entre grupos tratados (LEDT ou L-NOARG ou D-
arginina) e o grupo controle ndo tratado; ##p<0,001 indica diferenca estatistica entre o tratamento (LEDT ou L-
NOARG ou D-arginina) e L-arginina. A estatistica foi realizada por anélise de varidncia de uma via (ANOVA)
seguida de Newman-Keuls.



8 DISCUSSAO

Sabe-se que a prevaléncia da dor aguda é elevada e seu tratamento, um tema
desafiador. Ela pode ser resultado de diversas condi¢des, como dor pds-traumatica, dor em
emergéncias clinicas e dor pds-operatoria que é uma das formas mais comuns de dor aguda.
Durante esse tempo, 0 paciente pode experimentar efeitos sobre seu estilo de vida que podem
limitar a execucdo de tarefas que anteriormente eram realizadas em seu cotidiano, requerendo
0 uso de analgésicos e podendo exigir um periodo de reabilitacdo (D'ARCY, 2011).

Devido a este problema, a procura por novas terapias complementares tém sido
aplicada na melhoria da qualidade de vida de pacientes com dor e continua sendo um dos
grandes alvos da medicina moderna. (DRAY, 2008). Recentemente vérias pesquisas tém
investigado 0s mecanismos subjacentes aos efeitos de diferentes terapias, como manipulacéo
articular do tornozelo (MARTINS, 2012-2013); acupuntura (WARD, 2013), massagem
terapéutica (MITCHINSON, 2009) e fototerapia (CIDRAL-FILHO et al., 2014). Com isso,
essas terapias vém recebendo um maior embasamento cientifico dando suporte para aplicacdo
destas na clinica.

Os dados apresentados neste trabalho reforcam o seu uso na pratica clinica, e
demonstram que a LEDT apresenta um importante efeito antinociceptivo (analgésico). Além
disso, ampliamos os possiveis alvos pelos quais a LEDT atuaria no controle da dor.

Essa discussdo serd apresentada em duas partes, (1°) resultados descritos no artigo:
“Light-Emitting Diode (LED) phototherapy reduces nocifensive behavior induced by thermal
and chemical noxious stimulis in mice: evidences for an involvement of capsaicin-sensitive
central afferents fibers, (2°) dados adicionais obtidos durante o desenvolvimento deste
trabalho.

Os resultados contidos no artigo demonstram que a LEDT apresentou efeito
nociceptivo, nos testes da formalina, &cido acético, também foi efetivo na nocicepcdo
induzida na administracdo de glutamato, cinamaldeido, capsaicina, mentol, salina acidificada,
bradicinina, prostaglandina, PMA e forscolina. Além disso, demostramos que o efeito
antinociceptivo da LEDT envolve a participacdo de fibras C nociceptivas, bem como
envolvimento opioide.

Inicialmente, 0 modelo da formalina foi utilizado para avaliar uma possivel atividade

antinociceptiva e anti-inflamatoria da LEDT. Neste mesmo modelo foi realizada a



93

padronizacdo do tratamento, o qual visou avaliar qual seria o0 melhor efeito dose resposta. O
teste da formalina (2,5%), considerado como um modelo classico, pois € muito semelhante as
respostas humanas a estimulos dolorosos, sendo este teste nociceptivo frequentemente usado
para avaliar as respostas comportamentais a estimulacdo nociva através de uma resposta
bifasica (WHEELER-ACETO; COWAN, 1991; TJOLSEN et al.,, 1992; ABBOTT et al.,
1999). A primeira fase resulta de uma estimulagdo quimica direta sobre as fibras aferentes
nociceptivas, principalmente fibras C, e pela liberacédo de substancia P (HEAPY; JAMIESON;
RUSSEL, 1987; VANEGAS; SCHAIBLE, 2004; ALMEIDA et al., 2013). Por outro lado, a
segunda fase esta associada com o desenvolvimento de uma resposta inflamatdria, através da
liberacdo de mediadores algogénicos como prostaglandinas, serotonina, histamina e glutamato
(MURRAY; PORRECA; COWAN, 1988; RUJANAWATE; KANJANAPOTHI;
PANTHONG, 1998; ALMEIDA et al.,, 2013) uma vez liberados ativam seus receptores
especificos localizados no nociceptor. Os resultados deste estudo mostram que a LEDT
resultou em um efeito antinociceptivo em ambas as fases do teste da formalina, uma vez que
este envolve um grande nimero de mediadores. Posteriormente, investigamos em modelos
especificos de nocicepcdo, possiveis mecanismos de acao envolvidos no efeito da LEDT.

