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RESUMO

A esclerose multipla é uma doenca autoimune do sistema nervoso central. A
inflamacéo e o estresse oxidativo contribuem para a destruicdo da bainha de
mielina e consequentemente bloqueio ou desaceleragcédo dos impulsos nervosos
causando multiplos sintomas. A fotobiomodulagdo €é uma terapia nao
farmacoldgica utilizada para outras condicdes inflamatérias cronicas e pode ter
um papel no tratamento da esclerose multipla. Objetivo: Analisar IL-6, IL-10 e
estresse nitrosativo apds o tratamento com fotobiomodulacdo sistémica em
pacientes com esclerose multipla remitente recorrente. Métodos: 34
participantes foram recrutados no ambulatério da UNINOVE. Os niveis de nitrito
foram analisados através do ensaio de Griess, as IL-6 e IL-10 foram analisas
pelo ELISA. Os individuos foram randomizados e alocados nos grupos, sendo
grupo (1) terapia com fotobiomodulacdo sublingual, Grupo (2) terapia com
fotobiomodulac&o na artéria radial, grupo (3) Controle de individuos saudaveis,
grupo (4) controle de individuos com esclerose multipla. Resultados: Foram
observados reducdo significativa do nitrito apos o tratamento no grupo 1
(p<0,01), e ndo houve diminuicdo no grupo 2 (p>0,05). Na analise da IL-10 os
resultados mostram que houve aumento significativo nos grupos 1 e 2 (p<0,01).
Nao houve mudancas significativas da IL-6 apds o tratamento (p>0,05). Além
disso houve redugéo nos scores da escala modificada da fadiga no grupo 1
(p<0,01), j& no grupo 2 ndo apresentou resultados significantes (p>0,05).
Conclusado: O tratamento com FBM em direcdo a a. radial ndo mostrou
diminuicdo nos niveis de nitritos e fadiga, porém conseguiu modular de forma
positiva a expressao da IL-10. Ja o tratamento com FBM sublingual mostrou-se
eficaz em reduzir os niveis de nitrito e aumentar a expressao da IL-10 além de
melhorar a fadiga. O tamanho e a homogeneidade da amostra podem ser uma
ressalva a essas afirmativas.

Palavras-chave: Esclerose mudltipla, Estresse oxidativo, Mediadores

inflamatérios, Modalidades de fisioterapia, fotobiomodulagéo



ABSTRACT

Multiple sclerosis is an autoimmune disease of the central nervous system.
Inflammation and oxidative stress contribute to the destruction of the breast and
consequent blockage or deceleration of nerve impulses and painful symptoms.
Photobiomodulation is a non-pharmacological therapy for people with chronic
conditions and may have an untreated role for multiple sclerosis. Objective: To
analyze IL-6, IL-10 and nitrosative stress after treatment with systemic
photobiomodulation in patients with recurrent remitting multiple sclerosis.
Methods: 34 participants were recruited at the UNINOVE clinic. Nitrite levels
were analyzed by the Griess assay, IL-6 and IL-10 were analyzed by the ELISA.
The individuals were randomized and allocated to the groups, being group (1)
sublingual photobiomodulation therapy, group (2) photobiomodulation therapy in
the radial artery, group (3) Control of healthy individuals, group (4) control
individuals with multiple sclerosis. Results: Significant nitrite reduction after
treatment in group 1 (p <0.01) was observed, and there was no decrease in group
2 (p> 0.05). In the IL-10 analysis the results show that there was a significant
increase in groups 1 and 2 (p <0.01). There were no significant changes in IL-6
after treatment (p> 0.05). In addition, there was a reduction in scores on the
modified scale of fatigue in group 1 (p <0.01), whereas in group 2 there were no
significant results (p> 0.05.Conclusion: Treatment with FBM towards a. radial
expression did not show a decrease in nitrite and fatigue levels, but it was able
to positively modulate IL-10 expression. Treatment with sublingual FBM has been
shown to be effective in reducing nitrite levels and increasing IL-10 expression,
in addition to improving fatigue. The size and homogeneity of the sample may be
a qualification to these assertions.

Keywords: Multiple sclerosis, oxidative stress, Inflammation Mediators,

Physical Therapy Modalities, photobiomodulation
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1. Contextualizacdo

1.1. Esclerose Multipla

O sistema nervoso central (SNC) pode ser acometido por inuUmeras
afeccdes, dentre elas destaca-se a esclerose mdltipla (EM), sendo esta uma
doenca autoimune classificada como a segunda causa mais comum de
incapacidade fisica principalmente em individuos jovens?.

A EM caracteriza-se pela formacéo de focos inflamatorios localizados,
causando morte de oligodendrécitos e desmielinizagdo?. Os neurbnios sdo
células especializadas, cuja a principal funcéo é a intercomunica¢édo. A bainha
de mielina envolve os axdnios aumentando a velocidade de conducéo do impulso
nervoso. Com a desmielinizacdo e ocorre a reducdo do impulso nervoso,
causando multiplos sintomas, incluindo distarbios visuais, espasticidade,
fraqgueza muscular, fadiga, comprometimento na marcha, dificuldade de
coordenacao, tremores/ataxia, dor neuropética, déficits cognitivos, sensoriais,
bexiga, alteracdes emocionais, entre outros?.

A fadiga afeta até 90% dos individuos com EM e pode prejudicar
significativamente a funcao, a qualidade de vida e a interacdo com a familia e os
amigos. E um sintoma desafiador descrito pelos pacientes como “mal-estar”,
“cansaco excessivo” ou “fraqueza” que parece piorar ao longo do dia, bem como
em ambientes quentes e Umidos?.

Embora a causa exata da EM ainda seja desconhecida é considerada
uma doenca multifatorial complexa que envolve fatores genéticos e ambientais,
sendo o principal papel patogénico é atribuido ao sistema imunolégico®.

Clinicamente a EM é classificada em trés tipos: EM primariamente
progressiva, secundaria progressiva e remitente recorrente (EMRR). A EMRR é
caracterizada por surtos, ou seja, a bainha de mielina é danificada o que resulta
em um episddio sintomatico, porém os oligodendrdcitos produzem novamente a
mielina resultando recuperacao dos sintomas de forma total ou parcial. As outras
formas de apresentacdo da doenca séo caracterizadas por perda progressiva da
funcdo neurolégica, com acumulo de incapacidades®.

O prognostico da doenca € variavel, sendo que alguns pacientes

desenvolvem pouca incapacidade funcional, mesmo apds muitos anos de
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diagnostico. Outros pacientes tém um curso rapidamente progressivo com
incapacidade significativa desde o inicio da doenca. Essa variedade implica no
manejo da EM, porque o curso doenca nao pode ser previsto no momento do
diagnéstico ou apresentagao’.

A mensuracdo da incapacidade funcional se faz indispensavel no
acompanhamento do curso e tratamento da doenca. A Expanded Disability
Status Scale (EDSS) ou Escala de Incapacidade Funcional Expandida, é o
método padrdo-ouro para quantificar a incapacidade na esclerose mdaltipla. é
baseada em uma avaliacdo neuroldgica dos sistemas funcionais, sendo eles,
funcdo piramidal, cerebelar, do tronco encefalico, sensitivas, vesicais, visuais,
mentais, locomocao, sendo que a pontuacéo varia de meio até 10 pontos (Anexo
3)27:32,

O diagndstico é feito por meio da combinacao da histéria clinica, exame
neurolégico, ressonancia magnética e liquido cefalorraquidianc®.

O tratamento realizado com farmacos é capaz de promover o equilibrio de
citocinas pro e anti-inflamatérias. A reabilitacdo demostra melhorias na marcha,
cognicao, fadiga, depresséo, qualidade de vida, forca muscular e participagéo

nas atividades diarias. A associacdo dessas terapias beneficia o paciente.%10.

1.2. Inflamagdo na esclerose multipla

O sistema imunoldgico é constituido por células que possuem o papel de
defender o organismo contra agentes estranhos, dentre elas destacam-se 0s
linfécitos T. Sdo componentes do sistema imune adaptativo, desempenhando
um papel central na patogénese da EM. As células T podem ser classificadas de
acordo com a funcdo desempenhada, destacando-se os linfécitos T auxiliares ou
T-helper- Th e os Linfécitos T citotéxicos'® As células Th podem ser divididas em
2 subtipos baseados nos padrbes caracteristicos da secrecdo das citocinas e
suas funcgdes. As células Thl liberam citocinas pro-inflamatérias como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (INF-y), por exemplo, estas
citocinas se associam com progressao da doenga e agravamento dos sintomas
apresentados. Em contraste, as células Th2 estdo associadas a reducdo da
inflamacéo e liberam interleucinas (IL)- 4, 5 e 10%.
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Na EM as células T sdo ativadas no compartimento periférico por
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe Il, que sao
células apresentadoras de antigenos (CAA) profissionais!s. Essas células
apresentam antigenos especificos da proteina da mielina para os receptores de
célula T (RCT), que inclui a proteina basica de mielina, glicoproteina associada
a mielina e a glicoproteina oligodendrocitaria de mielina4.

Posteriormente a apresentacdo do antigeno, inicia-se o0 processo de
migragdo da célula Thl para o SNC. As moléculas envolvidas nesta fase séo:
interinas, quimiocinas, selectinas e metalo-proteinas de matriz’. As células T
utilizam moléculas de adeséo celular e proteases para aderir e migrar através da
camada de células endoteliais da barreira hematoencefalica (BHE), e acessam
0 SNC?>.

