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“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos capazes de
»
resolver os problemas causados pela forma como nos acostumamos a ver o0 mundo”.

(Albert Einstein)



RESUMO

A dor, segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), pode ser
definida como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel que esta associada com
lesdes reais ou potenciais ou descrita em termos de tais lesdes”. Lesdes do sistema nervoso
central ou periférico podem levar a um tipo especial de dor, denominado dor neuropatica. Os
métodos utilizados para o tratamento da dor por lesdes neuropaticas incluem medicamentos,
fisioterapia, psicoterapia e procedimentos anestésicos e neurocirdrgicos. Dentre 0S recursos
utilizados pelos fisioterapeutas a terapia laser de baixa intensidade (LLLT) vem apresentando
bons resultados no controle da dor neuropética. Devido a poucos estudos e dados controversos
sobre a dosimetria do laser em dor neuropética julga-se de grande importancia a investigacao
no estabelecimento de parametros adequados para a aplicagdo deste recurso terapéutico.
Foram utilizados 50 camundongos da cepa Suico-albino, machos, pesando 25-30 gramas. O
modelo experimental de neuropatia utilizado foi através da lesdo parcial do nervo ciético
através da cirurgia de constricdo cronica do nervo ciatico (CCIl). Os animais foram
distribuidos de forma aleatéria em 5 grupos: grupo sham (GS): simulacdo da cirurgia de
constricdo crénica do nervo isquiatico (CCI); grupo controle (GC): inducdo da neuropatia por
meio da cirurgia CCI, com aplicacéo do laser desligado; grupo terapia laser 10 J/cm2 (GL10):
inducdo da neuropatia por meio da cirurgia CCI, com aplicagdo da LLLT (808 nm), com
fluéncia de 10J/cm?; Grupo terapia laser 20 J/cm? (GL20): inducdo da neuropatia por meio da
cirurgia CCI, com aplicagdo da LLLT (808nm), com fluéncia de 20J/cm?; gupo terapia laser
40 J/cm? (GL40): inducdo da neuropatia por meio da cirurgia CCI, com aplicacdo da LLLT
(808nm), com fluéncia de 40J/cm2. O tratamento da dor foi realizado através da LLLT 3 vezes
por semana, em dias alternados, em uma periodo de noventa dias com diferentes dosimetrias

(10J/cmz2, 20J/cm?, 40J/cm?2). Para as avaliagdes nociceptivas foram utilizados o Teste de



Placa Quente para hiperalgesia ao térmica e para hiperalgesia mecéanica o teste de Ralndall e
Selitto. Foi utilizado o ensaio ELISA para quantificagdo de B-endorfina. Os resultados
demonstraram que a LLLT induziu um aumento significativo no limiar nociceptivo
principalmente nos grupos que utilizaram a LLLT com maiores fluéncias (20 J/cmz, 40 J/cm?),
além de demonstrar um aumento nos niveis de B-endorfina nos mesmos grupos. Assim
podemos concluir que a LLLT reduz significativamente a dor neuropatica, sendo um dos

mecanismo a estimulagdo de -endorfina.

Palavras-chave: dor; terapia laser de baixa intensidade; constri¢do cronica do nervo ciatico.



ABSTRACT

Pain, according to the International Association for the Study of Pain (IASP) can be defined
as "an unpleasant sensory and emotional experience that is associated with actual or potential
damage or described in terms of such damage". Lesions of the central or peripheral nervous
system can lead to a special type of pain, called neuropathic pain. The methods used for the
treatment of neuropathic pain injuries include medications, physical therapy, psychotherapy
and anesthetics and neurosurgical procedures. Among the resources used by physiotherapists
to low intensity laser therapy (LLLT) has been showing good results in controlling
neuropathic pain. Because few studies and controversial data on the laser dosimetry in
neuropathic pain judges is of great importance to research in establishing appropriate
parameters for the application of this therapeutic resource. 50 mice of Swiss-albino strain
were used, males weighing 25-30 grams. The experimental model of neuropathy was used by
the partial sciatic nerve injury by chronic constriction surgery sciatic nerve (CCI). The
animals were divided randomly into 5 groups: sham (GS) Group: Simulation of chronic
constriction surgery sciatic nerve (CClI); control group (CG): induction of neuropathy by CCI
surgery with application of laser off; laser therapy group 10 J / cm? (GL10): induction of
neuropathy by CCI surgery with application of LLLT (808 nm), with fluency of 10 J / cm?;
Laser therapy group 20 J / cm? (GL20): induction of neuropathy by CCI surgery with
application of LLLT (808nm), with fluency of 20J / cm?; gupo laser therapy 40 J / cm?
(GLA40): induction of neuropathy by CCI surgery with application of LLLT (808nm), with
fluency of 40J / cm2. Pain treatment was performed by LLLT 3 times a week, every other day,
in a ninety days period with different dosimetry (10 J / cm?, 20 J / cm?, 40J / cm). For
nociceptive evaluations were used the Hot Plate Test for the thermal hyperalgesia and
mechanical hyperalgesia and the Ralndall Selitto test. ELISA assay was used to quantify -

endorphin. The results showed that LLLT induced a significant increase in nociceptive



threshold mainly in the groups using LLLT with higher fluence (20 J / cm?, 40 J / cm?), and
demonstrate an increase in f-endorphin levels in the same groups. Thus we can conclude that
LLLT significantly reduces neuropathic pain, being a mechanism of stimulation of [-

endorphin.

Keyword: pain; Low-intensity laser therapy; chronic constriction of the sciatic nerve.
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1. REVISAO DA LITERATURA/CONTEXTUALIZACAO

1.1  Dor - Consideragdes gerais

A ciéncia descreve a dor como uma reacdo evolutiva cuja principal funcdo é a
comunicacdo de danos estruturais ou funcionais do corpo através de informacdes
concernentes a localizacdo e a intensidade dos estimulos nocivos e potencialmente lesivos, de
forma que alguma reacdo de defesa ou de fuga possa ser tomada, evitando danos maiores e
preservando a integridade do individuo (MILLAN, 1999).

A dor pode ser considerada uma experiéncia subjetiva complexa, que nao
envolve apenas a transducdo de um estimulo nocivo ambiental, mas também o processamento
cognitivo e emocional pelo encéfalo (JULIUS e BASBAUM, 2001). Assim, a dor foi
conceituada, em 1984, pela Associacgdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel que esta associada com lesdes reais ou
potenciais ou descrita em termos de tais lesdbes (MERSKEY e BOGDUK, 1994).

A transmissdo da informacdo nociceptiva € de responsabilidade de neur6nios que
possuem, na periferia, terminacdes ndo mielinizadas (nociceptores) responsaveis pela
deteccdo dos estimulos nocivos. Os nociceptores, estdo amplamente distribuidos na pele,
musculos, articulacGes e visceras, esses desempenham participacdo em diversos segmentos da
dor, como na transducdo do estimulo nocivo, na conducdo do potencial de acdo, encontrado
na periferia, para o cortex e na transmissdo da informacdo para o Sistema Nervoso Central
(SNC) (WOOLF e COSTIGAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001).

A dor no processo inflamatorio pode acontecer por duas maneiras, espontaneamente

e/ou ainda por fendmenos de sensibilizacdo, caracterizados tanto pela resposta exacerbada a
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estimulos nocivos (hiperalgesia), como também pela presenca de dor em resposta a estimulos
ndo nocivos (alodinia) (BESSON, 1999; URBAN, 2011).

De acordo com a IASP em 1994, hiperalgesia € uma resposta aumentada a um
estimulo que normalmente é doloroso, enquanto alodinia é uma resposta dolorosa a uma
estimulacdo normalmente indcua. A hipernocicepcdo € o resultado da excitabilidade de
neurdnios localizados na coluna posterior da medula espinal e a acdo de mediadores quimicos
sob os nociceptores no processo inflamatorio (MILLAN, 1999; URBAN e GEBHART, 1999).

A nocicepcdo é de responsabilidade de fibras nervosas do tipo aferentes primérias, as
quais possuem pequeno diametro, sendo denominadas fibras C e Ad. As fibras do tipo C,
também chamadas de fibras do grupo 1V, sdo caracterizadas por ndo serem mielinizadas,
possuirem velocidade de conducdo baixa (<1 m/s), apresentarem resposta a estimulos
térmicos, mecanicos ou quimicos, e por serem responsaveis pela dor de longa duracdo. As
fibras Ad possuem como caracteristicas velocidade de conducdo de 5-30 m/s, apresentam
pouca mielina, sdo chamadas de fibras do grupo Il e respondem a estimulos térmicos, sendo
responsaveis pela dor de curta duracdo, aguda e lancinante, sentida apds uma estimulacao

nociva mecanica (JULIUS e BASBAUM, 2001; BASBAUM et al., 2009).
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Fibras aferentes primarias Ach
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Figura 1: Fibras sensoriais aferentes primarias

Forma ilustrativa das fibras sensoriais e os diferentes tipos de estimulos conduzidos. Fibras
Ao e AP, detecgdo de estimulos ndo nocivos, caracterizadas por possuirem maior didmetro e
grande quantidade de mielina, consequentemente a velocidade de condugdo aos estimulos é
mais rapida que os demais tipos de fibras. Fibras Ad e C, detec¢do de estimulos nocivos, Ad
possuem maior didmetro e maior quantidade de mielina que as Fibras C, portanto sua

velocidade de conducdo é maior.

Fonte: Julius, Basbaum, 2001

A transmissdo da informacdo dolorosa das regibes periféricas para o SNC é
realizada através das vias neuronais aferentes, conduzidas pelas fibras aferentes primarias
de pequeno didmetro (fibras C e Ad). Essas fibras formam conexdes diretas ou indiretas
com uma das trés populac6es de neurénios do corno dorsal da medula: a) interneurdnios,
subdivididos em excitatdrios e inibitdrios; b) neurénios proprioespinhais que se estendem
por multiplos segmentos espinhais e estdo envolvidos com a atividade reflexa; c)
neurénios de projecdo (JESSELL e KELLEY, 1991; BASBAUM e JESSEL, 2000). Os
neurbnios de projecdo levam a informacgdo nociceptiva, por diferentes vias ascendentes,
para estruturas do tronco encefalico e diencéfalo. Dentre as principais vias ascendentes

estdo os tratos espinomesencefalico, espinoreticular e espinotalamico (JESSELL e
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KELLEY, 1991; PISERA, 2005). A via espinotalamica transmite informacgdes da medula
espinal para o tdlamo sobre dor, temperatura, presséo e tato. Cursa lateralmente no tronco
encefalico, envia projecbes ao nucleo do tdlamo projetando-se para o coértex
somatosensorial. No tdlamo ocorre a recepcdo, integracdo e transferéncia do potencial
nociceptivo para o coértex cerebral, onde a informacdo pode ser somatotopicamente
organizada (CRAIG e ROLLMAN, 1999). Nesse 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 foram
integrados e componentes afetivos e emocionais foram interpretados e contextualizados,
levando a percepcdo total do estimulo nociceptivo (RUSSO e BROSE, 1998; MILLAN,

1999).