Ainda, avaliamos o edema de pata induzido pela formalina, o qual é um modelo
simples de inflamacdo aguda sub-cronica, sendo usado como teste inicial para avaliar agentes
antiartriticos e anti-inflamatérios (GREENWALD, 1991). A LEDT mostrou um efeito
inibitério no desenvolvimento do edema, confirmando assim, seu efeito antiedematogénico
(ANDRADE et al., 2014).

Outra abordagem utilizada neste trabalho para investigar o efeito antinociceptivo da
LEDT, foi o modelo do acido acético (0,6 %), um modelo classico de dor somato-visceral
utilizado na triagem de terapias com potencial analgésico. A resposta nociceptiva ao acido
acético pode envolver uma estimulacéo direta das fibras aferentes pelo agente algogénico ou
indiretamente, através de uma reacdo inflamatdéria aguda provocada pela liberacdo de
mediadores enddgenos como glutamato, serotonina, bradicinina e, principalmente,
prostaglandinas, além de citocinas (COLLIER et al., 1968; RIBEIRO et al., 2000; IKEDA
etal. 2001) que estimulam ou sensibilizam os neurénios nociceptivos resultando no
comportamento de contor¢bes abdominais (TRONGSAKUL et al., 2003). Além disso, a
nocicepc¢do no local da injecdo também pode ser mediada pela dissocia¢do de protons os quais
estimulam canais TRPV1 e ASICs, localizados nas fibras aferentes priméarias (IKEDA, 2001;
JULIUS; BASBAUM, 2001; COUTAUX et al., 2005). Este tipo de teste, embora considerado

de baixa especificidade, apresenta uma alta sensibilidade e poder preditivo de eficacia clinica,
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uma vez que as doses efetivas (DE50) obtidas em roedores geralmente sdo semelhantes as
doses analgésicas em humanos (COLLIER et al., 1968; DUBINSKY et al., 1987; LE BARS
et al.,, 2001). Neste modelo de nocicepcdo, a LEDT mostrou-se eficiente ao reduzir
significativamente o nimero de contor¢des em todas as doses testadas.

Considerando os nossos resultados obtidos nos testes de formalina e do acido acético,
0S quais possuem uma participacdo importante dos receptores glutamatérgicos, dos canais
TRPAL, TRPV1, ASIC os quais sdo expressos em fibras do tipo C nociceptivas, investigamos
o0 envolvimento destes no efeito antinociceptivo da LEDT.

Esta estabelecido que o TRPAL é um canal de cations ndo seletivo, expresso nas fibras
C ¢ A9, que também expressam TRPV1, o que demonstra uma possivel interacdo funcional
desses canais. De fato, 97% dos neurbnios que expressam TRPAL também expressam
TRPV1, enquanto apenas 30% de fibras expressando TRPV1 também expressam TRPAL
(STORY et al., 2003; JULIUS, 2013). Estes sdo importantes para a excitacdo neuronal
levando a liberacdo de neuropeptideos inflamatorios e ao aumento da sensibilidade dolorosa.
Ambos 0s canais também sdo ativados pela liberacdo de agentes inflamatorios a partir de
células ndo neuronais (como queratindcitos, mastocitos, dentre outras) na area da lesdo do
tecido (HUANG; ZHANG; MCNAUGHTON, 2006; BAUTISTA; PELLEGRINO;
TSUNOZAKI, 2013). Mcnamara e colaboradores (2007) ressaltam que o TRPAL é o
principal local onde a formalina interage para produzir a dor caracteristica do teste, excitando
neurdnios sensoriais, desempenhando um papel muito importante na dor inflamatdria
juntamente com os canais TRPV1.