Ao entrar no SNC, as células Thl liberam uma série de citocinas pro-
inflamatérias, tais como, IL-6 INF-y, e TNF- a, que levam a ativacado da
micrégliall. As micréglias séo residentes no SNC, em seu fenétipo M2 realizam
uma variedade de tarefas, que incluem manutencao celular, liberacdo de fatores
troficos e anti-inflamatérios que facilitam a migracédo de células para o local de
inflamacéo, ja em seu fendtipo tipo M1, possuem capacidades semelhantes aos
macréfagos, incluindo fagocitose e producéo de citocinas inflamatérias?3,

Apos a ativacao de seu fendtipo M1 a micréglia destroi a bainha de mielina e
axbnios, ou seja, ocorre desmielinizacdo e diminuicdo do impulso nervoso.
Quando ocorre a formacdo de placas desmielinizadas, a micréglia libera
moléculas proé-inflamatérias como o 6xido nitrico e seus metabdlitos, por

exemplo o nitrito, causando danos secundarios aos neurdnios®1,

1.3. Estresse oxidativo na esclerose multipla

O SNC possui varios subconjuntos de macréfagos, como a micrdglia que luta
para manter a homeostase do SNC. Eles realizam essa tarefa coordenando a
poda sinaptica, promovendo neurogénese, impedindo que patdgenos entrem no
SNC. A micréglia representa uma fonte importante de radicais livres, ou seja,
liberam espécie reativa de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), havendo

desequilibrio entre essas espécies, caracteriza-se o estresse oxidativo?®.
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O oxido nitrico € uma ERN produzido por uma familia de éxido nitrico sintases
(ONS), que inclui a ONS neuronal, endotelial e induzivel, cujas atividades séo
complexas e abrangentes'?.

Possuem efeito protetor, como por exemplo, crescimento e maturagao de
oligodendrocitos, combatem infecgdes no SNC, limpam tecidos danificados,
regulam a entrega de oxigénio nos tecidos, regulando a combinacéo e libertacéo
de oxigénio da hemoglobina, controla o metabolismo mitocondrial. Por outro
lado, também possuem efeitos neurodestrutivo quando liberados em altas
concentragbes, como por exemplo, estimulam a resposta inflamatoria,
aumentam a permeabilidade da BHE, provocam apoptose neural, induz
disfuncdo mitocondrial, pois diminuem o metabolismo energético das células
neurais e consequentemente acelera a morte dos oligodendrécitost’:18,

O 6xido nitrico causa a disfungao mitocondrial neuronal em trés aspectos, a
saber, dano no DNA da mitocondria, inibicAo dos complexos da cadeia
respiratéria e apoptose dos neurénios?®.

As mitocondrias fornecem 90% da energia celular, portanto podem ser
consideradas como a for¢ca motriz da célula. Sua capacidade de se dividir e
migrar facilita a transmissdo de energia a longas distancias, sendo assim ajuda
0s neurdnios atender as altas demandas de energia principalmente nas
sinapses. A disfungdo mitocondrial € um fator chave que leva a
neurodegeneracdo, causada por descompensacédo e insuficiéncia energética,
pois o dano da mielina leva ao aumento da necessidade de energia, acelerando
a morte dos oligodendrécitos, que sdo células produtoras de mielina, sendo
assim, considera-se um fator importante na progressao da EM, pois impede a

remielinizacdo causando sequelas irreversiveis nos pacientes'®.

1.4. Fotobiomodulagéo

A fotobiomodulagdo (FBM) € uma fonte de luz em baixa intensidade, que
€ capaz de bioestimular ou bioinibir processos celulares. Tem sido utilizada para
uma variedade de tratamentos, pois penetra profundamente nos tecidos. Para
estimular uma resposta biolégica € utilizado laser em baixa intensidade em

comprimentos de onda de 632-1064 nanémetros (nm). Esses lasers ndo emitem



16

calor, som ou vibragdo. Em vez de gerar um efeito térmico, atua induzindo uma
reacao fotoquimica na célula, um processo denominado bioestimulacdo ou
fotobiomodulacéo e apresenta vantagens clinicas mais claras nos comprimentos
de onda de 600 — 700 nm que corresponde a luz vermelha (V), e 770 — 1200 nm
que corresponde a luz infravermelha (1V)2% 2L,

Os estudos relatam que a luz pode afetar o crescimento e o metabolismo
desde microrganismos unicelulares simples até mamiferos multicelulares, e
possui uma variedade de efeitos terapéuticos, como facilitar a cicatrizagéo de
feridas, promover regeneracdo muscular, evitar os efeitos neurotéxicos??.

A terapia por FBM no SNC também vem sendo investigada, e mostrou
resultados positivos nos modelos experimentais da doenca de Azheimer,
acidente vascular encefalico, traumatismo cranio encefalico, lesdo medular e
doenca de Parkinson. A FBM também foi estudada na encefalomielite autoimune
(EAE), que é o modelo animal que mimetiza a EM. Estudos mostram que, o
tratamento com FBM reduziu significativamente a infiltracdo de células
inflamatoérias e a area de desmielinizagdo no SNC, atenuou a producdo de
citocinas pré-inflamatérias durante a patologia da EAE, reduziu o estresse
oxidativo, restaurou transporte axonal provocado pela disfuncdo mitocondrial,
aumentou a producdo de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e induziu
neuroprotecao324-2°,

Os mecanismos celulares da acdo da luz IV ainda ndo sdo bem
compreendidos. Sabe-se que este comprimento de onda estimula o metabolismo
celular energético. A FBM trabalha com o principio de que, quando a luz atinge
certas moléculas chamadas croméforos, que séo fotorreceptores, sendo que a
membrana da mitocondrial atua como um croméforo importante na absor¢céo da
luz IV 2223,

Os efeitos da FBM na morte neural, indicam que a luz IV pode proteger
as células neuronais da morte celular, além disso também descobriram que o
CCO é capaz de reduzir os niveis de nitrito, pois aumenta a oxigenagado nas
células endoteliais de humanos, visto que ja foi comprovado que o nitrito inibe a
respiragdo mitocondrial e ao aumentar a atividade de citocromo C oxidase (CCO)

e restaura o consumo de oxigénio?.
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1.5. Efeito sistémico da fotobiomodulacao

De acordo com a literatura, a fotobiomodulacdo pode produzir efeitos em
outras regides do corpo, além do local onde a irradiacao foi realizada. O fato de
as células no tecido produzirem substancias que se espalham e circulam nos
vasos sanguineos e no sistema linfatico € uma possivel explicacéo para o efeito
sistémico?®. Um dos principais mecanismos do efeito sistémico da FBM consiste
nas mudancas rapidas das células na circulagdo sanguinea. Um estudo clinico
mostrou resultados positivos da aplicacdo transcutanea da luz na regido sacral
simultaneamente em amostras de sangue, mostraram diminuicdo das citocinas
pré-inflamatérias, e aumentou as citocinas anti-inflamatorias. Essas alteracdes
aconteceram como resultado da FBM transcutanea que induziu alteragbes na
circulacdo sanguinea?’.

A irradiacao intravascular do laser (ILIB) ainda estd em fase de prova de
conceito. No entanto, ha um namero crescente de potenciais aplicacdes clinicas
em VAarios processos patolégicos, como tratamento da dor, reparo tecidual, e
tratamento cardiovascular. Como o ILBI tem influéncia sobre todo o organismo,
pode ser uma modalidade terapéutica adequada em doencas complexas, como
a EM?8,

A Russia foi pioneira nos estudos com ILIB, definindo que a irradiacéao
seja realizada no sangue através de uma agulha intravenosa ou radia¢éo venosa
transcutanea?’. Os comprimentos de onda usados mais comuns incluem 630,
650, 808, 890 nm. De acordo com os estudos russos, o ILBl aumenta o conteudo
de oxigénio e reduz pressao de dioxido de carbono, elimina a hipdxia tecidual,
estimula a oxigenacao, reduz o conteudo da proteina C reativa, aumenta a
atividade do complemento, aumenta o nivel plasmatico das imunoglobulinas, e
aumenta a circulacéo periférica, e parece modular a producdo ATP 27:28, 29,

O ILIB também foi usado na regido sublingual de pacientes com
diagndstico de artrite reumatoide juvenil, o estudo foi justificado pela circulacéo
sanguinea ser muito abundante na regido sublingual, de modo que a FBM nessa

area poderia trazer grandes beneficios, sendo néo invasiva e indolor=°.
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1.6. Justificativa

Embora o desequilibrio de citocinas pré e anti-inflamatérias e estresse
oxidativo possam ser alterado com tratamentos farmacologicos, estudos de
Goncalves et al. 2016, Muili et al. 2012, 2013, e Lenden et al. 2013 demostram
gue a fotobiomodulac&o local pode modular a inflamacéo e estresse oxidativo e
consequentemente preservar a funcdo mitocondrial, prevenindo a morte dos
oligodendrdcitos. Sendo assim a FBM poderia complementar o tratamento na
esclerose multipla, porém os efeitos sistémicos da FBM né&o foram estudados

nessa populacéo.
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2. Objetivos

2.1. Geral

Analisar as interleucinas IL-6, IL-10 e estresse oxidativo apds o tratamento

com fotobiomodulacéo sistémica em pacientes EMRR.