1.2 Dor Neuropética

LesGes do sistema nervoso central ou periférico podem levar a um tipo especial de dor,
na auséncia de nocicepcao, denominado dor neuropatica (DICKENSON e SUZUKI, 2005).

Enquanto a dor fisioldgica ou por nocicepcdo é fundamental para a preservacao da
integridade do individuo, porque alerta para a ocorréncia de lesdes nos diversos tecidos
corporais, a dor neuropatica é mal-adaptativa, ndo tem valor biol6gico e € uma importante
causa de incapacidade permanente, principalmente quando cronificada (BENBOUZID et al.,
2007).

Atualmente, a dor neuropatica, segundo a IASP, pode ser definida como a dor iniciada
ou causada por uma lesdo ou disfun¢do primaria do sistema nervoso, podendo decorrer de

lesdo do nervo periférico (amputagdes, desaferentacfes), infeccbes (neuralgia pds-herpética),
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compressdo do nervo (acidentes, cirurgias, tumores), infarto, distdrbios metabolicos
(neuralgia diabética) ou ser idiopatica (BACKONJA, 2002). A dor neuropatica é classificada
de acordo com sua causa intrinseca ou pela localizacao da les@o nervosa - central ou periférica
(CHONG e BAJWA, 2003). Esse tipo de dor possui uma grande complexidade com relacéo
aos mecanismos bioldgicos que se encontram pouco esclarecidos.

Em condi¢cdes normais, as propriedades funcionais dos ax6nios e das unidades
centrais precisam estar integras para que o processamento da informacao sensitiva ocorra de
modo adequado. Em individuos com neuropatias periféricas ou centrais ha modificacdes
anatdmicas, eletrofisiologicas e neuroquimicas significativas das vias nervosas periféricas e
dos nucleos e tratos implicados no processamento sensitivo, gerando alteracdes permanentes
que resultam em dor espontanea ou gerada por estimulos nao nocivos (alodinia) e resposta
exacerbada aos estimulos nocivos (hiperalgesia) (UEDA, 2006).

Esse tipo de dor persiste mesmo apos a retirada do estimulo causador, em especial nos
casos cronicos, apontando alteracbes na transmissdo da informacgdo pelos neurénios
(THACKER, 2007). A dor neuropdtica apresenta ainda, além do sofrimento fisico,
morbidades como depressdo, ansiedade, falta de motivacdo e prejuizos nas atividades
laborativas e sociais (MACHELSKA, 2011), pois ela promove a ativacdo de regides
encefalicas importantes nas reacdes afetivas a dor, como a area parabraquial, ntcleo central da
amigdala, substancia cinzenta periaquedutal e areas do coértex cerebral relacionadas as
emocdes (HUNT e BESTER, 2005).

A fisiopatologia da dor neuropatica tem sido relacionada a mecanismos neuronais de
plasticidade sindptica na medula espinhal e regiGes corticais, bem como a participacdo de
células da glia, como astrdcitos e microgliécitos (ZHUO et al., 2011; CHIANG, 2012).

Na dor neuropaética, diversas sdo as alteragcdes neuronais que ocorrem, caracterizando

assim esse tipo de dor, como a geracdo de impulsos ectopicos, brotamento de fibras nervosas
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degeneradas em locais ndo usuais, brotamento de fibras do sistema nervoso periférico
simpatico, a diminuicdo ou perda dos neurdnios inibitérios, o aumento da atividade
facilitadora descendente e a diminuicdo da atividade inibitéria descendente da transmissédo
dolorosa (LEONARD et al., 2009). E importante ressaltar que além dessas alteracdes, a dor
neuropatica € responsavel por modificar a sintese de neurotransmissores e a expressao e
sinalizacdo de receptores e canais idnicos (especialmente os canais de sédio),
consequentemente levando a um aumento na sensibilizacdo periférica e central, ocasionando a
diminuicdo do limiar doloroso e aumento da resposta aos estimulos centrais e periféricos
(MACHELSKA, 2011).

Na prética clinica, a dor neuropéatica € considerada de dificil tratamento, pois a
fisiopatologia e o0s mecanismos que envolvem esse tipo de dor ndo estdo totalmente
esclarecidos (OSSIPOV, 1999; KOLTZENBURG, 2005), além de se tratar de uma
experiéncia multidimensional, que integra funcionalmente estruturas do sistema limbico e
cortical, para iniciar a percepc¢do da dor e as respostas a esta injuria (HUNT e MANTYH,

2001).

1.3 Modelo Experimental de Dor Neuropética

Na tentativa de se obter um maior entendimento sobre a sindrome neuropética
humana, uma grande variedade de modelos experimentais tem sido desenvolvida. A grande
maioria dos modelos animais de dor neuropética foi gerada a partir do final dos anos 1980,
utilizando ratos como principal espécie. Porém, recentemente modelos de dor originalmente
desenvolvidos em ratos foram transpostos para uso em camundongos (COLLEONI, 2009).

Alteracdes morfologicas e eletrofisiologicas decorrentes das neuropatias perifericas

geralmente sdo investigadas atraves de ligacOes, constricdes ou seccles de nervos periféricos
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em roedores (ratos e camundongos) (KOLTZENBURG, 2005), enquanto que as alteracdes
decorrentes de danos no SNC séo estudadas atraves do uso de modelos animais de trauma,
isquemia ou lesdo toxica das estruturas do sistema nervoso supra-segmentar (WIESENFELD-
HALLIN ET AL., 1997) ou medula espinhal (YEZIERSKI, 1996).

Dentre esses modelos experimentais podemos destacar a transeccdo parcial ou total do
nervo, constricdo do nervo isquiatico, inflamacdo perineural e diabetes experimental.
(BENNETT e XIE, 1988; SELTZER et al., 1990; ALEY et al., 1996). Em animais com
neuropatia, alguns parametros fisioldgicos e comportamentais como alteracbes do
comportamento exploratorio, autolimpeza, interacdo social, perda de peso, autotomia (morder
diretamente o tecido desnervado), flexdo espontadnea do membro lesado ou mudancgas no
comportamento geral sdo utilizados para aferir a sensibilidade dolorosa anormal dos animais
(KAUPPILA, 1998; LIU et al., 2000; COLLEONI, 2009).

Dentre os modelos citados anteriormente, o método de constricdo cronica do nervo
isquiatico (CCI) vem sendo amplamente investigado devido a sua alta confiabilidade, por ser
facilmente reproduzido e por apresentar o desenvolvimento de hiperalgesias térmica e
mecanica e alodinia, sendo esses sintomas semelhantes aos que ocorrem em humanos
portadores de neuropatias (KIM, 1997; BENNET, 1988; REIS, 2007; COLLEONI, 2009).

O modelo de dor neuropéatica em que é realizada a leséo parcial do nervo isquiatico
pela constricdo cronica em ratos foi descrita inicialmente por Bennett e Xie em 1988, sendo
caracterizada como um dos modelos mais frequentemente utilizados como material
experimental na investigacdo sobre dor neuropéatica, (SOMERS e CLEMENTE, 1998;
SOMERS e CLEMENTE, 2006; SERAFIM et al., 2012) em que o animal apresenta sinais de
dor esponténea e hiperalgesia térmica e mecénica 24 horas apés a lesdo, permanecendo por

cerca de 4 meses (BENNETT e XIE, 1988; REIS, 2011). Em 1997, Sommer e Schéfers
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(1998) realizaram um estudo no qual foi descrito o0 mesmo modelo de dor neuropéatica com a

utilizacdo de camundongos.

1.3 Tratamentos

Um dos métodos mais utilizados para o tratamento da dor sdo os farmacos, porém
sabe-se que as industrias farmacéuticas tém como principal farmaco para o tratamento da dor
a utilizacdo de analgeésicos, sendo que esses tém demonstrado somente 30% de efetividade em
pacientes com dores neuropaticas (RICHEIMER, 1997; FINNERUP, 2001; SCHESTATSKY,
2008). Uma outra alternativa medicamentosa utilizada para diminuicdo da dor, em especial a
neuropatica, é o uso de antidepressivos e anticonvulsivos, devido a a¢do nos canais iGnicos,
entretanto, muitas sdo as contraindicacfes e os efeitos colaterais, além de existir diferentes
tipos destes medicamentos, sendo muitos deles ineficazes para alguns individuos
(RICHEIMER, 1997; FINNERUP, 2001; BACKONJA, 2002). Assim, diversos pesquisadores
vém buscando formas alternativas a farmacoldgica para o tratamento deste tipo de dor, como
por exemplo: fisioterapia, acupuntura, psicoterapia e procedimentos anestésicos e
neurocirargicos (RUSSO e BROSE, 1998; DAVIS, 2007; REIS et al., 2007).

Dentre os recursos utilizados pelos fisioterapeutas, a Terapia Laser de Baixa
Intensidade (LLLT) destaca-se pela eficacia na diminuicdo de processos dolorosos e vem,
cada vez mais, apresentando bons resultados no controle de dores crénicas e neuropaticas

(CHOW, 2009; LORENZINI et al., 2010; MEIRELES, 2012).
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131 Terapia laser de baixa intensidade no controle da dor

A luz laser é caracterizada como sendo uma luz coerente, colimada, monocromatica e
polarizada, com grande concentracdo de energia, capaz de provocar alteracdes fisicas e
bioldgicas no tecido (TUNER e HODE, 1999, GUIRRO e GUIRRO, 2004).

Os efeitos demonstrados pela LLLT no tecido incluem: a estimulacdo da angiogénese,
aumento da resisténcia a tracdo das cicatrizes, aceleracdo da reepitelizacdo, acdo anti-
inflamatdria, reducdo do edema e analgesia (SOBANKO et al, 2008).

Atualmente sdo descritos quatro tipos de LLLT, sendo eles: HeNe (hélio nebnio),
AlGalnP (aluminio, géalio, indio e fosforo), AsGaAl (arseneto, galio e aluminio) e o AsGa
(arseneto de galio), que se diferem quanto ao comprimento de onda, feixe e poténcia de pico

(Tabela 1).

Tabela 1: Comprimento de onda, regime, feixe e poténcia de pico das LLLT

Comprimento de Poténcia de pico

Tipo de laser Regime/feixe

onda (nm) (mw)
HeNe 632,8 Continuo visivel 2al10
AsGa 904 Pulsado Néo Visivel 15e 30
AlGalnP 660 Continuo visivel 15e 30
AsGaAl 830 Continuo Nao visivel 30

Fonte: Guirro, Guirro, 2004.