Considerando especificamente a importancia dos TRPV1, TRPALl, TRPM8 e ASIC
nos modelos investigados, o passo seguinte foi verificar o efeito da LEDT sobre a nocicepgéo
induzida pela ativacéo seletiva destes canais.

Nossos resultados mostram que a LEDT reduziu o tempo em que 0s animais lambiam
ou mordiam a pata injetada tanto com capsaicina, um potente ativador de receptores TRPV1,
quanto com cinamaldeido (agonista TRPAL), indicando estes como um outro possivel
mecanismo de acdo desta terapia. Adicionalmente investigamos o possivel envolvimento de
canais TRPM8 o qual, tem sido demonstrado importante para deteccdo do frio nocivo
(CALIXTO et al., 2005). Nossos dados mostram que a LEDT reduz a resposta nociceptiva
induzida pela injecéo i.pl. de mentol (agonista TRPMS). Juntos, esses dados evidenciam que a
acdo da LEDT é em parte pela reducdo da nocicepcao induzida pela ativacdo de receptores
TRPV1, TRPAl e TRPMS.
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Além disso, investigamos o efeito da LEDT na nocicepcao induzida pela ativagéo de
ASICs, estes estdo envolvidos na transmissdo nociceptiva, sobretudo em condigdes
inflamatdrias. Muitos estudos tem demonstrado que a expressdo de ASICs é aumentada por
mediadores pré-inflamatorios (MAMET et al., 2002) e, junto com o TRPV1 ativado,
desempenham papéis complementares na sensibilizacao/ativacdo dos neur6nios sensoriais por
protons (BAGGIO et al., 2012). No estudo em questdo, a LEDT reduziu a nocicepgdo
induzida pela salina acidificada. Este efeito indica que a inibicdo de canais ASICs é outro
possivel mecanismo de acdo da LEDT.

Nossos resultados também mostram que a LEDT produz uma inibicéo significativa da
resposta nociceptiva causada pela injecao intraplantar de glutamato. O glutamato é o principal
neurotransmissor do SNC incluindo as vias nociceptivas, e possui um papel importante na
transmissdo nociceptiva periférica mediada por diferentes tipos de receptores (metabotrépicos
ou ionotrdpicos) (BEIRITH et al., 2002; MILLAN, 1999; FUNDYTUS, 2001). Assim, esse
dado sugere que o efeito da LEDT pode ser em parte pela reducdo da transmissdo
glutamatérgica.

No modelo de nocicepcdo induzida no teste da placa quente, a LEDT mostrou
aumento significativo no tempo de laténcia para lamber ou morder qualquer uma das patas
posteriores; e demonstrou uma efetividade similar comparada a morfina, usada como controle
positivo. Este modelo é comumente utilizado para a investigacdo de substancias com efeito
centrais frente a um estimulo agudo e ndo inflamatdrio, sendo sua acdo influenciada por
opioides (De AQUINO et al., 2013). Logo, a acdo da LEDT, em prolongar a laténcia da
resposta nociceptiva, indica sua habilidade em influenciar mecanismos centrais da dor.

Com o intuito de explorar o envolvimento das fibras sensiveis a capsaicina no efeito
antinociceptivo da LEDT foi realizada a dessensibilizacdo dos animais com capsaicina pela
via intratecal os quais foram posteriormente submetidos ao modelo de formalina. Tal ensaio
leva a ablagéo de grande parte dos terminais centrais das fibras C sensitivas a capsaicina. Os
dados mostraram que a nocicepcao induzida pela formalina € dependente de fibras C e que a
dessensibilizacdo alterou o perfil de agédo da LEDT. Sugere-se, portanto, que a agdo da LEDT
em reduzir a resposta nociceptiva da formalina é dependente de fibras C.