2.2. Especificos

e Estabelecer um protocolo de terapia com fotobiomodulagéo.

e Analisar o efeito sistémico da fotobiomodulacéo.

e Analisar a fadiga percebida através da escala modificada da fadiga.

e Comparar os efeitos terapia por fotobiomodulacéo na regido sublingual e
artéria radial nos parametros de inflamacao e estresse oxidativo.

e Estabelecer uma nova abordagem para complementar o tratamento da
EM.
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3. Métodos

Este estudo trata-se de um estudo clinico, controlado e randomizado,
desenvolvido no ambulatério integrado de saude da Universidade Nove de Julho
(UNINOVE). Seguiu as normas regulamentadoras (resolu¢cdo nimero 466/2012)
de pesquisa em seres humanos com submissé&o e aprovacéo do Comité de Etica
em pesquisa da Universidade Nove de Julho (Niumero do Parecer: 2.423.755).
Os participantes ou responsaveis assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) para autorizagcéo da participacdo na pesquisa (Anexo 1). O
protocolo deste estudo foi registrado na Clinical Trials (ClinicalTrials.gov
Identifier: NCT03360487).

3.1. Casuistica

Os participantes foram recrutados no ambulatério integrado de saude da
UNINOVE, segundo critérios de inclusdo e exclusédo relacionados abaixo.

Critérios de Inclusao:

e Esclerose multipla remitente recorrente

e Homens e mulheres

e Idade: 18 a 60 anos

e Estar sob tratamento farmacologico

e Capaz de compreender responder estimulos verbais

e EDSS até 6
Critérios de Excluséo:

e Possuir outras doencas autoimunes

e Neoplasias

e Insuficiéncia cardiaca, respiratéria, renal ou hepatica

e Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

e Gestantes
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3.2. Delineamento do estudo

A triagem foi realizada por meio do contato telefénico de pacientes que se
encontravam em tratamento e na lista de espera no ambulatério da UNINOVE.
Os participantes que se enquadravam nos critérios de inclusdo passaram por
avaliacao fisioterapéutica e médica onde foi preenchida a avaliacdo inicial
(Anexo 2). As incapacidades fisicas dos participantes foram avaliadas através
da EDSS (Anexo 3) e escala modificada do impacto a fadiga (EMIF). Realizaram

coleta de sangue, foram randomizados e alocados nos grupos. (Fluxograma 1)

3.3. Participantes

Os individuos com EM recrutados foram randomizados e alocados, em
quatro grupos. Grupo (1) FBM na regido sublingual (n=8), Grupo (2) FBM na
regido da a. radial (n=7). Doze pacientes foram pareados para 0S grupos
controles, sendo o grupo (3) Controle de individuos saudaveis (n=8) e Grupo (4)
pacientes recrutados na Universidade Metropolitana de Santos (UNIMES) e ndo
receberam tratamento com FBM (n=11). Os pacientes pareados para 0S grupos
controle realizaram 2 coletas de sangue em 12 semanas.

E importante ressaltar que os participantes com diagnéstico de EM néo
foram privados de nenhuma medicacéo para o tratamento de sua condicéo base.

Apds um més de tratamento os participantes foram submetidos a reavaliacéo.

Tabela 1. Caracterizagcdo da amostra

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
N° Participantes 8 7 8 8
Idade 39,0+6,3 351+8,1 346+55 34655
EDSS 33+21 26+19 - -
Sexo (F/M) 7/1 6/1 8/1 8/1

N° de sessdes 24 24 - R
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CONSORT

TRANSPARENT REPORTING of TRIALS

CONSORT 2010 FI

[ Inscricbes ]

Assessed for eliaibility (n=42)

Excluidos (n= 22)

+ N&o atenderam critérios inclusdo (n=12)
—> ¢ Recusaram a pesquisa (n=2)
¢ Outras razdes (n=8 )

Randomizados (n=20)

[ [ iocaro ) l

Alocados para FBM Sublingual (Grupo 1) Alocados para FBM Artéria Radial (Grupo 2)
#Receberam a Intervencéo (n=10) ¢ Receberam a Intervencdo (n=10)
+ Descontinuaram a intervencéo (n=2) +Descontinuaram a intervencao (n=3)
Todos realizaram exercicios de fisioterapia Todos realizaram exercicios de fisioterapia
Pareados para o grupo controle individuos saudaveis Pareados para o grupo controle Esclerose Multipla
(Grupo 3) (n=8) (Grupo 4) (n=11)
+N3ao realizaram FBM. (n=8) +Tratamento convencional ¢N&o realizaram FBM.
Andlise
+Analisados grupos de tratamento +Analisados grupos controle
Grupo 1 (n=8) ¢ Excluidos da analise (n= 0) Grupo 3 (n=8) ¢ Excluidos da analise (n= 0)
Grupo 2 (n=7) ¢ Excluidos da analise (n= 1) Grupo 4 (n=0) ¢ Excluidos da analise (n= 0)
Motivo: Alta concentragdo de gordura no soro Motivo: Nao foi realizada a segunda coleta

Figura 1. Fluxograma CONSORT 2010
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3.4. AVALIACOES

3.5. Calculo amostral

O tamanho da amostra foi calculado a partir de um estudo piloto e assegura
confiabilidade do teste de 95%, o resultado foi de 34 individuos divididos em 3
grupos e um tamanho de efeito de 0,8, o poder de teste € de 0,9566, mantendo

o nivel significativo em a = 0,05(figura 2).

Power (1-B err prob)
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Figura 2. Grafico calculo amostral

3.6. Coletade sangue

Foram coletados 10 mL de sangue da veia cubital média dos participantes.
Foi realizado a centrifugacdo por 10 minutos numa velocidade de 2,800 rotacdes
por minutos (rpm). Foram retiradas as camadas de soro com aliquotas de 300
microlitros (uL) por eppendorfs de cada paciente e armazenado a - 80 ° C antes
do uso.
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3.7. Avaliagcdes

3.7.1. Expresséao proteicadas IL -10 e 16

As citocinas IL-10 e IL-6 foram quantificadas a partir das amostras de soro
dos individuos utilizando kits ELISA MAX HUMAN da BioLegend, que contém
anticorpos de captura e deteccdo para quantificacdo precisa de cada citocina.
Todos os kits de avaliagdo de acordo com as instrugcdes do fabricante. A
densidade 6ptica das amostras foi medida no espectrofotémetro a 450 nm.

3.7.2. Avaliacao do nitrito

O nitrito foi determinado nas amostras de soro utilizando a reacdo de
Griess. As amostras foram incubadas com reagente Griess em temperatura
ambiente durante 10 minutos e a densidade Optica foi medida com

espectrofotometro a 450 nm.

3.7.3. Escala Modificada do Impacto da Fadiga (EMIF)

A EMIF avalia o impacto da fadiga na vida fisica, mental e psicossocial
dos pacientes. Os participantes classificaram cada item de O pontos (sem
problemas) a 4 pontos (problema extremo). O paciente foi solicitado a avaliar sua
percepcao de fadiga no ultimo més. O total de pontuacéo é de 0 a 84 pontos. Os
dominios da condicéo fisica sdo classificados de 0 a 36 os dominios de fadiga
cognitiva 0 a 40 pontos, e o psicossocial de 0 a 8 pontos. Mais pontos
significaram maior impacto da fadiga nas areas fisica, cognitiva e psicossocial.

Valores abaixo de 38 indicam auséncia de fadiga (Anexo 4).
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Quanto aos protocolos da fotobiomodulacéo, os artigos de interesse foram

identificados a partir da realizacdo de uma pesquisa pelo titulo e resumo. Foram

incluidos artigos que abordassem o tema da fotobiomodulagdo em modelos

experimentais ou ensaios clinicos na EM ou em células do SNC. Os artigos que

nao foram pertinentes a pesquisa foram excluidos (Quadro 1). Em um segundo

momento, os artigos selecionados foram analisados, apés isso foi criado um

protocolo inicial.

Quadro 1. Resumo dos parametros encontrados na literatura

Autores, ano Poténcia | Tempo | Exposicéo | Energia | Comprimento | Tipo
(mW) (seqg) radiante Total daonda de

(J/cm?) (J) (nm) estudo

Muili et al., 2013 2100 180 5 375 670 In vivo
Muili et al., 2012 2100 180 5 375 670 In vitro
Gongalves et al., 2015 30 20 10 0,6J 660 In vivo
Gongalves et al., 2015 70W 20 3 904 In vivo
Kubsik et al., 2016 50 30 - 3 650 Ensaio
Clinico

Song et al., 2012 64.6 - - - 632.8 In vitro
Ailioaie et al., 2014 - - - - 635, Ensaio
clinico,

Wong-Riley et al., 2005 - 70 4 - 830 In vitro
Wong-Riley et al., 2005 - 70 4 - 880 In vitro
Hashmi et al., 2011 50 40 - - 810 In Vitro
Leden et al., 2013 50 - - 10 808 In vitro
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Para aplicacdo sublingual, foi colocado material plastico descartavel
cobrindo a caneta de aplicacdo. Foi solicitado ao paciente abertura da boca e
levantamento da lingua para posicionar a caneta do laser (figura 3).