Existem dois tipos de irradiacdo na faixa do comprimento de luz visivel, sendo estes:
vermelho (V), HeNe e AlGalnP, e infravermelho (IV), AsGa e AsGaAl. Quando uma célula é
irradiada no comprimento de luz V, ocorre reacdes a niveis de organelas celulares, mais
precisamente no interior da mitocondria, na cadeia respiratoria, levando ao incremento ou

deplecéo do Adenosina Trifosfato (ATP). Quando a célula € irradiada na faixa do 1V, atua no
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potencial de membrana mitocondrial, aumentando ou diminuindo a concentracdo de ATP
(CHAVANTES, 2009).

A LLLT tem sido amplamente utilizada em investigacdes sobre reducdo de diversos
tipos de dor, como por exemplo a dor neuropatica em seus diversos aspectos (SOUSA, et al.;
2009. GONCALVES, et al.; 2010, BERTOLINI, et al.; 2011). Essa terapia vem ganhando
grande destaque devido ao baixo custo, o fato de ndo ser invasiva, apresentar poucas
contraindicacdes e raros efeitos colaterais (ASSIS, 2012).

A LLLT leva a emissdo de fotons que atingem as mitocondrias, as membranas
celulares de fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais, permitindo a absor¢do da
energia luminosa pelos cromo6foros celulares e convertendo a energia eletromagnética em
energia fotoguimica no interior da célula (KARU, 1999; HAWKINS e ABRAHAMSE, 2007).
Essa terapia apresenta ainda, efeitos na reducdo dos niveis de fibrinogénio, de edema e no
conteddo de células inflamatorias, atuando no processo inflamatério através da modulacdo de
mediadores quimicos, divisao celular, vasodilatacdo, aumento de sintese proteica e de cortisol
(KUJAWA, 2004; SERRA, 2010; MEIRELES, 2012). Além disso, a LLLT altera a
permeabilidade de membranas celulares, facilitando as trocas entre mitocondria e nucleo,
aumentando o metabolismo oxidativo e normaliza a funcdo celular. Secundario aos efeitos
locais da LLLT, efeitos a distancia como aumento da sintese de endorfina e diminuicdo da
bradicinina sdo alteracdes cruciais que resultam no alivio da dor (HAWKINS e
ABRAHAMSE, 2007; PINTO, 2008).

Os efeitos analgésicos induzidos pela laserterapia podem entdo ser justificados por
meio da modulacdo dos mediadores quimicos da inflamacdo, além do estimulo a sintese de
beta endorfina. Esses fatores associados tendem a limitar a reducdo do limiar de
excitabilidade dos receptores dolorosos e eliminar substancias alogénicas (CAMPANA, 1999;

KARU, 1999).
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Achados clinicos demonstraram excelentes resultados da LLLT nos casos de dor
crbnica, em especial para o Laser infravermelho, sendo uma boa alternativa ndo invasiva para
o0 tratamento de dor e manutencdo da analgesia (CHOW, 2009).

A acdo da LLLT é dependente dos parametros utilizados, em especial da fluéncia
empregada. Segundo alguns autores (KITCHEN; BAZIN, 1996; BAXTER, 1997; LONGO;
MESTER, 1998; LOW,; REED, 2001), acredita-se que exista uma “janela terapéutica” para
uma fotoestimulacdo efetiva acima de um valor limiar. Normalmente nao se obtém resposta
satisfatoria quando fluéncias sdo empregadas em sub ou superdosagem uma vez que, baixas
fluéncias regulam ou aceleram o transporte de elétrons da cadeia respiratdria mitocondrial,
enquanto fluéncias elevadas causam danos nesses transportadores da cadeia, entretendo em
doses apropriadas é observado efeito analgésico eficaz (KARU, 1989; SCHINDL, 2003;
MEIRELES, 2012).

A fluéncia pode ser definida como a energia total transmitida por um feixe laser por

unidade de area, sendo expressa em J/cm?, representada através do calculo abaixo:

Fluéncia (J/cm?) = _ poténcia (W) x tempo (S)

Area transversa do feixe (cm?)

As fluéncias adequadas para a LLLT ainda permanecem controversas na literatura.
Sendo necessario o calculo preciso e o registro dessas fluéncias para todas as aplicacdes, de
forma que os tratamentos possam ser aplicados com seguranca (BAXTER, 1995; ORTIZ et
al., 2001).

Na literatura sdo apresentados diversos estudos que apresentam a LLLT como uma
técnica eficaz para reducdo de processos dolorosos, em especial a dor neuropatica, entretanto

a uma grande diversidade de pardmetros de estimulacédo, o que dificulta a reprodutibilidade da
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técnica de maneira adequada (BERTOLINI et al.,, 2011; LORENZINI et al., 2010;
MEDALHA et al., 2012; SERAFIM et al., 2012).

Diante dos expostos, surgiu a hipotese de que a utilizagdo da LLLT, com diferentes
fluéncias (10 J/cm?, 20 J/cm? e 40 J/cm?), no tratamento da dor neuropatica poderia ser capaz
de aumentar os niveis de B-endorfina e, associada a acdao anti-inflamatéria produzida pela
terapia, podera produzir o efeito analgésico e consequentemente reduzir de forma eficaz a dor

neuropatica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito da LLLT, em diferentes fluéncias, no controle da dor neuropatica

em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito da LLLT no controle da hiperalgesia mecéanica e térmica, ap0s
compressdo do nervo isquiatico em camundongos;

- Comparar o efeito de diferentes fluéncias com a LLLT no controle da dor
neuropatica em modelo animal;

- Avaliar os niveis de expressao de beta-endorfina nos animais placebo comparando-os

com 0s animais tratado com LLLT.

3. METODOLOGIA

3.1. Protocolo Experimental

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa pela Universidade

Federal de Sdo Carlos sob o protocolo n°026/2014 (ANEXO 1).
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3.2  Animais

Foram utilizados 50 camundongos da linhagem Suico-albino, machos, pesando 25-30
gramas, provenientes do biotério central da Universidade Federal de S&do Carlos-UFSCar. Os
animais foram agrupados em gaiolas coletivas (41x 34x16cm, 6 por gaiola), mantidos em
condi¢cdes controladas de temperatura (19-23 °C), umidade (55 +/- 5%), luz (ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, luzes acesas as 7:00 horas e apagadas as 19:00 horas) e livre
acesso ao alimento e agua, exceto durante as breves sessdes de teste. Todos 0s experimentos
seguirdo as normas de ética estabelecidas para experimentacdo com animais, recomendadas

pela IASP (International Association for the Study of Pain) (Zimmermann, 1983).

3.3  Modelo experimental de dor neuropatica

Para a inducdo da neuropatia foi utilizado o modelo experimental de Constrigdo
Cronica do Nervo Isquiatico (CCI), esse modelo tem sido amplamente utilizado em diversos
estudos (MAVES, 1993; COSTA, 2005; COLLEONI, 2009) devido a grande confiabilidade e
a proximidade do comportamento doloroso, com as caracteristicas de dor espontanea,
hiperalgesia e alodinia, semelhante com os de seres humanos. (BENNET, 1988; KIM, 1997;
REIS, 2006). Além disso, 0s sintomas se iniciam cerca de 24 horas ap06s a lesdo e perduram
por cerca de quatro meses, caracterizando assim a cronicidade deste tipo de dor (BENNET,
1988; REIS, 2011).

O método foi iniciado com a anestesia de Ketamina (1pl/kg) e Xilasina (0.5ul/kg)
(90mg/Kg, intraperitoneal), com o animal deitado em decubito ventral, elevacdo da perna
direta. A seguir foi realizada a seccdo entre a fascia do gliteo e o biceps femoral e

posteriormente foi realizada a exposi¢do do nervo isquiatico direito proximo a sua trifurcagéo.
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O tecido ao redor do nervo foi cuidadosamente cortado a uma distancia de aproximadamente
8 mm, em sequéncia foi realizada a compressdo do nervo através da colocacdo de quatro

ligaduras com fio estéril ndo inflamatério mononylon 5.0. Ao final foi realizada a sutura da

pele.

Figura 2: Realizacdo do procedimento cirdrgico de constrigdo crénica do nevo isquiatico. A:
tricotomia da regido glutea da pata esquerda; B: Exposicao do nervo isquiatico; C: Colocagédo
das quatro ligaduras com fio mononylon 5.0; D: Sutura do musculo e pele.

Fonte: do Autor

3.4 Delineamento do Estudo

Ap6s a cirurgia de CCI os animais foram mantidos no biotério do departamento de
fisioterapia sendo 14 alocados, de modo aleatorio, em 5 grupos, sendo cada grupo foi
composto por 10 animais.

Os grupos foram divididos em:

e Grupo Placebo (GP): os animais foram induzidos a neuropatia pela CCI e foi realizado

a simulagdo do tratamento com LLLT.

e Grupo Laser 10 J/cm? (GL10): os animais foram induzidos a neuropatia pela CCI e

tratado com LLLT a uma fluéncia de 10 J/cm?.
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e Grupo Laser 20 J/cm? (GL20): os animais foram induzidos a neuropatia pela CCI e
tratado com LLLT a uma fluéncia de 20 J/cm?.

e Grupo Laser 40 J/cm? (GL40): os animais foram induzidos a neuropatia pela CCI e
tratado com LLLT a uma fluéncia de 40 J/cm?.

e Grupo Sham (GS): Simulagdo da cirurgia de CCI, com a exposi¢cdo do nervo porém,

sem a colocacdo das ligaduras.

3.5 Aplicacao do Laser

Trés dias ap6s a cirurgia para constricdo do nervo isquiatico, os animais foram
submetidos & irradiacdo com laser infravermelho de arseneto de galio aluminio (AsALGa)
com comprimento de onda de 808 nandmetros, continuo, com poténcia de 30 mW e &rea
transversa do feixe de 0,028 cm?.

Os animais, subdivididos em quatro grupos, receberam a aplicacdo da LLLT nos
parametros descritos na tabela abaixo:

Tabela 2: Descri¢do detalhada dos pardmetros utilizados na LLLT durante o tratamento.

Grupo Poténcia Fluéncia Tempo Energia
GL10 30 mW 10 J/cm? 9 seg 0,27
GL20 30 mW 20 J/cm? 18 seg 0,54
GL40 30 mwW 40 Jj/cm? 37 seg 1.1

A irradiacgéo foi realizada trés vezes por semana, em dias alternados (segunda, quarta e
sexta), durante 90 dias, com a técnica de contato, em um ponto, sendo determinado no local
da compressao do nervo. Para melhor aplicacdo da LLLT os animais foram imobilizados por

uma manta de algodao.
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3.6  Avalia¢oes Nociceptiva

As avaliacGes nociceptivas foram iniciadas no periodo pré-cirurgico, para que 0S
dados servissem como linha de base para o estudo. Essas avaliacGes consistiram em testes de
hiperalgesia mecanica e hiperalgesia térmica. Apos 48 horas da cirurgia os animais foram
reavaliados para demonstrar o surgimento dos sintomas de dor espontanea e hiperalgesia,
comprovando o surgimento da neuropatia.