Além destes sistemas classicos de inducdo da dor, deve-se considerar ainda que a
transmissdo nociceptiva envolve vias de sinalizacdo intracelulares, mediadas por segundos
mensageiros (JULIUS; BASBAUM, 2001). Neste trabalho, nds investigamos o efeito da
LEDT sobre a nocicepcao induzida pela ativacdo das proteinas PKA e PKC.
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A PKA constitui o principal alvo do AMPc, um dos segundos mensageiros
intracelulares mais abundantes, esta por sua vez tem como alvo de fosforilagéo, canais i0nicos
(NMDA, GIuR1 e TRPV1), proteinas associadas a liberacdo de neurotransmissores e
transcricio génica (SKALHEGG e TASKEN, 1997; PINTO et al., 2008; TAYLOR et al.,
2008). Estudos prévios demonstram que a nocicepc¢do induzida por carragenina, formalina e
acido acético é revertida por inibidores ou delecdo génica de PKA e/ou PKC (MALMBERG
etal., 1997; KHASAR et al., 1999).

A via de sinalizacgio AMPC/PKA pode ser ativada por diferentes receptores
(SKALHEGG e TASKEN, 1997). Como exemplo, receptores E1 para prostandides (EP1), sdo
acoplados a proteina Gs que ativam a adenilato ciclase aumentando os niveis de AMPc, bem
como administracdo exdgena de forscolina (ativador da AC). Foi demostrado que a ativacao
desta via pela administracdo de PGE2, esta relacionada com a hipersensibilidade mecanica,
que por sua vez é revertida por inibidores da PKA. (TAIWO e LEVINE, 1991; ALEY et al.,
1999; MILLAN, 1999; KASSUYA et al., 2007; SACHS et al., 2009).

Além da PKA, outra cinase bastante envolvida no processamento nociceptivo € a PKC
(SACHS et al., 2009). Uma vez ativada a PKC ¢é capaz de fosfolilar componentes celulares
como enzimas, canais idnicos de receptores (ex. TRPV1), e estd relacionada aos efeitos
nociceptivos causados por diversos mediadores, como a PGE2 (via receptores EP4),
bradicinina, endotelinas e adrenalina ou por ativadores exdgenos, como o PMA (ativador de
PKC) (FERREIRA et al.,, 2005; SACHS et al., 2009). Alguns estudos demonstram que
inibidores da PKC sdo capazes de reduzir a sensibilizacdo de nociceptores causada por PGE2,
bradicinina, carragenina e histamina (FERREIRA et al., 2005; FERREIRA; SILVA,
CALIXTO, 2004; MEOTTI et al., 2006). Além disso, existe uma interacdo funcional entre os
receptores B2 e os canais TRPAL, por um mecanismo dependente da ativagdo da PKA,
dependente da liberagdo do Ca*?intracelular. (LIEBMANN e BOHMER, 2000; WANG et al.,
2008).

Considerando a importancia da PKA e da PKC na transmissdo nociceptiva e no
desenvolvimento da hipersensibilidade, foi investigado na sequéncia, se o0 efeito
antinociceptivo da LEDT poderia ser devido a modulagdo destas vias. Para tanto, foi utilizado
0 modelo de nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de ativadores das cascatas
mediadas por PKA (PGE2 e FKC) e por PKC (BK, PMA). Como resultado, foi observado que
o0 pré-tratamento com a LEDT foi capaz de prevenir a resposta nociceptiva pela PGE2, BK,
FKC e PMA. Desta forma, os resultados apresentados sugerem que a LEDT pode exercer seu

efeito antinociceptivo por modulacéo das vias da PKC e PKA.
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Nesta segunda parte sdo apresentados os dados adicionais deste trabalho, na qual
investigamos possiveis mecanismos de controle da dor, envolvidos no efeito da LEDT. Para
tanto, escolhemos o modelo de nocicepcao induzida pelo cinamaldeido (ativador de TRPA1L),
uma vez que neste, obtivemos a maior inibicdo, e ainda por apresentar ineditismo quanto ao
efeito da LEDT no controle da dor mediada por este receptor.