A aplicagdo transcutanea na regido da artéria radial o avaliador realizou
palpacdo da artéria e em seguida realizou o posicionamento da caneta de

aplicacao (figura 4).

Figura 3. Local da aplicacéo Figura. 4 Palpacéo da a. radial

fotobiomodulagédo sublingual. Fonte: Arquivos pessoais
Fonte: anatomiahumana.com

Para a irradiacdo os individuos foram posicionados de forma confortavel
em decubito dorsal na maca ou em sedestacdo com apoio da cabeca ou membro
superior posicionado na maca (figura 5). Em ambos os grupos de tratamento foi
irradiado apenas 1 ponto, a ponta da caneta do laser foi recoberta com plastico
filme transparente, sem apresentar nenhuma dobra a fim de evitar o
espalhamento da luz e como consequéncia perda de energia.

Foirealizado, a afericdo da poténcia do equipamento laser com dispositivo
laser check da marca MMO, para ter certeza que nao ha perda de energia (figura
6). Cada ponto foi irradiado com laser therapy EC da marca DMC no
comprimento de onda de 808 nm, 100 (mW) por 360 segundos (Tabela 2).
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Figura 6. Equipamento para aferir a potencia do laser de baixa intensidade

Tabela 2. Parametros da fotobiomodulacao

Parametros Sublingual a. Radial
Comprimento de onda (nm) 808 808
Diametro (cm) 0,40 0,40
Area (cm2) 0,13 0,13
Irradianca (W/cm2) 0.80 0,80
Exposigéo radiante (J/cm2) 287,00 287,00
tempo (s) 360 360
Energia (J) 36 36
tempo (s) 360 360
Numero de pontos irradiados 1 1
Modo de operacao Continuo Continuo
Numero e a frequéncia das 24 sessbes 24 sessbes

sessoes de tratamento

2 vezes na semana

2 vezes na semana
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3.9. Protocolo dos exercicios de fisioterapia

Os exercicios foram realizados 2 vezes por semana, apds a
fotobiomodulacdo. Foram realizados circuitos de exercicios com enfoque
funcional, priorizando os terapias proprioceptivas e sensoriais. Foram realizados
exercicios de equilibrio estatico e dinamico, fortalecimentos dos membros

inferiores e superiores.

3.10. Analise estatistica

Os dados foram tabulados e tratados no software GraphPad PRISM
versao 7.0. Os valores foram testados quanto a sua normalidade pelo teste
Kolmogorov-Smirnov, e foram expressos em média e desvio padrdo pois
assumem a curva de Gauss. Para comparacdo entre os grupos foi realizado
ANOVA, o teste de contraste (P6s- HOC) utilizado foi o Tukey, para a
comparacao dependente foi realizado o teste t pareado, e na comparacgéao de 2
grupos independentes foi realizado o teste t ndo pareado. Foi considerado um
nivel de significancia de 0,5% (p<0,05).
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4. Resultados

4.1. Expresséao proteicadalL-10

Os resultados mostram que expressao proteica da IL-10 no grupo controle
de individuos saudaveis expressa menor quantidade da IL-10 (***p<0,001)
ANOVA em comparacao com individuos que possuem diagnostico de EM pré

tratamento (figura 7).
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Figura 7. Comparacao da expresséo proteica da IL-10 pré tratamento com FBM.
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Figura 8. Comparacao da expressao da IL-10 apéds o tratamento com FBM.
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Apoés o tratamento com FBM a expresséo da IL-10 aumentou (**p<0,01)
teste T pareado (figura 8). Comparando pds tratamento entre 0S grupos
sublingual e a. radial ndo ha diferenca significantes (*p>0,05) teste T nao

pareado (figura 9).

IL-10 (pg/mL)

Figura 9. comparacéo entre grupos da expresséo da IL-10 apés o tratamento com FBM.

4.2. Expresséao proteicadalL-6

A expressédo proteica da IL-6 foi analisada através do ensaio ELISA, os
resultados pré tratamento mostram que a expressao da IL-6 esta aumentada em
ambos 0s grupos, e ndo ha diferenca significantes quando comparados (p>0,05)
Teste T ndo pareado (figura 10). ApoOs o tratamento com a fotobiomodulagéo os
resultados mostram que ndo houve alteracdo nos niveis de IL-6 no tratamento

sblingual (p>0,05) e a. radial (p>0,05) teste T pareado (figura 11).
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Figura 11. Comparacao da expresséo IL-6 entre grupos apdés tratamento com FBM.

4.3. Nitrito

A expressao de nitritos no grupo controle saudavel possui os niveis de

nitrito mais baixos em comparacao aos grupos de individuos com EM (*p<0,05)

ANOVA (figura 12).
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N itrito

Figura 12. Comparacao nos niveis de nitrito pré tratamento com FBM.

Apbs o tratamento com FBM sublingual houve reducdo nos niveis de
nitrito apos o tratamento (**p<0,01) teste T pareado. Em contraste com o grupo
fotobiomodulacéo a. radial percebemos discreta reducéo dos niveis de nitrito,

porém sem significancia (p>0,05) teste T pareado (figura 13)
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Figura 13. Comparagéo dos niveis de nitrito pos tratamento
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4.4. Escala modificada do impacto da fadiga (EMIF)

Na andlise do grupo FBM sublingual foi observada diminuig&o dos scores
da MFIS apods o tratamento sublingual(*p<0,05) teste T pareado. No entanto na
analise FBM a. radial foi observada uma discreta diminuicdo dos escores da
EMIF, porém sem resultados estatisticamente significantes (p>0,05) teste T

pareado. (figura 14)

M FIS

Figura 14. Comparagédo dos escores da EMIF ap6s FBM.
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5. Discussao

Foram investigados os efeitos da PBM baseados nos estudos realizados
no modelo experimental de encefalomielite autoimune (EAE), pois este modelo
mimetiza a EM e vem sendo estudado para descobrir avancos sobre a
fisiopatologia e novas modalidades de tratamento3. Atualmente os individuos
com EM séo tratados por equipe multidisciplinar, que busca tratar o paciente de
forma individual para melhorar qualidade e a participacdo do individuo em suas
atividades diarias®19. As interven¢ées farmacol6gicas atuais tém como objetivo
deixar a progressao da doenca lenta, pois nem sempre é possivel evitar a
formacdo de focos inflamatérios além de seus efeitos colaterais e falhas
terapéuticas. Sendo assim o tratamento para a EM depende de novas
modalidades terapéuticas que possam prevenir principalmente a disfuncéo
mitocondrial sendo essa uma tentativa de impedir a progressdo da doenca®*°,
O objetivo desta pesquisa foi avaliar uma nova abordagem para complementar
o tratamento da esclerose multipla e assim melhorar a inflamacgédo estresse

oxidativo.

A FBM pode ser um tratamento promissor nas doencgas de SNC como a
EM, e vem sendo estudada em células neurais e modelos experimentais, tais
como a EAE. Os pesquisadores realizaram a irradiacdo de forma local, porém
estes estudos mostram uma variedade de parametros dosimétricos que vai
desde luz vermelha a IV, além disso ndo é bem definido a quantidade de dias do
tratamento31522.232425  por outro lado, sabe-se que os efeitos da FBM séo
dependentes do comprimento de onda e energia que sdo entregues no tecido
alvo, Lende et a. 2013I°! mostraram que o comprimento de onda 808 nm com
energia de 0,2 — 10 J/cm2 é capaz de estimular as micréglias de forma positiva,
portanto nesta pesquisa foi utilizado este comprimento de onda e energia de 9
J/icm?, 2 vezes na semana em 24 sessoes. Apos estabelecer os parametros de
acordo com os achados na literatura, foi elaborado um protocolo e publicado
paper em revista internacional Medicine sob o titulo Effect of photobiomodulation
treatment in the sublingual, radial artery region, and along the spinal column in
individuals with multiple sclerosis: Protocol for a randomized, controlled, double-

blind, clinical trial (Apéndice 1).
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Os efeitos sistémicos da FBM também foram avaliados, porém a literatura
mostrou-se escassa sobre este assunto. A irradiacéo foi realizada em direcao a
circulacdo sanguinea, pois acordo com a literatura, a FBM pode produzir efeitos

em outras regides do corpo, além do local onde a irradiacao foi realizada.

O trabalho de Samoilova et al. 2006, avaliou o efeito sistémico da FBM em
individuos saudaveis, e os resultados mostraram que a luz |V foi capaz de reduzir
as citocinas pré-inflamatorias e modular expressdo das citocinas anti-
inflamatoérias positivamente, pois o fato de as células no tecido produzirem
substancias que se espalham e circulam nos vasos sanguineos e no sistema
linfatico € uma possivel explicacdo, porém os efeitos sistémicos ainda ndo foram
bem estabelecidos. Corroborando com esses resultados, Huang et al. 2012
investigaram o efeito da irradiacdo intravascular na a. radial em individuos com
lesdo medular crbénica, onde houve uma reducdo no estresse oxidativo e
citocinas inflamatérias?®. Os dados desta pesquisa apoiam que a FBM possui
efeito sistémico, pois realizamos a irradiacao transcutanea em direcao a a. radial
e na regido sublingual, e nossos resultados mostram que houve uma modulacao

positiva principalmente nas citocinas anti-inflamatoérias e estresse oxidativo.