Durante o periodo de tratamento, 90 dias, as avaliacbes foram realizadas a cada 15
dias, totalizando 8 avalia¢des, sendo também avaliado a massa corporal dos animais.

Vale ressaltar que o0s animais passaram por um processo de adaptacdo aos

equipamento, 24 horas antes do inicio dos testes.

3.6.1 Hiperalgesia Térmica

A hiperalgesia térmica foi avaliada através do teste de Placa Quente (Hot Plate,
Insight®, Equipamentos cientificos Ltda, Brasil), em que foi registrado o tempo, em
segundos, para a manifestacdo de uma resposta como, por exemplo, pular ou retirar a pata
traseira, que revela o limiar de tolerdncia méxima da dor ap6s aplicacdo de calor a 52 °C
(51,8-52,4 °C), que € descrito na literatura como a temperatura méaxima utilizada para evitar
danos ao animal através do teste da placa quente (Liu et al, 2002). O tempo méaximo de
permanéncia do animal sobre a placa foi de 25 segundos, para evitar possiveis lesdes

(KURAISHI et al, 1983).
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Figura 3: Hot Plate (Insight®, Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil). Equipamento

utilizado para avaliacdo da hiperalgesia térmica.

Fonte: do Autor

3.6.2 Hiperalgesia Mecanica

A hiperalgesia ao estimulo mecanico foi avaliada através do teste de “Randall e
Selitto” (Randall e Selitto, 1957). Esse teste é composto por um analgesimetro, que gerava
um aumento linear da forca (em gramas) sobre a superficie dorsal da pata lesada do animal até
que 0 mesmo produzia uma resposta, caracterizada pela retirada da pata. O reflexo de retirada
da pata € considerado representativo do limiar hipernociceptivo, ou seja, a for¢a necessaria
aplicada a pata para que induza uma resposta aversiva a um estimulo nocivo (Limiar
Nociceptivo de Retirada da Pata - LNRP). A forca necessaria para que o animal exibisse tal

resposta foi registrada em gramas.
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Figura 4: Randall-Selitto tes (Insight®, Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil). Instrumentos

utilizados para as avaliagdes de hiperalgesia mecanica, atraves do limiar de retirada da pata.

Fonte: do Autor

3.7 Eutanéasia

O sacrificio dos animais foi realizado no 95° dia apds o inicio do procedimento

experimental (Figura 5), através da decapitacdo por guilhotina.

Tratamento coma LLLT 3 vezes
por semana em dias alternados |

34" 49° 64°

Avaliacbes Avaliagbes l Avaliagbes Nociceptiva a cada 15

Naciceptiva Nociceptiva L dias durante o tratamento -
Pré-Cirurgica Pés-Cirurgica AF'”l"?' das
Cirurgia de Inicio do Final do N;glcaégiiz
cal tratamento tratamento P
com a LLLT com a LLLT

Figura 5: Sequéncias dos procedimentos experimentais. As avaliagdes nociceptiva foram
realizadas atraves das avaliagdes de hiperalgesia térmica e mecanica utilizando os testes de

Placa Quente e Randall e Selitto respectivamente.
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3.8 Analise sanguinea de beta-Endorfina

Para a realizacdo da dosagem sanguinea de beta-endorfina foi utilizado o kit f-END
ELISA (MyBiosource, Califérnia, EUA). Foi realizada a coleta de sangue através da
decapitacdo dos animais, sendo coletado de cerca de 100ul de sangue, posteriormente
centrifugados durante 15 minutos a 1500 rpm para a separacao entre o plasma e o soro, o qual
foi utilizado para a analise da beta-endorfina. As amostras foram armazenadas a -80°C sendo
analisadas posteriormente. O kit utilizado era composto de placas de poliestireno com 96
cavidades de base coOnica, ja4 sensibilizadas para a analise. Foram utilizadas pipetas
multicanais automaticas de varios volumes, de 0,5 pL até 1000 pL, microtubos e cubetas de
poliestireno para o preparo de solucdes e transferéncia de volumes. Utilizou-se para a
“lavagem” das placas o equipamento Wellwach AC (Thermo Scientific®) e o leitor de
microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific®). A absorbancia para a B-endorfina referida
foi mensurara através do leitor de microplacas a 450 nm. Todas as amostras, incluindo a curva
padrao, foram analisadas em duplicata e todas as andlises seguiram as recomendagdes do

fabricante.
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Figura 6: A: Multiskan FC, Thermo Scientific®, equipamento utilizado para a leitura do
ensaio ELISA; B: Wellwach AC, Thermo Scientific , equipamento utilizado para a lavagem

da placa do ensaio ELISA.

Fonte: do Autor

3.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A analise dos resultados
foi realizada através do Software Graph PadPrism 5.0. Foi realizado o teste de Shapiro Wilk
para avaliar a normalidade dos dados. Para a avaliacdo intra-grupo foi realizado o teste de
andlise de variancia (ANOVA) one-way e para as comparagdes entre grupos o teste two-way.
Para as comparagdes multiplas foi utilizado o teste post-hoc de Tukey. O nivel de

significancia sera de P < 0,05.
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PARTE II

4. ESTUDOI

“Utilizacao da LLLT no controle da dor neuropética: uma revisao
sistematica”

Submetido pelo periddico “Lasers in Medical Science ” (ANEXO B)

5. ESTUDO I

“Efeito da Terapia Laser de Baixa Intensidade (808nm) no controle da dor

neuropatica em camundongos”
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4. ESTUDO |
“Utilizacdo da LLLT no controle da dor neuropatica: uma revisao sistematica”

Ana Laura Martins de Andrade?, Paulo Sérgio Bossini2, Nivaldo Antdnio Parizotto?.

1 Departamento de Fisioterapia, Universidade Federal de S&do Carlos (UFSCar), Sao
Carlos, SP, Brasil.
2 Programa de Mestrado em Fisioterapia, Universidade Sagrado Coracdo (USC),

Bauru, SP, Brasil

4.1 Resumo: A dor neuropética pode ser definida como dor iniciada ou causada por uma
lesdo priméria ou disfuncdo do sistema nervoso central ou periférico. LBI ganhou grande
proeminéncia como um tratamento deste tipo de dor, no entanto, os parametros de aplicacéo
ainda séo controversos na literatura. Os objetivos deste estudo foi revisar a literatura sobre a
utilizacdo da laserterapia de baixa poténcia (LLLT) em dor neuropatica com a intencdo de
estabelecer uma “janela terapéutica™ para o uso efetivo deste tratamento. Analisados 14
artigos, 10 estudos em animais experimentais e quatro em humanos. Os resultados sdo
apresentados em trés tabelas, sendo o primeiro para a comparacdo dos parametros de
aplicacdo utilizados nos estudos, a segunda média e os parametros médios estudos
experimentais e terceira formas de realizacdo de estudos clinicos. Em relagdo aos estudos
experimentais, observou-se que LBI e laser infravermelho poderes acima 70mW mostrar
melhores resultados. Estudos clinicos sdo conclusivos quanto aos parametros de aplicacéo,
devido a discrepancia, porém todos demonstram a eficacia do LBI. De acordo com os dados
apresentados, concluiu-se que a laserterapia tem efeitos positivos sobre o controle da
analgesia para a dor neuropatica, mas novos estudos com alto rigor cientifico sdo necessarios
a fim de definir os protocolos de tratamento que otimizam a a¢do do LBI em neuropatica dor.

Palavras-chaves: terapia laser de baixa intensidade; dor neuropatica; revisao sistematica
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4.2 Introducgéo

A ciéncia descreve a dor como uma reagdo evolutiva, cuja principal funcdo é a
comunicacdo de danos estruturais ou funcionais do corpo através de informacGes
concernentes a localizacdo e a intensidade dos estimulos nocivos e potencialmente lesivos, de
forma que alguma reacéo de defesa ou de fuga possa ser tomada, evitando danos maiores e
preservando a integridade do individuo®.

Quando ha ocorréncias de lesGes no sistema nervoso central ou periférico um tipo
especial de dor é desenvolvido, caracterizado pela auséncia de nocicepgdo, este tipo de dor é
denominado de dor neuropatica2. Enquanto a dor fisioldgica ou por nocicepcéao € fundamental
para a preservacao da integridade do individuo porque alerta para a ocorréncia de lesdes nos
diversos tecidos corporais, a dor neuropatica é mal-adaptativa e é uma importante causa de
incapacidade permanente, principalmente quando cronificada®.

Atualmente, segundo a International Association for the Study of Pain (IASP) a dor
neuropatica pode ser definida como a dor iniciada ou causada por uma lesdo ou disfuncéo
priméaria do sistema nervoso, podendo decorrer de lesdo do nervo periférico (amputacdes),
infeccBes (neuralgia pos-herpética), compressdo do nervo (acidentes, cirurgias, tumores),
infarto, distdrbios metabdlicos (neuralgia diabética) ou ser idiopatica*. A dor neuropética é
classificada de acordo com sua causa intrinseca ou pela localizacdo da lesdo nervosa - central
ou periférica®, porém a fisiopatologia e 0s mecanismos bioldgicos que a envolvem n&o estéo
totalmente esclarecidos®.

Na tentativa de se obter um maior entendimento sobre a sindrome neuropética
humana, uma grande variedade de modelos experimentais tem sido desenvolvida. Dentre
estes, podemos destacar a transeccdo parcial ou total do nervo, a inflamagdo perineural,

diabetes experimental e constri¢do cronica do nervo isquiatico’2,


http://www.iasp-pain.org/
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Atualmente, os métodos mais utilizados para o tratamento da dor sdo os medicamentos
analgesicos, porém sabe-se que estes tém demonstrado somente 30% de efetividade em
pacientes com dores neuropéticas *31°. Assim, diversos pesquisadores vém buscando formas
alternativas a farmacologica para o tratamento deste tipo de dor, tais como, os procedimentos
anestésicos e neurocir(irgicos, a psicoterapia, e os recursos fisioterapéuticos'®-*

Dentre os recursos da fisioterapia, a LLLT tem sido amplamente utilizada em
investigacOes sobre regeneracéo tecidual e reducdo da dor. Esta terapia vem ganhando grande
destague devido ao baixo custo, ao fato de ndo ser invasiva, apresentar poucas
contraindicagbes e raros efeitos colaterais 22> A LLLT apresenta efeitos na reducio dos
niveis de fibrinogénio, do edema e no conteudo de células inflamatérias, sugerindo analgesia
por reducdo do processo inflamatdrio®® 24, Durante o processo inflamatorio a LLLT atua
através da modulacdo de mediadores quimicos, vasodilatacdo, aumento da sintese protéica e
do cortisol?® 2, além de produzir aumento da sintese de endorfinas®® 2"

O primeiro trabalho encontrado na literatura que aborda a LLLT no controle da dor
neuropatica foi descrito por Gustafsson et al., (2003)%. Neste estudo, os autores utilizaram
um laser de 532 nm, com poténcia de 70 mW e fluéncias de 263 J/cm?, 656 J/cm? e 1312
Jlem2. Outros trabalhos como de Cidral-Filho et al., (2012)%° abordaram a LLLT no
tratamento da dor neuropéatica com fluéncias bem menores do que as utilizadas no estudo de
Gustafsson et al., (2003)?8, sendo empregadas fluéncias de 1 J/cm?, 2.5 J/lcm? e 4 J/cmz2, no
entanto, em ambos o0s estudos a LLLT se mostrou eficaz.