Sabe-se que as sensacOes de dor podem ser modificadas por sistemas descendentes
inibitérios enddgenos, como por exemplo, 0s sistemas adrenérgicos, adenosinérgicos,
serotonérgico, opioide e canabindide, via liberacdo de substancias como noradrenalina,
adenosina, serotonina, opioides e canabindides enddgenos, respectivamente. A ativacdo destes
sistemas modifica a liberacdo de glutamato das fibras aferentes primarias e a liberacdo de
GABA e glicina, alterando a transmissdo da informacao nociceptiva aos centros superiores e,
desta forma, reduzindo a intensidade da percepc¢éo dolorosa (MILLAN, 2002; YOSHIMURA
e FURUE, 2006).

Dadas as semelhancas entre a LLLT e a LEDT, e com base no fato de que analgesia
induzida pela LLLT € codificada por, entre outras substancias endogenas, peptideos opioides
(PERES; SERRA; ASHMAWI, 2010; HONMURA et al., 1993; FERREIRA et al., 2005;
HAGIWARA et al., 2008) assim como pelo 6xido nitrico (NO) (HUANG et al., 2004;
MORIYAMA et al., 2005; 2009; GOMES; DALMARCO; ANDRE, 2012; SONG; ZHOU;
CHEN, 2012), o passo seguinte foi investigar no modelo de nocicep¢do aguda induzida pelo
cinamaldeido, a possivel participacdo do sistema opioidérgico e adenosinérgico assim como a
participacdo da via L-arginina/éxido nitrico, no efeito da LEDT. O presente estudo mostrou
que o sistema opioidérgico parece estar envolvido na acdo antinociceptiva da LEDT. Isso
pode ser demonstrado pelo fato de que o pré-tratamento dos animais com naloxona,
antagonista ndo seletivo de receptores opioides, foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo
da LEDT, assim como da morfina, agonista ndo seletivo de receptores opioides,
respectivamente. Assim, esse dado estd de acordo com o resultado de Cidral-Filho e
colaboradores (2014), onde demonstraram que a atividade anti-hiperalgésica induzida pela
LEDT 950 nm é mediada por receptores opioides.

Uma vez que todas as trés classes principais de receptores opioides (i, 8 e k) estdo
presentes em terminais dos nervos sensoriais perifericos em animais € em seres humanos
(STEIN; LANG, 2009), sdo necessarios estudos adicionais para determinar quais receptores
estédo envolvido na analgesia induzida pela LEDT.

Sabe-se que diversos agentes podem alterar a disponibilidade extracelular de

adenosina e subsequentemente diminuir a transmissdo da dor (NASCIMENTO, 2010),
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incluindo o tratamento com terapias integrativas, tal como a acupuntura (GOLDMAN et al.,
2010; BARCALA, 2014). N&o h& dados na literatura sobre o envolvimento do sistema
adenosinérgico nos efeitos analgésicos da LLLT, entretanto, Cidral e colaboradores (2013),
demonstraram no modelo de incisdo plantar, a participacdo do sistema adenosinérgico no
efeito analgésico da LEDT.

O presente estudo mostrou que o sistema adenosinérgico também parece estar
envolvido na acdo antinociceptiva da LEDT. Isso pode ser demonstrado pelo fato de que o
pré-tratamento dos animais com cafeina, antagonista ndo seletivo de receptores
adenosinérgicos, foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo da LEDT, assim como da
adenosina, agonista nao seletivo de receptores adenosinérgicos. Além disso, o efeito
analgésico da LEDT envolve a participacdo especifica de receptores Al e A2A em nivel
periférico. 1sso pode ser demostrado pelo pré-tratamento dos animais com DPCPX
(antagonista seletivo de receptor Al) e ZM 241385 (antagonista seletivo de receptor A2A),
reverteram o efeito antinociceptivo da LEDT. Sabe-se que o receptor A1 medeia analgesia,
enquanto o A2A facilitava a transmissdo nociceptiva na periferia. Entretanto, a ativacdo do
receptor A2A, induz um aumento da producdo de AMPc (que pode induzir dor) e também a
abertura de canais de K* (que pode reduzir a dor) (SAWYNOK, 1998; REGAYA, PHAM
etal., 2004; JACOBSON; GAO, 2006). Os mecanismos exatos por meio dos quais a LEDT
exerce seu efeito analgésico via receptores adenosinérgicos Al e A2A precisam ser ainda
elucidados, principalmente para explicar precisamente como o receptor A2A atua em
determinadas situacdes e tipos de dor, uma vez que ele também pode ser util em futuras
abordagens clinicas.