O equilibrio entre as citocinas pro- inflamatérias e anti-inflamatérias é
importante no manejo da EM, neste cenario os tratamentos eficazes devem
induzir uma mudanca na resposta anti-inflamatdria, como por exemplo estimular
0 amento da IL-10%2. Os resultados da presente pesquisa mostram gue 0s niveis
de IL-10 pré tratamento com FBM foram maiores no individuos com EMRR em
comparagcdo com controle saudavel, esse resultado vai de encontro com 0s
achados do estudo Kallaur et al. 201332, que compararam o perfil das citocinas
de individuos com EMRR e saudaveis e os niveis de IL-10 foram maiores nos
pacientes com EMRR, isso porqgue os medicamentos também possuem acgéo de
aumentar os niveis de IL-10. A FBM mostrou-se promissora em aumentar 0s
niveis da IL-10 em modelos animais e células®?22324, Lenden et al. 2013.
mostraram que apos a irradiacdo na microglia, com comprimentos de onda 808
nm os niveis de IL-10 foram expressos em altas concentracdes sendo capaz de
induzir o fendtipo da micréglia M2, ou seja, expressando os fatores anti-
inflamatdrios como reparo e remodelacdo tecidual, desempenhando papel

significativo na resolucdo da inflamacédo®l. Tais achados corroboram com o
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presente estudo, pois apés o tratamento com FBM sistémica houve aumento

significativo da expressao da IL-10 (p<0,01) em ambos 0s grupos.

Em contraste a esse resultado, ndo foram encontradas diferengas
significativas apos o tratamento com FBM sistémica na IL-6 (p>0,05). Sabe-se
que os individuos com EM possuem niveis da IL-6 elevados quando comparados
com controles saudaveis, e possui uma tendéncia a aumentar com o tempo da

doenca, isso porque a IL-6 desempenha papel pré inflamatério:.

As citocinas pro inflamatorias promovem a ativacdo da microglia que
libera ERN, causando estresse oxidativo e consequentemente disfuncéo
mitocondrial, desempenhando um papel fundamental na progressdo EM. As
mitocdndrias sdo importantes na producdo da ATP em neurdnios, porém o dano
a mielina aumenta a necessidade de energia'®?%, causando impacto nos
processos que exigem alta demanda de energia, como por exemplo, transmissao
de impulsos e transporte axonal, além disso a insuficiéncia bioenergética tem
impactos notaveis nas células percussoras de OL que ndo conseguem se
proliferar e se diferenciar em células maduras resultando em um disturbio de
mielinizacdo3*. Wong-Riley et al. 2005 Mostraram resultados positivos da FBM
com relacdo a diminuigcao do estresse oxidativo nos neurénios apos o tratamento
com comprimento de onda IV, pois houve regulacdo positiva da CCO, levando
ao aumento do metabolismo energético em neurdnios funcionalmente inativados
por toxinas, além de prevenir a morte neural. Esses resultados corroboram com
os trabalhos de Muili et al. 2013, Lenden et al. 2013, Song et al. 2012, Gongalves
et al. 2016, Huang et al. 2012, Poyton et al. 2011, mostraram que houve reducéo
dos niveis de nitritos apés a FBM, além disso observaram que o tratamento
ofereceu neuroprotecdo e melhora clinica no modelo experimental EAE. Apés 24
sessOes de tratamento com FBM sublingual foram observados a reducgao
significativa (p<0,01) dos niveis de nitritos, e apesar de ndo haver resultados
significantes apds o tratamento na a. radial, observa-se uma tendéncia na

reducdo dos niveis de nitrito apds o tratamento com FBM.

A fadiga pode afetar até 90% dos pacientes com EM, e é considerada um
sintoma que envolve fatores, fisicos, cognitivos, e psicossociais, sendo que a
inflamacéo e estresse oxidativo podem estar relacionados com fadiga, porém a

literatura se mostra escassa em ensaios clinicos que comprovem a ligagéo entre
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a fadiga e inflamacéo?!. Até o momento as escalas de avaliacdo da fadiga séo
subjetivas, neste estudo os participantes foram avaliados através da EMIF, os
resultados mostraram que houve reducdo significativa (p<0,05) apos o
tratamento com fotobiomodulagéo sublingual, em contra partida os resultados
apos o tratamento com FBM em direcdo a a. radial ndo foram significantes

(p>0,05), porém é possivel observar uma tendéncia a reduzir a fadiga.

O tamanho e a homogeneidade da amostra podem ser uma ressalva a essas

afirmativas.
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6. ConsideracOes Finais

Conclui-se que a FBM sistémica pode ser um tratamento complementar e
nao farmacolégico, uma vez que mostrou-se capaz de modular de forma positiva
na resposta anti-inflamatoria. O tratamento com FBM em direcdo a a. radial ndo
mostrou resultados significantes com relagdo a diminuir os niveis de nitritos e a
fadiga, porém conseguiu modular de forma positiva a expressédo da IL-10. J4 o
tratamento com FBM sublingual mostrou-se eficaz em reduzir os niveis de nitrito

e aumentar a expressao da IL-10 além de melhorar a fadiga.
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Abstract ™,
Bac kground: Mitips scleross (ME) B an sunimmuns dssass, for which the formes of reatmean tans medication and rehabiitstion.
Howewer, in vitro and in vivo studies have demonstrated that photobiomodulstion can be an efiective treatment moddity for
nflanmatory desasses, induding MS. Photobiomodulation has a broad range of benefits, sudh as the avoidance of cell and tissus
death, the strmulation of hesling and njuny repair, reducions in pain, edema and inflammation, call proliferation, and even spoptosis.
The cutcomes of photobiomod ulafion inciuds the regeneration of calls, the stimulation of fe growth of Sdwann cells, a reduction in
spastidty, functiond mprovements, a reduction in mirc oxide Evek, and the upreguiaion of the cytokine IL 10, demonstrating that
fhiz thergpeutic modsity can offer neuroproiection.

Methods A randomized, controlled , doubie-bind, ciinical Fisl & proposad . The pafents willbedivided into 6 groups. Groups 1and
2 will receiye sham and active photobiomodu etion in e subingual region, reepectively. Groups 3 and 4 wil receive sham and active
photobiomodulation shong the spinal cord, regpectively. Group 5 wil recsive placsbo treatmant with photobiomodulaion on the gdn
n the region of the radiel artenywith a specific bracdst. Group 6 wil be teated with phaotobiomodulation on the skinin fe region of
= radil arteny.

Discussion: Trestmeant for M5 iz directed & the immune regponse and dowing fie progression of the disessa. This & one of the
first clinical trigls imvohing phaotobiomodulafion in the sublingud region and dong the gpind cord, which could help estabiish a
promisEng new fom of nonphammecological trestmant for sutoimmune disessss. This B one of fe first cinical trisls with subingusl
phatobiomodulation and along the spnal oord that could help estblish 2 new form of promising reatment of the desass associsied
with phamacolbgcal treaiment.

Abbreviationa: CNS = central nervous system, CONBP = National Researdh Bhics Committes, EDSS = Expanded Dissbiity
Stus Scde, BISA = Eremyme-Linked Immunceorbent Asssy, MS = muliple sciemds.

Keywords: Dwlswel lassr therapy, multiple sclaosds, oxdative stress, photohiomodulaiion, physical therapy

sheath/"?1 MS has a complex, mubifactor etiology that & not
fully understood, bt it is believed that the formation of

1. Introduction

Multiple sclernds (MS) is an demyelinating, neurodegenerative,
inflammatory disorder of the central nervows syaem [CINS)
characterired by the selective destruction of the myelin
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demyelinating lesions may be duee to autoimmune processes as
well as environmental and genetic factors |31

Inflammation of the CHNS is an important mechanism that
oot butes bo demyelimation and neo o degeneration, Thi, Thi 7,
and B cells are activated in peripheral regions, pass throwgh the
blood—brain bamier, and interact with antigen-presenting cells
{astrocytes, J:ll'uugliz, J:lLar_'n:lp'hq}a, and dendritic 0:”:.:!, indusc-
ing the production of pronflammatory cytokines and oddative
stress P B lymphocytes serve as specific antigen-presenting cells
for T celk and produce specific antibodies for myelin antigens,
making myelin the target of immune cells that mistake it for a
foreign antigen '

Onddative stress ocours dve o the zr_r_umulatum af free
radicak (reactive oxygen and nitrogen :pﬂua:l, D which leads
to inflammation, oligodendrocyte damage, abnormalites i
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symaptic trammissions, axonal degeneration, and newronal
death, suggesting that oxidative stress is an imporam Factor in
neumdq;mzﬁmﬁ‘jm Myelin and oligodendrocyte damage
cased by inflammation gives rise to a mulitede of symproms,
such as semsory alterations, fatigee, physical andlbr mental
dizsability, balance disorders, spasticity, muscle weakness, urinary
IO e e, COfEtive impai ment, newropathic pain, and viswal
deficiency -

This dsease occurs in different foms, such as relapsm—
remitting M5, which is characterized by sudden-onset short-term
ar Jong-term relapies, secondary progressive MS which has a
progresive course that rsults in severe, imeversible disability,
and primary progressive M5, whichis a progressive type with no
relapees or perods of remission [51713