A partir disso, diversos outros estudos abordaram a agdo da LLLT no controle da
analgesia em pacientes portadores de neuropatias®> % 3!, entretanto, os parametros utilizados
nestes estudos foram muito discrepantes, como os descritos anteriormente, em especial a

fluéncia e a energia aplicada. Na literatura sd@o encontrados estudos com a LLLT no

tratamento de dores neuropaticas utilizando fluéncias que variam de 1 J/cm? a 1312 J/cm?,
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sendo que, na maioria dos estudos o0s resultados sdo positivos mesmo com a grande
discrepancia entre as fluéncias, além de apresentarem outros parametros como poténcia e
energia total com valores também divergentes. Desse modo, julgou-se necessaria a elaboracéo
de uma revisdo sistematica com intuito de estabelecer uma “janela terapéutica” para o
tratamento da dor neuropatica com a LLLT, objetivando um tratamento mais efetivo e um

melhor entendimento dos mecanismos de acao deste recurso terapéutico.

4.3 Materiais e Métodos

A revisdo sistematica da literatura foi realizada apos levantamento bibliografico junto
aos bancos de dados Medilane/PubMed, Lilacs, Embase, Scielo, Scopus e por busca ativa em
lista de referéncias bibliograficas dos artigos selecionados até novembro de 2015 Para a busca
dos artigos foram seguidas as orientacdes dadas pelo PRISMA3® (Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta-Analysis). A busca nos bancos de dados foi realizada
utilizando as seguintes terminologias para ensaios em laboratorio: terapia laser de baixa
intensidade ou terapia laser e lesdo crbnica nervosa e dor neuropética e dor. Para os estudos
clinicos, as terminologias utilizadas foram: terapia laser de baixa intensidade ou terapia laser e
dor neuropatica ou neuropatia e estudos clinicos.

Como critérios de inclusdo foram selecionados artigos publicados em periddicos
nacionais e internacionais no idioma inglés, espanhol e portugués, que abordaram o objetivo
desta revisdo a partir da primeira publicacdo sobre o tema até novembro de 2015. Foram
adotados como critérios de exclusdo os artigos publicados em outras linguas, que ndo as
citadas acima, estudos que abordavam a LLLT em modelo experimental que ndo utilizaram
como amostra roedores ou humanos, pesquisas com outro tipo de dor, resultados publicados

apenas em resumos e artigos de revisao.
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4.4 Resultados

Na busca por estudos clinicos foram encontrados 34 estudos (PubMed: 11; Lilacs: 5;
Scopus 18), e para os estudos laboratoriais 218 (PubMed: 111; Lilacs: 50; Scopus 55, Scielo:1
e 1 estudo por busca ativa em lista de referéncias bibliograficas), totalizando 252 estudos.
Apds a remocdo dos estudos duplicados resultaram-se 192 e, ap6s a exclusdo dos artigos
devido ao titulo e o resumo ndo condizerem com a proposta desta revisdo, totalizaram-se 15

artigos (Figura 7).

252 resumos identificados pela

pesauisa em banco de dados

Estudos duplicados removidos
(n =60)

Estudos Selecionados Estudos excluidos por titulo

(n =192) (n = 166)
|

Estudos selecionados Estudos excluidos por resumo
(n =26) (n=12)

Avrtigo incluido por busca Numero de resumos selecionados (n
ativa (n=1) = 14)

Numero de estudos incluidos
(n=15)

Figura 7: Diagrama de fluxo das diferentes fases da revisdo sistematica recomendado pelo
PRISMA%

Dos 15 estudos selecionados, dez foram realizados em modelo experimental em
animais (nove em roedores e um em falcdo) e cinco em humanos. Dentre os artigos que

utilizaram modelo animal, um foi excluido por se tratar de um modelo experimental ndo
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utilizado frequentemente na literatura (falcdo) e entre os trabalhos com humanos, um também
foi excluido devido a publicacdo ser em sérvio, ndo se encaixando assim no critério de
inclusdo de estudos em inglés, portugués ou espanhol.

Na tabela 3, estdo representados os 13 artigos que foram incluidos neste estudo, com a
descricdo dos principais parametros utilizados na aplicacdo da LLLT. Para a construcdo da
tabela alguns parametros foram calculados, a partir de dados ja existentes, com intuito de

facilitar a comparacdo entre os estudos.
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Tabela 3: Relacéo de artigos selecionados com as respectivas descrigdes dos tipos de lasers usados, dos parametros utilizados, dos protocolos de

aplicagdes dos lasers, assim como os resultados obtidos.

Area de

A ~ _ . . Total de
Poténcia de seccao Técnica de . Energia N° de pontos Energia .
Estudo A . . Fluéncia . . aplicacéo Resultados
saida trav. aplicacéo por ponto irradiados Total ~
. (sessoes)
Feixe
262 J/cm? 8,4] 8,4]
1
Gustafsson et al.
’ 2
2003 28 532nm 70mwW 0.032 Pontual 656 J/cm 21) 1 21J +
1312 J/lcm? 42] 42)
Zinman etal., 2004 | go5nm 60 MW lom? Pontual 9J/crm o] 2 181 8 -
Ali-Asgarzadeh et | g0, 200mwW wox Pontual o 103 8 80J 12 +
al., 2011 %
. 4)/cm? 0,421 0,42J
?gﬁoa'l'”' etal., 830nm 30mw 0,11 Pontual 1 5 ¥
8J/cm? 0,88 0,88
808nm
;)hlirr;feh etal, 25mwW Pontual 10 100J 10 +
905nm lcm2 10J/cm? 10J
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650nm 35mW 1,05] 4 4,2)
Yan etal., 2011 % ** Pontual ** 1
808nm 450mW 13,5) 54)
2,5J/cn? 2,50 1 2,5]
g&f;i‘f”ho etal. | 950nm 80mW! Pontual 13/cm? 1) 1 1)
lcm? 14
Ad/cm? 4 1 43
Hsieh et al., 2012 % 660nm 30mwW 0,2cm2 Pontual 9J/cm2 1,8] 4 7,2] 7
70mW 8llcm? 0,213 1 0,213
Ribas etal., 2012% | 830nm 0,028 cm? Pontual 9
15/cm? 0,42] 1 0,42]
Bashirietal. 2013 | 7g0nm x x Pontual 2,5)/cm? * x x 8
Jameie etal. 2013 | 9500 70mw 0,24 Pontual ajlcm? 0.91] 2 1,82) 14
gglrj?;”' etal. 830nm 30mw 0,11 Pontual 8a/cm? 0.87J 2 1,74) 2
Masoumipoor et 660nm 100mw 4)/cm? 0.9J 2.7]
al., 2014 *° 0,24 Pontual 3 14
980nm 70mw Alem? 0.91] 2.73]
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Com relagéo ao tipo de laser utilizado para o tratamento da dor neuropatica, um estudo
utilizou o laser no comprimento de onda verde (532 nm), trés estudos no vermelho (650 nm a
670 nm) e 11 estudos utilizaram o laser infravermelho (780 nm a 980 nm). Além disso,
verificou-se também nos trabalhos analisados a utilizacdo de diferentes poténcias, variando
entre 25 mW a 450 mW. A poténcia mais empregada nos trabalhos foi a de 70 mW,
coincidindo assim com a mediana encontrada na tabela 3.

A partir da analise dos dados da tabela 3, foi possivel estabelecer a média e a mediana
de alguns parametros, tais como poténcia, fluéncia, energia por ponto e energia total. Na
tabela 4, sdo apresentados estes parametros com os valores minimos e maximos para cada um

dos parametros nos estudos experimentais.

Tabela 4: Média e mediana da poténcia, fluéncia, energia por ponto e energia total dos

estudos experimentais analisados.

Poténcia (mW) Fluéncia Energia por Energia Total
(J/lcm2) ponto (J) )
Minima 25 1 0.21 0.21
Maxima 450 1312 42 100
Média 88 129,05 6.49 17.82
Mediana 70 8 1.42 4.1

A somatoria do numero de participantes nos estudos clinicos foi 130. Sendo que em
todos os estudos, os participantes tinham idade superior a 18 anos e ndo havia restricdo quanto
ao género, porem, predominou-se em todos os estudos o sexo feminino. Os pacientes
apresentados ndo faziam uso de nenhum medicamento para dor e haviam sido diagnosticado
com polineuropatia diabética, apresentando assim historico de dor neuropatica. Em todos os

estudos clinicos, a LLLT foi aplicada com laser infravermelho. Trés dos estudos clinicos
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utilizaram como metodo de avaliacdo a escala visual analogica (EVA), obtendo melhora da
dor em todos os estudos, com duas semanas de tratamento. As fluéncias utilizadas nos estudos
clinicos foram muito proximas, entretanto a energia aplicada demonstrou-se discrepante
(Tabela 5).

Tabela 5: LLLT na dor neuropética: caracteristicas dos ensaios clinicos e efeitos no periodo

de 2 semanas.

Estudo Tio de Laser Fluéncia Energia N° de Periodo de EVA EVA
P (jlcm?) Q)] participantes  Tratamento (Antes) (Apo6s)
Khamseh et  |nfravermelho 10 10 17 2 semanas n.a. n.a.
al., 2011 34
Bashirietal., Infravermelho 25 bl 60 2 semanas 8,17 6,2
2013 38
Zinman et Infravermelho 9 9 50 2 semanas 7.1 5,8
al., 2004 30
_ 8 0,21
Ribasetal., [Infravermelho 3 2 semanas 8,3 2,3
2012 %7 15 0,42

4.5 Discussao

Os resultados desta revisdo demonstram que a LLLT possui grande eficacia no
controle da dor neuropatica, embora os parametros ndo sigam um padrdo especifico nos
diferentes estudos apresentados.