Além disso, sabe-se que 0 agonistas opioides podem estimular o sistema
adenosinérgico, por exemplo, a administracdo de morfina pode estimular receptores opioides
espinais a efetuar a liberagdo de adenosina que, por sua vez, atua em receptores
adenosinérgicos induzindo analgesia. De fato, consequéncias relevantes das interagcdes entre
adenosina e os opioides podem ser observadas no controle da dor neuropatica (RIBEIRO;
SEBASTIAO, 2009). Este fato também foi demonstrado em humanos (EISENACH et al.,
2004), em que voluntarios saudaveis recebiam injecéo intratecal de morfina e foi demonstrado
aumento das concentracdes de adenosina na medula espinal. Uma vez que a liberacdo de
adenosina induzida pela morfina contribui para o controle da dor, devido as acdes
antinociceptivas, a diminuicdo na liberacdo de adenosina, neste caso, pode explicar a
diminuicdo da eficicia e poténcia de opioides como, por exemplo, no tratamento da dor
neuropética (RIBEIRO; SEBASTIAO, 2009).
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A partir do conjunto dos resultados obtidos nos experimentos farmacologicos com 0s
sistemas enddgenos de controle da dor, sugere-se que o efeito analgésico da LEDT envolva
uma complexa interacdo entre os sistemas aqui investigados.

Por outro lado, outras moléculas sinalizadoras participam da transmissao nociceptiva,
entre elas o NO, um gés neuroativo capaz de modular canais iénicos, desempenhando assim
um papel importante em estados agudos e crbnicos de dor, tanto a nivel central como
periférico. Recentemente foi demonstrado que o NO foi capaz de ativar os receptores TRPV1,
TRPAL e TRPMS, canais de ions polimodais que detectam estimulos nocivos, presentes em
nociceptores periféricos (MALKIA et al., 2007; MIYAMOTO et al., 2009).

Muitos estudos demonstram que a terapia fotonica de baixa intensidade reduz a
expressao de NO de uma forma dependente da dose (MORIYAMA et al., 2009; GOMES;
DALMARCO; ANDRE, 2012; HUANG; LU; KAO, 2012; SONG et al., 2012). Em
consonancia com estes dados, os resultados aqui apresentados sugerem que um dos
mecanismos possiveis da analgesia induzida pela LEDT, seja a diminui¢do dos niveis de NO
no processo inflamatoério, uma vez que o efeito da LEDT foi prevenido pela pré-administracéo
de L-arginina. Os resultados aqui obtidos confirmam tal hipdtese, uma vez que a
administracdo de L-NOARG (inibidor da enzima NO sintase) reduziu a nocicepcao induzida
pelo cinamaldeido em camundongos, e que a pré-administracdo sistémica de L-arginina (um
precursor do NO) previne este efeito. Adicionalmente, realizamos um ensaio com a D-
arginina (isdbmero inativo da arginina) e verificamos que ndo houve a prevencdo do efeito
antinociceptivo da LEDT, indicando a participacdo desta sobre a via L-arginina/NO. Da
mesma forma, resultados do nosso laboratério, Cidral-Filho e colaboradores (2014)
demostraram no modelo de dor p6s-operatoria, que o pré-tratamento com L-arginina reverteu
o efeito antinociceptivo da LEDT.

Embora ndo investigado diretamente no modelo de dor pos-operatéria, a LEDT
apresentou atividade antinociceptiva em modelos agudos, como a dor induzida pelos
mediadores inflamatdrios, prostaglandina, bradicinina, dor induzida por agonistas de TRPA1,
TRPV1, TRPMS8, ASIC e glutamato, os nossos dados sugerem que o efeito antinociceptivo da
LEDT envolva a inibigdo na transmissdo nociceptiva produzida pelos receptores e canais
avaliados.