Proguss & wnpredictable with regard to the disability that
oocurs dee to the manifestations of the diease, which are
pormally ssociated with progressive locomaotion impaiment 11
Treatment s directed at the immune rspome and slowing the
progresion of the disease, which can be achieved with the we of
drugs 5 Moreover, mehabilitation can lead to improvements
inwalking capacity, cogmition, fatigee, depression, quality of life,
participation in activities, muscle srengh, crdiovasulr
performance, and halance 13141

Inn witro and in vivo studies have demonstrated that phaoto-
biomodulition i effective for inflimmarory diseases, including
ME This therapeutic modality has a broad range of benefis,
such as the avoidance of cell and tissve death, the gtimulation of
healing and injury repair, redoctions in pain, edema and
inflammation, cell proliferation, and even apoprosis "' The
outoomes of photobomodulaton inclsde the regeneration of
celk, the stimulation of the growth of Schwam celk, a reduction
inspasticity, unctiomal improvements, a reduction innitric oxide
levels, and the upregulation of the cytokine TL10, demoms mting
that this thempeutic modality can offer newroprotection, 171

The aim of the proposed stedy is to evaluate whether
phatobiomodulation in the sublingual region and along the
spimal cord modolates the expression of IL-10, THF-w,
and mitrie oxide in individoals with M5, The main objective
af this study is to evaluate if the photobiomodulation alomg
the spimal cord in the sublingual region and irradiation in the
radial artery can modulate the expression of IL-10, THF-a, and
mitric oxide.

2. Methods/Design

21. Type of study

A controlled, elimecal trial is proposed, which will follow the
guidelines for research involving buman subjects stipulated in
Resolution 466/2012 of the Brazilian Mational Board of Health
and will be submitted for approval from the Human Research
Erhics Committee of Universty Move de Julbo, The participants
or their kegal guardians will sign statements of informed consent
authorizing pamticipation in the sudy,

22 Tral registration
Clinical.trial. govas NCTD 3360487, first received in 4 December
27, htpsdichnicaktrials goviet2showNCT 03360487,

23 Sampile calculation

The sample size wascaleulated to ensure 2 95% testpower. It was
determined that with 32 individuals and an effect dze of (LE, the
test powerwould be 0.9 566, the reby maintaining the significance
level at a=0.05 (Fig. 1)

Imclwsion critena:; diagnosis of MS, age between 18 and 60
years, currently undergoing phamacological treatment, capable
of undestanding and following verbal nstrections and soore of
< i the Expanded Disability Status Seale. Mo restdction will be
imposed regarding gender,

Exeluaon caferw: other autoimmune diease andfor tumor,
melapse of disease activity during treatment, and not undergoing
pharmacologcal treatment. Other awtoimmune diseases neo-
plasias, hean failure, respiratory failure, renal imsufficency,
hepatic insufhiciency, acquired immunodeficiency syndrome, and
patents with relapses of the disease,

24. Recruitment and mndomization

Patients will be recruited from the Integrated Health Clinic of
University. Patients with a diagnosis of MS will be screened for
the elgibiity critena through telephone imerdiews. Selected
mdividuals with a signed statement of informed consent will be
randomized Randomization will be pedfomed in blocks, Groups
1 and 2 will receive sham and active photobiomodulation in the
sublingual region, respectively. Groups 3 and 4 will receive sham
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and active photobiomodulation along the spinal cord, respec-
tvely. Group 5 will receive phoebo teatment with photo-
Trigamodu kation on the skinin the region of the radial anery witha
specific bracelet, Group 6 will be treated with photoliomodu-
lation on the skin in the megon of the radial artery, The
participants will mot be deprved of any medication for the
treatment of the base condition, Randomization will be stratified
Ty clinic wsing block allocation tables to ensure equal proportions
in the digribution of treatments, The pamticipams and evaluator
will be blinded to the allocation,

3. Evaluations
3.1. ED5S

The participams will be evaluated before and after treatment
wing the Expanded Dismbility Stanes Scale administered by a
physiotherapia (approdmate application tme: 15 mimates).
Blood collection for analyzes of inflammation, oxidative stres,
All participants will go throwgh a medical consubation at the
UNINOVE clinic, to confirm the diagnosis of MS, and afer
which it will be collected by a nume blood samples (10mL) will
akao be taken for the determination of IL-10 (anti-in lammatory ),
TMF-u, and mitric oxide (proinflammatory), The evaluation of
these cytokines will be throsgh FLISA and Gress reaction.

32 Treatment

The partcipant will be placed on an examming tabk n a
comborable position . Both the operator and participant will e
eye pootection.

Trmcutmems  iradiation of the spimal cord will be
performed on segments corresponding 1o the nerve roots of
the lembosacral plesas (T12-588 ) and cervicothomeie plesus | C5-
Ti-2). Twenty poimts will be irradiated for 0 seconds [total
treatment Hme: 1800seconds). In the group submitted to
sublingual irradiation, deposble plastic wrap will cover the
application pen for the pumposes of hygiene, [total treatmen t time:
3l seconds), In the growp submitted photobiomodulation on the
skin in theregion of theradial {tota] treatment time: 360 sec onds).

The treatment will be performed twice a week totaling 24
consecutive weeks and after 3 months of treatment the patiems
will be submitted to reassesament of all complementary teststhat
have been requested, cytokines, mitnc oxide, and EDSS.

3.3 Photobiomodwation protocol

With regard to the photobiomodulation protocols, the articks of
imterest wene identified through a bibliographic survey of titles
and abstmets. The selected anicles were analyzed and vsed for the
establishment of the treatment protocol (Table 1),

3.4, Statistical analysis

The data will be tabulated and treated wsing the SPSS 20,0 for
Windows, Descriptive statistics will be performed. The ohi-
sqquare test and Fisher exact test will be wsed to test asociations
with the categorcal variables, The Student ¢ test will be wed and
Pearson's correlation coefhicients will be calculated for the
amalysis of cormlations among the contineos variables, The
level of significance will be set at 95% (P < 03

4. Discussion

Treatment for M5 isdirected at the immune response and showing
the progression of the disease, This is one of the first clinical trials

sk TIOHDUTALC oM
Tabile 1
Lagar paramebens.
Parsmela Unidsde  Spinal cowd  Sublingusl  Arléeis radisl
Cerler waeErdh m &8 &08 B8
Diamer cm 04 04 os
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Tme 8 1800 360 380
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v ving photobiomodulation in the sublingual region and along
the spimal cord, which could help establish a promising new form
af nonpharmacological treatment for atoimmune diseses,

5. Declarations
5.1. Ethics commities

The Ethics Committes of the University of Nowe de Julbo
(UMINOVE) approved this project with number 2423755 in
acoordance with the guidelines of the Natiomal Ethics Committes
[COWEP), Any modifications to the protocol that may have an
impact on the conduct of the study will be reported to the
UNINOVE Ethics Committes,

Informed comentfooment (which was approved by the
UNIMNOVE Ethics Committee) will be signed by the volunteers
on the day af the imterview.

The biological material (blood) will be discarded after the
atudy.

52. Dafa collection methods

The authars were previously trained to collect data and a trained
professonal for blood collection, Allauthors are qualified in liser
therapy.

All data will be entered electromically. The participants’ files
will be stored in numerical onder in a safe place and acoessible
ﬂn]y to the authos of ﬂi::hjdy.

5.3, Discontinuing infenention
I volumeers beoome ill or do not adapt o thermpy, it will not be
possible o continue laser thempy.

E4. Availzbility of datz and materials

The datasets generated and analyzed during the present sudy ane
available from the comesponding awthor at measomable reguest,
Afver the analysis of the dat, volomeers will be invieed w0 a

meeting and the resuhs will be shared and they will become
pubilic,
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8.2. Artigo que serd submetido no Multiple Sclerosis Journal

Fator de impacto: 5.280

Effect of photobiomodulation on nitrosative stress in individuals with
relapsing-recurring multiple sclerosis: Pilot study

Multiple sclerosis (MS) is characterized by the formation of localized
inflammation that causes demyelination and the death of oligodendrocytes.?
Although the exact cause remains unknown, MS is considered to be a disease
with a multifactor etiology involving genetic and environmental factors and the
main pathogenic role is attributed to the immune system.*

Initially, T cells are activated in the peripheral compartment by antigen-
presenting cells, which have specific antigens of myelin proteins, such as basic
myelin protein, myelin-associated glycoprotein and myelin oligodendrocyte
glycoprotein.'3%4 The migration of T cells to the central nervous system then
occurs through the layer of the endothelial cells of the blood-brain barrier. These
cells then release a set of proinflammatory cytokines, such as interleukin 6,
interferon and tumor necrosis factor alpha (TNF-a), which lead to the activation
of microglia.'*

Microglia have capacities similar to those of macrophages, including
phagocytosis and the production of inflammatory cytokines, such as TNF-a,12
which, in turn, destroys the myelin and axons, resulting in demyelination and the
reduction in or interruption of synapses. When demyelinating plaques are formed,
the microglia release proinflammatory molecules, such as nitric oxide (NO),
causing secondary damage to the neurons and surrounding cellular environment

as well as causing mitochondrial dysfunction and the consequent death of
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oligodendrocytes.>> Demyelination leads to the blocking of synapses, triggering
multiple symptoms, such as visual impairment, spasticity, muscle weakness,
fatigue, compromised gait, coordination difficulties, tremors/ataxia, neuropathic
pain, cognitive deficit, sensory deficit, compromised bladder control, emotional
problems, etc.3

Drug treatment is capable of promoting a balance in proinflammatory and
anti-inflammatory cytokines, but has a number of undesirable side effects.
Therefore, successful treatment has not yet been achieved. Rehabilitation with a
multidisciplinary team can lead to improvements in gait, muscle strength,
cognition, fatigue, depression, quality of life and participation in tasks.®°
Photobiomodulation (PBM) therapy is the use of any low-intensity light source
capable of biostimulating or bioinhibiting cellular processes. PBM has been used
for different treatments, as it can deeply penetrate tissues and offers a variety of
therapeutic effects.?? Therefore, PBM therapy could play an important role in the

treatment of MS.