Na tabela 3, observa-se que na literatura pesquisada existem diversos estudos que
utilizaram lasers com diferentes comprimentos de onda e encontraram resultados
significativos no aumento da analgesia®® 3% 3!, A maioria dos estudos demonstraram
resultados positivos da aplicacdo da LLLT no tratamento da dor neuropética, no entanto, as

fluéncias, poténcias e tempo de aplicacdo quase sempre sdo distintas.
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Vérios pesquisadores tem relatado em seus estudos a importancia da LLLT no
tratamento de dores em pacientes com neuropatia diabética como forma alternativa aos
medicamentos, devido as agbes de biomodulacéo e efeitos antioxidantes do laser*® 4.

Bjordal et al., (2006)* realizaram um estudo de revisdo em que indicaram o
mecanismo de acdo da LLLT na dor de trés maneiras. Primeiramente, através da modulacéo
do processo inflamatorio, depois através da alteracdo da excitacdo e da conducao dos nervos
periféricos e, por ultimo, pela estimulacdo no aumento da sintese de endorfina. Novas
hipdteses sobre os mecanismos da LLLT, como efeitos sisttmicos por meio de sintese de
oxido nitrico (NOS), ndo podem ser descartadas, mas no momento sdo apenas possibilidades
experimentais que precisam ser mais exploradas.

Masoumipoor et al., (2014)° e Yan et al., (2011)*° apresentaram estudos
comparativos entre lasers com diferentes comprimentos de onda em dor neuropéatica. Ambos
compararam um laser infravermelho com um laser vermelho, no entanto, em ambos o0s
estudos os diferentes comprimentos de onda apresentaram resultados positivos quanto ao
aumento da analgesia. Contudo, quando comparados entre si 0s resultados foram
controversos, Masoumipoor et al., (2014)!° relataram que o laser vermelho apresentou
resultados mais satisfatorios, enquanto Yan et al., (2011)*® encontraram melhores resultados
com o laser infravermelho. Entretanto, observou-se que em ambos os estudos, 0 grupo que
apresentou melhores resultados havia utilizado poténcias mais elevadas, atribuindo assim o
aumento da analgesia & poténcia empregada.

Nos estudos apresentados por Gustafsson et al., (2003)? e Cidral-Filho et al., (2012)?°
com a utilizacdo da LLLT em dor neuropatica em modelo animal, ambos compararam
diferentes fluéncias, fixando os demais parametros. Os dois estudos observaram que maiores
fluéncias apresentaram resultados mais significativos. Entretanto, Cidral-Filho et al., (2012)%®

comparando trés fluéncias diferentes, 1 J/cm?, 2.5 J/cm? e 4 J/cm?, demonstraram que as
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fluéncias de 2.5 Jlcm? e 4 J/cm? apresentaram resultados positivos sem diferencas
significativas entre as mesmas, afirmando que devido ao menor tempo de aplicacdo a
utilizacdo da fluéncia de 2.5 J/cm2 seria mais indicada.

No mesmo trabalho de Gustafsson et al., (2003)%, foi observada uma grande
discrepancia em relacdo as fluéncias empregadas na LLLT em comparacdo aos demais
estudos. As fluéncias encontradas eram de 263 J/cm?, 656 J/cm? e 1312 J/cm?, no entanto,
essas altas fluéncias foram empregadas devido a uma particularidade do equipamento laser
utilizado no estudo, sendo um Nd:YAG com uma fibra de 200 a 220 um de diametro. A
maioria dos lasers, assim como os utilizados nos estudos desta revisdo, utilizam uma fibra de
600 a 650 pum de didmetro, justificando assim a utilizacdo de altas fluéncias no trabalho de
Gustafsson et al., (2003)%,

Dentre os quatro estudos clinicos que utilizaram a aplicacdo do laser infravermelho
como recurso de tratamento para dor neuropética, somente o estudo de Zinman et al.,
(2004)%°, apresentou resultados ndo significativos. Este estudo utilizou a LLLT com
comprimento de onda de 905 nm em 50 pacientes portadores de polineuropatia diabética,
sendo estes pacientes alocados em um grupo sham e um grupo tratado. Quando o grupo
tratado foi comparado ao grupo sham nédo foi observada melhora significativa, destacando
assim a importancia da inclusdo de grupos placebo/sham em pesquisas clinicas, contudo,
qguando a dor foi comparada antes e ap0s o tratamento houve uma diminuicédo significativa na
EVA do grupo tratado. Apesar da maioria dos estudos clinicos apresentarem resultados
significativos quanto a LLLT no tratamento de dor neuropatica, 0 nimero de estudos sao
muito escassos, evidenciando assim, a necessidade de novos estudos para que a agdo da LLLT
na dor neuropatica seja efetivamente reconhecido como uma alternativa de tratamento.

Atraves desta revisdo, foi também observada uma grande dificuldade de comparacéo

entre os estudos apresentados devido a maioria destes ndo apresentarem alguns dos principais
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parametros empregados na aplicacdo da LLLT, dificultando a definicdo de protocolos de
tratamentos eficazes e o entendimento dos possiveis mecanismos de a¢do da LLLT.

Quando néo aplicada de maneira adequada, respeitando cada caso, fluéncias elevadas
podem provocar danos aos tecidos, como descrito por Hawkins e Abrahamse (2005)*. Por
outro lado, estudos como de Ndfiez et al., (2004)*, utilizando um laser HeNe com fluéncia de
1 J/lcm? e poténcia de 10 mW, ndo encontraram alteracdes biologicas sobre os tecidos
irradiados devido & baixa fluéncia da LLLT.

Em um estudo de revisdo realizado por Bjordal et al. (2006)* sobre a utilizagio de
lasers infravermelho no controle da dor neuropatica os autores concluiram que efeitos
positivos podem ser observados com até 1.8 Joules por ponto, sendo que a energia total deve
ser proxima ou superiora 5 J.

Desse modo, é possivel observar que LLLT pode ser muito eficaz para o tratamento de
dor neuropatica sendo sugerido a utilizacdo de um laser com comprimento de onda
infravermelho, devido a maioria dos estudos utilizarem esse comprimento de onda e
apresentarem resultados significativos quando comparado com os demais tipos de laser, com
poténcias superiores a 70 mW, nédo ultrapassando 100 mW. Com relagdo aos pardmetros de
fluéncias os estudos clinicos e experimentais sugerem valores préoximo de 7 J/lcm?, ja as
energias aplicadas sdo muito discrepantes entre os estudos, observando a necessidade de

novos estudos, principalmente clinicos.



53

4.6 Conclusao

A partir desta revisdo conclui-se que a LLLT no tratamento da dor neuropatica exerce
efeitos positivos no controle da analgesia. Além disso, diante dos dados apresentados €
possivel estabelecer parametros eficazes no tratamento desse tipo de dor. Contudo, séo
necessarios novos estudos com maior rigor cientifico, principalmente, com relacéo a descricéo
de todos os parametros da LLLT utilizados no tratamento, visando assim a comparacao entre
os resultados, com intuito de definir protocolos de tratamentos que otimizem a acdo da LLLT

na dor neuropatica.
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5. ESTUDO I

“Efeito da terapia laser de baixa intensidade (808nm) no controle da dor neuropatica em

camundongos”
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5.1 Resumo

Background and Objectives: A dor neuropética pode ser definida como a dor iniciada ou
causada por uma lesdo ou disfuncdo primaria do sistema nervoso central ou periférico. Dentre
0s recursos fisioterapéuticos utilizados para analgesia, destaca-se a terapia laser de baixa
intensidade (LLLT), entretanto, os parametros de aplicacdo, principalmente a fluéncia,
permanecem controversos na literatura. Assim esse trabalho teve como objetivo investigar o
efeito da LLLT, em diferentes fluéncias, no controle da dor neuropéatica em camundongos

Study Design/Patients and Methods: Foram utilizados 50 camundongos, sendo estes
induzidos a neuropatia através da cirurgia de constricdo crénica no nervo isquiatico (CClI),
tratados com a LLLT e divididos em cinco grupos: GP (simulagdo da LLLT), GS (sham),
GL10, GL20, GL40 (LLLT, fluéncias de 10J/cmz2, 20 J /cm? e 40 J /cm?). As avaliacGes foram
realizadas através do teste de Placa quente e de Randall e Selitto, antes e ap6s a cirurgia de
CCl e a cada 15 dias, sendo 90 dias o total do experimento. Foi também realizada a dosagem
sanguinea de B-endorfina.

Results: Para os testes de placa quente e Randall e Selitto, os grupos GL10 e GL20
apresentaram diminuicdo do limiar nociceptivo a partir do 30 dia de tratamento, o GL40
somente apds o 75 dia e o GP ndo apresentou melhora ao longo de todo o experimento. A
dosagem de B-endorfina foi maior para todos os grupos quando comparados ao GP,
entretanto, somente o GL20, apresentou um aumento significativo.

Conclusion: Os dados desse estudo demonstram que a LLLT em fluéncias maiores, 20J/cm? e
40 J/cm? sdo mais eficazes no controle da dor neuropatica.
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5.2 Introducao

A dor é descrita como uma experiéncia subjetiva complexa, que ndo envolve apenas a
transducdo de um estimulo nocivo ambiental, mas também o processamento cognitivo e
emocional pelo encéfalo [1,2]. No processo inflamatério, a dor pode acontecer por duas
maneiras, espontaneamente e/ou ainda por fenbmenos de sensibilizacdo, caracterizados tanto
pela resposta exacerbada a estimulos nocivos (hiperalgesia), como também pela presenca de
dor em resposta a estimulos ndo nocivos (alodinia) [3-5].

Lesdes do sistema nervoso central ou periférico podem levar a um tipo especial de dor,
na auséncia de nocicepcao, denominado dor neuropatica [6]. Como nos demais tipos de dor
crbnica, a dor neuropatica promove a ativacdo de regides encefalicas como a area
parabraquial, nucleo central da amigdala, substancia cinzenta periaquedutal e areas do cortex
cerebral relacionadas as emocdes, a integracdo sensorial e a personalidade, o que favorece o
surgimento de co-morbidades, como a ansiedade e depressdo, gerando um grande
comprometimento social do individuo [7].

Para um maior entendimento sobre a sindrome neuropéatica diversos modelos
experimentais tém sido desenvolvidos. Dentre estes, podemos destacar a transeccao parcial ou
total do nervo, a inflamacdo perineural, diabetes experimental e constri¢cdo cronica do nervo
isquidtico [8-13]. O método de constricdo cronica do nervo isquiatico (CCI) tem sido
amplamente investigado devido a sua alta confiabilidade, ser facilmente reproduzido e
apresentar o desenvolvimento de hiperalgesias térmica e mecanica e alodinia, sendo estes
sintomas semelhantes aos que ocorrem em humanos portadores de neuropatias [8,14-16]. Os
sinais de dor espontanea e hiperalgesia térmica e mecanica surgem 24 horas apés a cirurgia

(CCI), permanecendo por cerca de quatro meses [8].
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Atualmente as industrias farmacéuticas tém como principal farmaco para o tratamento
da dor a utilizacdo de analgésicos, sendo que estes tém demonstrado somente 30% de
efetividade em pacientes com dores neuropaticas [17-19]. Assim diversos pesquisadores vém
buscando formas alternativas a farmacoldgica para o tratamento deste tipo de dor como, por
exemplo: fisioterapia, acupuntura, psicoterapia e procedimentos anestésicos e neurocirirgicos.