Coletivamente, os resultados apresentados demonstram que a emissdo de luz por
diodo possui importante efeito antinociceptivo em modelos agudos, com envolvimento
inflamatorio, e tal efeito parece ser mediado por interagdo com canais TRPA1l, TRPV1,
TRPMS8 e ASIC, e com a via de sinalizacdo AMPc/PKA e PLC/PKC, além da participacédo
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glutamatérgica, opioidérgica, adenosinérgica e da via L-arginina/oxido nitrico, conforme
ilustrado na Figura 16. Tais resultados evidenciam o uso da LEDT na terapéutica e reforcam
Seu uso na pratica clinica.

< —
Ativacio
‘ ee oo
eee cece —_
9| 4 e eo Inibigdo

EP/A;y  OpRA; BR/mGIR mGluR TRPMS TRPAI TRPVI  ASIC  Ca® Na- H* (Protons)

Figura 16 — Representacdo esquematica dos possiveis mecanismos envolvidos no efeito
antinociceptivo da LEDT

O esquema representa um terminal nociceptivo com diversos receptores, 0s quais podem ser ativados por
diferentes estimulos (térmicos, quimicos ou mecéanicos). Tais estimulos podem ativar o nociceptor através de
canais idnicos (TRPs, ASICs, gluR), GPCRs (pela via de sinalizagdo PLC/PKC e/ou AC/AMPc/PKA) e RTKSs,
promovendo assim a nocicepgdo. Por outro lado, o pré-tratamento com a LEDT mostrou-se na prevencéo da
resposta a diferentes estimulos algicos, e esse efeito parece estar envolvido na via PKA/AMPC e PLC/PKC, e da
L-arginina/NO, bem como favorece a ativagdo da via inibitéria da dor a partir do sistema opioide e
adenosinérgico.

Fonte: Elaborado pela autora (2015); Criacéo e arte por Leandro Flores do Nascimento (2015).



9 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que a LEDT, aplicada sistemicamente, apresentou
0s seguintes efeitos:

- Através do modelo da formalina, observou-se que a LEDT reduziu o tempo em que o
animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata apds a injecdo do agente algico, na fase

neurogénica e na fase inflamatoria;

- Reducéo no edema de pata induzido pela injecéo i.pl. de formalina, evidenciando um

efeito anti-inflamatério local;

- Atividade antinociceptiva no modelo do &cido acético (reduziu o numero de

contorgdes abdominais);

- A LEDT pode estar atuando através da inibicdo glutamatérgica, uma vez que

preveniu a resposta nociceptiva induzida pela inje¢éo i.pl. de glutamato;

- A LEDT pode estar atuando através de receptores TRPAL/TRPV1/TRPM8/ASICs
uma vez que reduziu o tempo em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata

apos a injecdo i.pl. de cinamaldeido, capsaicina, mentol e salina acida, respectivamente;

- A inibicdo da via de sinalizagdo PGE2/BK/PKC/PKA pode estar envolvida no
mecanismo antinociceptivo da LEDT,;

- Aumentou a laténcia de retirada da pata no teste de placa quente, possivelmente

evidenciando uma acdo central;

- Além disso, foi demonstrado que o efeito antinociceptivo da LEDT depende da

integridade de fibras aferentes primarias sensiveis a capsaicina.

- Os efeitos antinociceptivos da LEDT s&o mediados por interagdo dos principais
sistemas enddgenos de controle descendente da dor — o sistema opidide, adenosinérgico e a

via L-arginina/oxido nitrico.

Em conjunto, os dados obtidos no presente estudo fornecem evidéncias cientificas que
suportam o uso na pratica clinica da luz por diodo infravermelho, e a investigacdo além de
alguns dos seus mecanismos neurofisioldgicos contribuem para o seu potencial terapéutico e

para continuidade de estudos pre-clinicos aprofundados.
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