Methods

The present randomized, controlled, clinical trial was developed at the
Integrated Health Clinic of University Nove de Julho in compliance with norms
governing research involving human subjects (Resolution 466/2012) and
received approval from the ethics committee of the university (certificate number:
2.423.755). The volunteers agreed to participate in the study by signing a
statement of informed consent (Appendix 1). The protocol for this study was

registered with Clinical Trials (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03360487).
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Recruitment and eligibility criteria

Fourteen men and women were recruited from the Integrated Health Clinic
of the university (Table 1) based on the following inclusion criteria: diagnosis of
relapsing-remitting multiple sclerosis, age 18 to 60 years, undergoing drug
therapy, capable of understanding and responding to verbal stimuli and score of
< 6 on the Expanded Disability Status Scale (EDSS). The exclusion criteria were
associated autoimmune disease, neoplasm, heart, respiratory, kidney or liver
failure, acquired immunodeficiency syndrome and currently pregnant.

All patients were submitted to a medical evaluation to exclude differential
diagnoses and for the administration of the EDSS. A physiotherapeutic evaluation

was also performed to determine the physiotherapeutic objectives.

Table 1. Characterization of sample

Sublingual Radial
N° Participants 4 3
Age 40.0+2,0 35.0+ 3,0
EDSS score 3.0+2,0 3.0+x20
Sex (F/M) F F
N° of sessions 12 12

The individuals who met the eligibility criteria were randomized using a
simple lottery system with sealed envelopes. The following groups were formed:
Group 1 — PBM in the sublingual region; Group 2 — PBM in the region of the radial
artery; Ten 10 mL of blood were collected from the participants before and after

treatment. After centrifugation for 10 minutes at 2800 rpm, the serum layers were
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collected in aliquots of 100 microliters (pL) in Eppendorf tubes for each patient

and stored at - 80 °C until analysis.

Evaluation of nitrite

Nitrite was quantified in the serum samples using the Griess assay. The
samples were incubated with the Griess reagent at room temperature for 10

minutes and optical density was read in a spectrophotometer at 450 nm.

Photobiomodulation protocol

The individuals were positioned comfortably in the supine position on a cot
with the head supported. For sublingual irradiation, a disposable plastic wrap was
used to cover the application pen and the patient was instructed to open the
mouth and raise the tongue for the proper positioning of the laser pen. For
transcutaneous irradiation in the region of the radial artery, the operator palpated

the artery to determine the proper positioning of the laser pen.

Results

The results showed a tendency toward a reduction in nitrite levels after 12
sessions of PBM, but the reduction was non-significant (p>0,05). Moreover, no
significant difference (p>0,05) was found in the intra-group comparison of the

group submitted PBM over the radial artery
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The patients in both irradiated groups reported improvements in physical

and mental fatigue, muscle pain and headache.

Discussion

In this study, we investigated the effects of PBM based on studies
conducted with experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), which is a
model that mimics multiple sclerosis. Oxidative and nitrosative stress have been
implicated in the both the onset and progression of EAE. Qi et al. demonstrated
that mitochondrial defects are caused by an increase in NO resulting from
inflammation in the central nervous system.22 Moreover, markers of oxidative
stress are related to the early stages of the disease and may explain the
irreversible damage associated with the chronic phase. Gonsalves et al.
demonstrated that, based on clinical signs, the concentration of NO in the spinal
cord of mice with EAE was significantly in comparison to control animals.

The aim of current treatments for MS is to slow the progression of the
disease, as such treatments are not able to prevent future harm. Considering this
limitation and the side effects of the drugs employed, the treatment of MS
depends on novel therapeutic modalities that can prevent mitochondrial
dysfunction. Therefore, our aim was to evaluate a novel approach based on PBM
as a complement to treatment for MS.

The few studies that have addressed effective parameters for modulating
nitrite levels in the EAE model offer varying results. Gongalves et al. conducted
an experiment with two groups irradiated with different wavelengths (one with 660

nm/3 J cm2 and another with 904 nm/3 J cm2). Both groups were irradiated in
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the region of the spinal cord for 30 days and the results demonstrated that both
wavelengths were effective at reducing oxidative stress. Muili et al. (2013)
administered a wavelength of 660 nm in the region of the spinal cord of animals
once a day for seven consecutive days and also found a reduction in nitrite levels
compared to the control group. Studies involving the EAE model report that
different wavelengths of infrared light have different effects on the expression of
nitrite, as PBM increases concentrations of oxygen in the cell, stimulating
cytochrome c oxidase, which consequently inhibits the expression of markers of
oxidative stress?2. The present results show that 12 sessions of PBM therapy led
to a tendency toward reducing nitrite levels, although the difference was non-
significant.

A further aim of the present study was to evaluate the possible systemic
effect of PBM by directing the irradiation to the blood circulation. However, the
studies we used as reference directed irradiation to the spinal cord. According to
the literature, PBM can produce effects in other regions of the body beyond the
administration site. The fact that tissue cells produce substances that spread and
circulate in both blood vessels and the lymphatic system is a possible explanation
for this phenomenon, but the systemic effects have not yet been well
established.?® The present study shows that PBM may have effects. Besides the
tendency toward diminishing nitrite levels, both groups of patients submitted to
PBM reported improvements in fatigue, muscle pain and headache.

We conclude that systemic PBM seems to exert an influence on some
symptoms of MS and has a tendency toward lowering nitrite level. Therefore,
further studies should be conducted with a larger sample and greater number of

sessions of photobiomodulation therapy.
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9. Anexos

Anexo 1

TCLE - Termo de Consentimento para Participacdo em Pesquisa Clinica:

Nome do Voluntario:
Endereco:
Cidade: CEP:
Telefone para contato:
E-mail:

1.Titulo do Trabalho Experimental: A efetividade da fotobiomodulacdo em individuos
com Esclerose Mdltipla — Ensaio clinico, controlado, randomizado e cego

2.0bjetivo: Avaliar a eficacia da aplicacao do laser em baixa intensidade em baixo da
lingua, na regido da artéria radial (pulso) em individuos com Esclerose Mdltipla. Avaliar
se a aplicacao do laser podera alterar os niveis 6xido nitrico, TNF alfa, IL-6 (substancias
inflamatorias) IL-10(Substancia anti-inflamatoéria).

3.Justificativa: Este estudo justifica-se uma vez que se verifica poucos estudos
referente ao tratamento com o laser em baixa intensidade em individuos com esclerose
multipla.

4. Procedimentos da Fase Experimental: Vocé vai realizar uma avaliagcdo através
da Escala de Status de Expanséo Expandida (EDSS) que sera aplicada em 15 minutos,
também vamos avaliar o seu equilibrio, marcha, fadiga, e a sua qualidade de vida,
essas avaliacdes vao levar um tempo de até 20 minutos. Sera realizado exame de
sangue onde serd coletado 10 ml de sangue para a avaliacdo da IL-10 (anti-
inflamatério), TNF alfa e o éxido nitrico (inflamatério), a coleta de sangue sera um
procedimento rapido de até 5 minutos, e sera realizado pela equipe da enfermagem.
Estas avaliacbes serdo realizadas pré e apds tratamento com o laser. Apds as
avaliacdes os participantes serdo separados em 4 grupos sendo que o grupo 1 recebera
um tratamento ficticio com laser em baixo da lingua, grupo 2 recebera tratamento real
com laser em baixo da lingua, grupo 3 recebera o tratamento ficticio na regiao da artéria
radial (pulso), e grupo 4 recebera o tratamento real na regido da artéria radial (pulso).
Todos os grupos VAo realizar fisioterapia. E importante ressaltar que os participantes
de todos os grupos devem continuar fazendo o tratamento medicamentoso. Para a
aplicacdo do laser em baixo da lingua, sera utilizado um material plastico descartavel
cobrindo a caneta de aplicacdo, por questdes de higiene. O tratamento, sera realizado
2 vezes por semana totalizando 12 semanas consecutivas. Todos 0s participantes
serdo sorteados para fazer parte do grupo que recebera o tratamento real e o grupo
que recebera o tratamento ficticio. Se houver melhora nos grupos de tratamento com o
laser, todos os participantes que forem sorteados para ficarem no grupo do tratamento
ficticio, receberdo o tratamento real com a fotobiomodulagcédo imediatamente apds o
término do estudo, para que nao fique em desvantagem em relagdo ao outro grupo.
ApOGs o tratamento havera acompanhado por 2 meses, e serd necessario realizar
novamente as avaliacdes.