Dentre os recursos utilizados pelos fisioterapeutas a Terapia Laser de Baixa
Intensidade (LLLT) vem apresentando bons resultados no controle da dor neuropética e
crbnica [20-22]. Os efeitos analgésicos induzidos pela laserterapia podem ser justificados por
meio da modulacdo dos mediadores quimicos da inflamacao, além do estimulo a sintese de
beta endorfina [23,24]. Esses fatores associados tendem a limitar a reducdo do limiar de
excitabilidade dos receptores dolorosos e eliminar substancias alogénicas [25,26]. Entretanto
diversos estudos que apresentam a utilizacdo da LLLT como tratamento para dor neuropatica
relatam o uso de diferentes parametros, sendo esses muitas vezes discrepantes, principalmente
em relacdo a fluéncia [21, 27, 28].

Desse modo, a investigacdo experimental com uso de modelos animais se torna
relevante para o estabelecimento de parametros adequados de aplicacdo deste recurso
terapéutico na pratica clinica, uma vez que, tais parametros permanecem controversos na

literatura.

5.3 Materiais e métodos

O presente estudo foi conduzido de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de Animais
de Laboratério e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de S&o Carlos (UFSCar) (Parecer 026/2014). Os animais foram mantidos no Biotério
do Departamento de Fisioterapia da UFSCar durante todo o periodo experimental e foram

alojados individualmente em gaiolas apropriadas de polietileno padrdo, em condicdes
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ambientais controladas (19-23°C e ciclo claro/escuro de 12/12 horas), com livre acesso a agua
e racdo propria.

Um total de 50 camundongos, da cepa Suigo-albino, machos, pesando 25-30 gramas,
foram utilizados neste estudo. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos,
alocando-se 10 animais em cada: grupo sham (GS): simulacdo da cirurgia de constricao
crénica do nervo isquiatico (CClI); grupo placebo (GP): inducdo da neuropatia por meio da
cirurgia CClI, com aplicacao do laser desligado; grupo terapia laser 10 J/cm?2 (GL10): inducéo
da neuropatia por meio da cirurgia CCIl, com aplicacdo da LLLT (808 nm), com fluéncia de
10J/cm?; Grupo terapia laser 20 J/cm2 (GL20): inducdo da neuropatia por meio da cirurgia
CCl, com aplicacao da LLLT (808nm), com fluéncia de 20J/cm2; gupo terapia laser 40 J/cm?
(GL40): inducdo da neuropatia por meio da cirurgia CCI, com aplicacdo da LLLT (808nm),

com fluéncia de 40J/cm2.

5.3.1 Inducéo da Neuropatia

Foi utilizado o modelo experimental de CCI para a inducdo da neuropatia. O método
foi realizado inicialmente através da anestesia de Ketamina (1pl/kg) e Xilasina (0.5ul/kg)
(90mg/Kg, intraperitoneal). O animal foi posicionado em decubito ventral, com elevacdo da
perna direita, com o fémur a 90° e a pata fixada usando fita adesiva. A seguir, foi realizada a
seccdo entre a fascia do gluteo e o biceps femoral expondo assim 0 nervo isquiatico direito
proximo a sua trifurcacdo. O tecido ao redor do nervo foi cuidadosamente cortado a uma
distancia de aproximadamente 8 mm sendo realizada a compressdo do nervo através da

colocagéo de quatro ligaduras com fio estéril ndo inflamatdério mononylon 5.0 [14-16].

5.3.2 Terapia Laser de Baixa Intensidade
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Trés dias apos a cirurgia de CClI, os animais receberam a primeira aplicacdo da LLLT.
A LLLT foi realizada com um laser infravermelho (Photon Lase IlIl, DMC, Sao Carlos,
Brasil), com comprimento de onda de 808nm, poténcia de saida de 30 mW e area do feixe de
0,028 cmz. Os parametros utilizados por cada grupo laser foram: GL10 - fluéncia de 10 J/cm?,
energia total de 0,27J) e tempo de aplicacdo de 9segundos; GL20 - fluéncia de 20 J/cm?,
energia total de 0,54J) e tempo de aplicacdo de 18segundos; GL40 - fluéncia de 40 J/cmz?,
energia total de 1,1J e tempo de aplicacdo de 37 segundos

O tratamento com a LLLT foi realizado trés vezes por semana, com inicio 48 horas
apos a cirurgia, por um periodo de 90 dias. Nas aplicaces, foi utilizada a técnica pontual em
contato, sendo a caneta do equipamento posicionada perpendicularmente ao tecido e as

irradiacGes foram realizadas sempre no mesmo horario.

5.3.3 Avaliagdes Funcionais

As avaliacdes foram iniciadas no periodo pré-cirargico, para que os dados servissem
como linha de base para o estudo. Apds 48 horas da CCI foram realizadas novas avaliacGes
para comprovar a eficacia da cirurgia e durante os 90 dias de tratamento as avaliagdes eram
realizadas a cada 15 dias. O total de avalia¢cdes ao longo de todo experimento foi de oito para

cada grupo.

5.3.3.1 Hiperalgesia Térmica

O teste de placa quente é comumente utilizado para a avaliacdo de hiperalgesia térmica

em camundongos. Os animais foram colocados sobre a placa aquecida (Hot Plate, Insight,
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Brasil), a uma temperatura aproximada de 52°C e as respostas ao estimulo térmico (retirada e
lambida das patas traseiras ou dianteiras), foram cronometradas [29]. O maximo de

permanéncia sobre a placa e de 25 segundos.

5.3.3.2 Hiperalgesia Mecanica

Para a realizacdo desta avaliacdo foi utilizado um equipamento apropriado
denominado analgesimetro (Analgesimetro Randall Selito, Insight, Brasil), este é responsavel
por gerar um aumento linear da forca (em gramas) sobre a superficie dorsal da pata do animal,
até que o mesmo produza uma resposta caracterizada pela retirada da pata. O reflexo de
retirada da pata é considerado representativo do limiar hipernociceptivo, ou seja, a forca
necessaria aplicada a pata para que induza uma resposta aversiva a um estimulo nocivo. A

forca necessaria para que esse animal exiba tal resposta € registrada em gramas [30].

5.3.4 Analise de p-endorfina

Para a dosagem de p-endorfina, foi realizada a coleta de amostras de sangue através da
decapitacdo dos animais ao final do experimento. As amostras foram centrifugadas para
separacgdo de plasma e soro, sendo este utilizado para analise. Utilizou-se o kit f-END ELISA
(MyBioSource, California, USA)), com placas de poliestireno com 96 cavidades de base
cobnica (Mybiosource, Califoérnia, EUA), recobertas com fitas adesivas de acetato. Foram
utilizadas pipetas multicanais automaticas de varios volumes, de 0,5 mL até 1000 mL,
microtubos e cubetas de poliestireno foram utilizados para o preparo de solugdes e

transferéncia de volumes. Lavador de placas (Wellwach AC, Thermo Scientific®) e um leitor
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de placas (Multiskan FC, Thermo Scientific®) também foram empregados. A absorbancia

para a B-endorfina referida foi mensurada atraves do leitor de microplacas a 450nm.

5.3.5 Andlise estatistica

Os dados foram processados pelo programa GraphPad Prisma, sendo representados em
média e desvio padrdo. Foi realizado o teste de Shapiro Wilk para normalidade. Foram
realizadas analise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas para avaliacdo intra-grupo e
two-way para comparac6es entre 0s grupos. Foi aplicado o teste de comparacdes multiplas de

Tukey ao final das analises. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

5.4 Resultados

Os animais foram pesados e avaliados pelo teste da placa quente e Randall e Selitto
antes da cirurgia. No dia seguinte, os animais foram submetidos a cirurgia de CClI e ap6s 48
horas da cirurgia foram novamente pesados e avaliados demonstrando o surgimento de
sintomas de hiperalgesia, alodinia e reducéo do peso corporal, além de apresentar uma triplice
flexdo do membro afetado, o que caracteriza a existéncia da dor neuropatica.

Nas avaliacGes de hiperalgesia térmica, realizadas pelo teste de placa quente, foi
observado que o GP ndo apresentou melhora significativa da dor, sendo que a média obtida no
periodo pré-cirargico foi de 19 + 6s e a maior média obtida durante todo o periodo
experimental foi de 12,8 £ 2,2s, ndo havendo assim a restauracao da sensibilidade. Os grupos
GL10, GL20, GL40 apresentaram restauracdo completa da sensibilidade ao final do

tratamento, porém no GL10 essa restauracdo foi observada somente a partir do 75° dia de
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tratamento (p<0,05), enquanto que os grupos GL20 e GL40 apresentaram melhora da dor e

restauracdo completa da sensibilidade a partir do 30° dia (p<0,0001) (Figura 1).
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Figura 8: Avaliacdo de hiperalgesia térmica. Limiar de retirada da pata, mensurado em
segundos (seg), dos grupos GP, GL10, GL20, GL40 durante o teste de Placa Quente nos
periodos pré-cirargico (Pré-Ci), 48 horas apds a cirurgia de CCI (48h P6s-Ci) e durante os 90
dias de tratamento em que as avaliagbes ocorriam a cada 15 dias. * diferenca estatistica

significativa quando comparadas com o periodo pré-cirargico.

Em relagdo as avaliagOes de hiperalgesia mecénica, realizadas pelo teste de pressao de
Randall e Selitto, também foram observadas melhora significativa da dor e diminuicdo dos

sintomas de alodinia e hiperalgesia nos grupos GL10, GL20 e GL40, porém no grupo GL20, o
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tratamento demonstrou efetividade a partir do 30° dia, no GL40 a partir do 45° dia de
tratamento e no GL10 essa efetividade foi observada somente na Gltima avaliacdo realizada. O
GP ndo apresentou melhora dos sintomas, demonstrando a eficicia e duracdo da cirurgia

durante todo o tempo do experimento (Figura 2).
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Figura 9: Avaliacdo de hiperalgesia mecanica; Limiar de retirada da pata, mensurado em
gramas(g), dos grupos GP, GL10, GL20 e GL40, realizado pelo teste de pressdo de Randall e
Selitto nos periodos pré-cirargico (Pré-Ci), 48 horas apos a cirurgia de CCI (48h P6s-Ci) e
durante os 90 dias de tratamento em que as avaliagdes ocorriam a cada 15 dias. * diferenca

estatistica significativa quando comparadas com o periodo pré cirdrgico.
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O GS ndo apresentou alteracdes significativas dos dados em nenhum momento do
experimento, tanto para o teste de hiperalgesia térmica, quanto para o de hiperalgesia

mecanica (Figura 3).
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Figura 10: Limiar de retirada da pata, mensurado em segundos (seg) pelo teste de placa
guente e mensurado em gramas(g) pelo teste de Randall e Selitto do grupo sham nos periodos
pré-cirurgico (Pré-Ci), 48 horas ap6és a cirurgia de CCI (48h Pds-Ci) e durante os 90 dias de

tratamento em que as avaliacdes ocorriam a cada 15 dias.

Nos resultados entre grupos nas avaliacbes nociceptiva, foram observadas melhora dos
sintomas e restauracdo da sensibilidade significativas com a utilizacdo da LLLT com
fluéncias de 20 J/cmz2 e 40 J/cmz2, grupo GL20 e GL40 respectivamente. Entretanto ndo foram
observadas diferencas significativas entre estas duas fluéncias de tratamento. Quando se
comparou 0 GP na avaliacdo de hiperalgesia térmica e mecénica, os dados ndo demonstraram
diferencas significativas em comparacdo com o GL10 em nenhum dos tempos avaliados,
porém quando comprados com GL20 e GL40 foram observadas diferengas significativas a
partir do 30° dia de tratamento, demonstrando assim a maior eficacia dos tratamentos dos

grupos GL20 e GLA40.
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Vale ressaltar que no periodo pre-cirdrgico nenhum dos cinco grupos apresentaram
diferencas significativas em nenhuma das avalia¢des, ja no periodo pds-cirdrgico apenas o GS
apresentou diferenca significativa em relacdo aos demais grupos, evidenciando assim a
eficacia da cirurgia de CCI nos demais grupos (Figura 4). Quando comparado 0s grupos ao
final do experimento, nas avaliacbes nociceptiva, foi possivel observar que o GS, GL10,
GL20 e GL40, apresentaram resultados proximos aos valores do periodo pré-cirurgico,

evidenciando assim a eficacia da LLLT.
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Figura 11: Avaliacdo de hiperalgesia térmica e mecanica nos momentos pre-cirurgico, 48h
pos-cirurgia e 90 dias pos-cirurgia para todos os grupos avaliados. * diferenca significativa

em relacdo ao periodo pré-cirurgico; # diferenca significante do GS com os demais grupos.
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De acordo com o ensaio de ELISA foi possivel observar que quando comparado o GP
com os demais grupos, todos apresentaram uma maior quantidade de p-endorfina, entretanto,

somente 0 GL20 e o GL40 apresentaram um aumento estatisticamente significativo.
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Figura 12: Absorbancia (pg/ml) de p-endorfina encontrada através da analise de ELISA. *

Diferenca estatisticamente significativa do GL20 com o GP.

5.5 Discussao

Sabe-se que processos dolorosos, principalmente cronicos, reduzem drasticamente a
qualidade de vida do individuo e a persisténcia dos sintomas podem causar reacfes
emocionais negativas tornando-se debilitante e causadora de sofrimento [31]. O tratamento
para esses processos vem sendo cada vez mais desafiador, assim, a procura por novas terapias
complementares tém sido muito recorrente na literatura [32]. Recentemente, varias pesquisas
tém investigado os mecanismos subjacentes aos efeitos de diferentes terapias, como

manipulacgdo articular [33]; acupuntura [34], massagem terapéutica [35] e fototerapia [36].
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Os dados apresentados neste trabalho reforcam que a LLLT apresenta um importante
efeito analgésico. Além disso, ampliamos os possiveis alvos pelos quais a LLLT atuaria no
controle da dor.

O principal achado deste estudo foi que a LLLT, com um laser de 808 nm, age de
forma efetiva na reducdo da dor neuropatica, destacando que fluéncias mais altas sdo mais
eficazes na promocdo da analgesia. O fato da LLLT promover analgesia pode ser atribuido ao
aumento da producdo de B-endorfina, causada por essa terapia, principalmente em fluéncias
mais altas, como apresentado em nosso estudo.

A literatura, atualmente, sugere que a LLLT possui acdo efetiva na reducdo de
processos dolorosos [26,37,20,38], destacando que 0s possiveis mecanismos de acdo da LLLT
na producdo da analgesia podem ser atribuidos a modulacdo do processo inflamatério,
alteracdo da excitacdo e da conducdo dos nervos periféricos e pela estimulacdo no aumento da
sintese de endorfina [24,23,39].

Hagiwara et al., (2008) [40] discutiram em seu estudo 0s possiveis mecanismos de
acdo da LLLT sobre a analgesia, destacando que os mecanismos de a¢do da dor ndo podem
ser relacionados somente ao sistema nervoso central, mas também ao sistema nervoso
periférico, relatando que a LLLT age de forma positiva em ambos os sistemas. Os resultados
do estudo Hagiwara et al., (2008) [40] demonstraram que a LLLT foi capaz de exercer além
de uma acdo antiinflamatoria a estimulagdo de opiddes periféricos como a B-endorfina
apresentando uma acdo analgésica significativa. Os dados do trabalho de Hagiwara et al.,
(2008) [40] corroboram com nosso estudo, uma vez que 0s grupos tratados com a LLLT,
principalmente com fluéncias mais altas (20J/cm? e 40J/cm?2) apresentaram uma maior
expressdao de B-endorfina no sangue, sendo estes mesmos grupos 0S que apresentaram

melhora significativa da dor confirmado pelas avaliagdes funcionais.
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Yamamoto et al, (1988) [41] foram uns dos primeiros autores a discutirem a acao da
LLLT na dor neuropética na literatura, demonstrando que a acdo dessa terapia pode estar
relacionada ao fato do laser estimular uma maior producdo de endorfinas, provocando assim
uma significativa analgesia, assim como encontrado em nosso estudo.

Karu (1989) [26] sugere que a eficacia da LLLT esta intensamente relacionada a
aplicacdo da fluéncia adequada, relatando que altas fluéncias podem gerar danos ao tecido e
que fluéncias baixas podem nao produzir efeitos. Assim, acredita-se que o estabelecimento
das fluéncias empregadas para tratamentos devem possuir grande rigor cientifico. Dessa
forma, esse trabalho buscou identificar a fluéncia mais efetiva para a diminuicdo da dor
neuropatica, relatando que fluéncias entre 20 J/cm2 e 40 J/cm2? promovem analgesia
significativa.

Do mesmo modo, Bertolini et al., (2011) [42] apresentaram um estudo com animais
submetidos a compressdo do nervo isquiatico e posteriormente tratados com a LLLT, com
diferentes fluéncias, 4 J/cm? e 8 J/cm?, para reducdo da dor. Os resultados demonstraram que
a LLLT foi eficaz para redugdo da dor, destacando que a fluéncia mais alta,
consequentemente com maior energia, apresentou uma melhora superior a outra dose
utilizada, assemelhando-se assim ao nosso estudo, em que as fluéncias de 20 J/cm? e 40 J/cm?
apresentaram respostas mais positivas quando comparadas a fluéncia de 10J/cmz.

Outro estudo realizado por Jameie et al., (2014) [27], utilizaram a LLLT na tentativa
de reduzir a dor em animais submetidos a cirurgia de CCI, sendo aplicada uma energia de 0,9
J por ponto e para a avaliacdo de dor os mesmos testes apresentados em nosso estudo. Os
resultados obtidos corroboram com nosso estudo uma vez que os animais tratados pela LLLT
apresentaram melhora significativa da dor ao final do experimento. Vale ressaltar que apesar
da fluéncia utilizada por Jameie et al., (2014) [27] ndo ser proxima a de nosso estudo, a

energia aplicada pelo fluéncia de 8 J/cm? foi de 0,9J, e em nosso estudo a energia aplicada
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pelas fluéncias de 20 J/cm?2 e 40 J/cm?, foram de 0,5J e 1,1J, sendo essas as que apresentaram
melhores resultados nas avaliagdes.

Através dos dados apresentados € possivel relatar, que apesar da fluéncia ser um fator
de grande importancia no momento de se estabelecer um tratamento, o conhecimento da
energia que serd aplicada é fundamental na determinacdo dos parametros da LLLT, atribuindo
a acdo do laser a energia aplicada.

A LLLT em diferentes fluéncias pode reduzir significativamente processos dolorosos
como os produzidos pela neuropatia, atuando na estimulacdo da liberacdo de beta-endorfina,
sendo esse um neurotransmissor responsavel pela analgesia [43,44]. Entretanto, a comparacao
de estudos sobre a LLLT na reducdo da dor, em especial da neuropatica, ainda € dificil, uma
vez que os parametros dosimétricos sdao muito distintos, além do detalhamento destes nem
sempre serem apresentados, dificultando assim sua reproducdo para tratamento [42, 45].
Assim sugere-se que estudos futuros, com maiores detalhamentos, sejam realizados para
elucidar esta questdo além da investigacdo de maiores fluéncias na tentativa de otimizar a

diminuicdo/controle da dor neuropatica.

5.6 Conclusao

De acordo com os dados apresentados, é possivel concluir que a LLLT, 808nm, atua
de forma positiva na diminuicédo e controle da dor neuropética, destacando que fluéncias mais
altas, como 20 J/cm? e 40J/cm2, sdo mais eficazes, além de, estimularem uma maior producao

de B-endorfina.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Através das analises e dos resultados obtidos em nossos estudos, foi possivel concluir

A LLLT, 808nm, nas fluéncias de 20J/cm? e 40J/cm? apresentaram resultados
positivos no controle da dor neuropética, uma vez que apresentou um aumento do
limiar nociceptivo demonstrados pelos testes de hiperalgesia térmica e mecanica,

sugerindo uma analgesia significativa.

A LLLT, nas condi¢bes estudadas, demonstraram que fluéncias mais altas, atuam de
forma eficaz no aumento da produgdo de B-endorfina, sugerindo a diminuic¢do da dor

neuropética pela estimulacdo na producgdo deste neurotransmissor.

A LLLT é capaz de reduzir progressivamente a dor neuropatica, inclusive quando

cronificada, demonstrando a “ndo acomodac¢do” da terapia.

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

evidenciando uma acdo central.

Apesar da LLLT ser uma técnica muito discutida na literatura para o tratamento de dor,

em especial a neuropética, hd uma grande discrepancia entre os parametros utilizados, além da

falta de detalhamento destes, o que dificulta o estabelecimento de protocolos eficazes para o

tratamento clinico. Assim, sugere-se que estudos futuros, cuja construcdo seja longitudinal,

sejam realizados de forma mais detalhada em relagdo as técnicas e aos parametros de

aplicagdo, para que protocolos mais eficazes possam ser aplicados. Alem disso, esses

trabalhos devem explorar as possiveis maneiras que a LLLT pode atuar na tentativa de

promover analgesia em individuos com dor neuropatica.
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