5.Desconforto ou Riscos Esperados: Os riscos esperados sdo minimos, pois vocé
sera avaliado e recebera o tratamento em um local fechado, com a presenca somente
de um familiar (se necessario) e do pesquisador para evitar qualquer tipo de
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constrangimento. O pesquisador acompanhard vocé em todo trajeto a fim de evitar
possiveis quedas. Explicara detalhadamente cada avaliagdo em que vocé participara e
o tratamento que recebera, posicionando-o com cuidado. O pesquisador permanecera
durante toda a avaliacdo e a aplicacdo do laser com luvas descartaveis. A pessoa que
coletar4 o seu sangue € habilitada a utilizar os procedimentos adequados para néo
haver riscos para o(a) sr(a). Entretanto, observamos que ha a possibilidade de ocorrer
riscos e desconfortos relacionados a coleta venosa, ainda que raros e passageiros,
como dor localizada, raramente desmaio ou infec¢gdes no local de puncdo podem
ocorrer. Cuidados devem ser tomados para minimizar esses riscos.

6. Retirada do Consentimento: Retirada do Consentimento: o voluntario tem a
liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo.

7. Informacdes: O participante tem a garantia que receberd respostas a qualquer
pergunta ou esclarecimento de quaisquer dlvidas quanto aos procedimentos, riscos,
beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa. Também os pesquisadores
citados assumem o compromisso de proporcionar informagéo atualizada obtida durante
0 estudo, ainda que esta possa afetar a vontade do individuo em continuar participando.

8. Garantia do Sigilo: Os pesquisadores asseguram a privacidade dos participantes
guanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa.

9. Formas de Ressarcimento das Despesas decorrentes da Participagdo na
Pesquisa: Nao seréo ressarcidas despesas com eventuais deslocamentos.

10. Local da Pesquisa: A pesquisa sera desenvolvida nas Clinicas de Fisioterapia da
UNINOVE, localizadas nos Campus do Memorial (Rua Dr. Adolfo Pinto, 109 — Barra
Funda), Campus da Vila Maria (Rua Profa. Maria José Barone Fernandes, 300 — Vila
Maria) e no Rua Vergueiro, 235/249 - Liberdade, Sdo Paulo - SP, Brasil.

11. Comité de FEtica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e
independente, que deve existir nas instituicdes que realizam pesquisas envolvendo
seres humanos no Brasil, criado para defender os interesses dos participantes de
pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento das
pesquisas dentro dos padrBes éticos (Normas e Diretrizes Regulamentadoras da
Pesquisa envolvendo Seres Humanos — Res. CNS n° 466/12). O Comité de Etica é
responsavel pela avaliagdo e acompanhamento dos protocolos de pesquisa no que
corresponde aos aspectos éticos.

Endereco do Comité de Etica da Uninove: Rua. Vergueiro n° 235/249 — 12° andar -
Liberdade — S&o Paulo — SP CEP. 01504-001 Fone: 3385-9197
comitedeetica@uninove.br

12. Nome Completo e telefones dos Pesquisadores (Orientador e Alunos) para
Contato: : Profa. Dra. Sandra Kalil Bussadori (11) 98381-7453 ou Tamiris da Silva (11)
97676-4625.

13. Eventuais intercorréncias que vierem a surgir no decorrer da pesquisa poderao ser
discutidas pelos meios préprios.

Sao Paulo, de de


mailto:comitedeetica@uninove.br
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15. Consentimento Pés-Informacgao:

Eu, , apos leitura e
compreensdo deste termo de informacdo e consentimento, entendo que minha
participacao é voluntaria, e que posso sair a qualquer momento do estudo, sem prejuizo
algum. Confirmo que recebi uma via deste termo de consentimento, e autorizo a
realizacdo do trabalho de pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos somente neste
estudo no meio cientifico.

Nome (por extenso):

Assinatura do Participante / Responsavel

16. Eu, (Pesquisador do responsavel
desta pesquisa), certifico que:

a) Considerando que a ética em pesquisa implica o respeito pela dignidade humana e
a protecdo devida aos participantes das pesquisas cientificas envolvendo seres
humanos;

b) Este estudo tem mérito cientifico e a equipe de profissionais devidamente citados
neste termo € treinada, capacitada e competente para executar os procedimentos
descritos neste termo;

c) A resolucdo CNS n° 466/12 dispbe sobre as normas aplicaveis a pesquisas em
Ciéncias Humanas e Sociais, cujo procedimentos metodolégicos envolvam a
utilizacdo de dados diretamente obtidos com os participantes.

Tamiris da Silva
Assinatura do Pesquisador Responsavel

12 via: Instituicéo
22 via: Voluntario



Anexo 2

Avaliagdo inicial

Data: _/ [/

Identificacéo

Nome:
Idade:
Endereco:
Telefone:
Diagndstico médico:
Médico responsavel:
Diagnostico fisioterapéutico:
EDSS:

HMA:

Antecedentes pessoais e familiares

Queixa principal

Objetivo funcional

Exames complementares/ Cirurgias

Medicamentos

Sinais vitais
PA:

FC:
FR:

AVD’S
Alimentacéo: Dependente[';emi-dependente Dlndependente |:|

Higiene: Dependente|:|Semi-dependente|:| Independente |:|
Vestuario: Dependente[lSemi-dependente |:| Independente |:|
Transferéncias: Dependente|:| Semi-dependenteDlndependente |:|

Usa Ortese: Tipo:




SENSIBILIDADE Superficial (Tatil e dolorosa):
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Profunda (cinético-postural):

REFLEXOS PROFUNDOQOS:

Reflexos

Direito

Esquerdo

Triciptal

Bicipital

Patelar

Aquileu

Forgca Muscular:

Grupos

Ombro

Cotovelo

Punho

Quadril

Joelho

tornoze
lo

D E

D E

D E

D E

Flexor

Extensor

Adutor

Abdutor

Rotador int

Rotador Ext

ADM

Grupos

Ombro

Cotovelo

Punho

Quadril

Joelho

Tornozelo

D E

D E

D E

D E

D E

D E

Flexor

Extensor

Adutor

Abdutor

Rot. Int

Rot. Ext

Toénus:

Grupos

Ombro

Cotovelo

Punho

Quadril

Joelho

Tornozelo

D E

D E

D E

D E

D E

D E

Flexor

Extensor

Adutor

Abdutor

Rot. Int

Rot. Ext

COORDENACAO MOTORA

Obs

Index — Index

Index- Nariz

Index- dedo do examinador

Prova do rechacgo

Calcanhar joelho
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Escores da EDSS
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Escores Caracteristicas Escore
Total

0 Exame neuroldgico normal (todos os SF grau 0; cerebral grau 1 aceitavel)

1,0 Sem incapacidade (1 SF grau 1)

1,5 Sem incapacidade (2 SF grau 1)

2,0 Incapacidade minima em 1 SF (1 SF grau 2, outros grau 0 ou 1)

2,5 Incapacidade minima em 2 SF ( 2 SF grau 2, outros grau 0 ou 1)

3,0 Incapacidade moderada em 1 SF ( 1 SF grau 3, outros grau 0 ou 1) ou
incapacidade discreta em 3 ou 4 SF (3/4 SF grau 2, outros grau 0 ou 1).
Deambulando plenamente.

3,5 Deambulagdo plena, com incapacidade moderada em 1SF (1 SFgrau3) el
ou 2 SF grau 2; ou 2SF grau 3; ou 5 SF grau 2 (outros O ou 1)

4,0 Deambulagdo plena, até 500 m sem ajuda ou descanso (1 SF grau 4, outros
Ooul)

4,5 Deambulagdo plena, até 300 m sem ajuda ou descanso. Com alguma
limitagdo da atividade ou requer assisténcia minima (1 SF grau 4, outros 0
oul)

5,0 Deambulagdo até 200 m sem ajuda ou descanso. Limitagdo nas atividades
didrias ( equivalentes sdo 1 SF grau 5, outros 0 ou 1; ou combinag¢do de
graus menores excedendo o escore 4.0)

55 Deambulagdo até 100 m sem ajuda ou descanso. Incapacidade impedindo
atividades plenas diarias (equivalentes sdo 1SF grau 5, outros 0 ou 1; ou
combinagBes de graus menores excedendo o escore 4.0)

6,0 Assisténcia intermitente ou com auxilio unilateral constante de bengala,
muleta ou suporte (equivalentes sdo mais que 2 SF graus 3+)

6,5 Assisténcia bilateral (equivalentes sdo mais que 2 SF graus 3+)

7,0 Ndo anda 5 m mesmo com ajuda. Restrito a cadeira de rodas. Transfere da
cadeira para cama (equivalentes sdo combinagdes com mais que 1 SF 4+,
ou piramidal grau 5 isoladamente)

7,5 Consegue apenas dar poucos passos. Restrito 8 cadeira de rodas. Necessita
ajuda para transferir-se (equivalentes sao combinag¢Ges com mais que 1 SF
grau 4+)

8,0 Restrito ao leito, mas pode ficar fora da cama. Retém funcOes de
autocuidado; bom uso dos bragos (equivalentes sdo combinagdes de varios
SF grau 4+)

8,5 Restrito ao leito constantemente. Retém algumas fung¢des de autocuidado
e dos bragos (equivalentes sdo combinagbes de vdrios SF grau 4+)

9,0 Paciente incapacitado no leito. Pode comunicar, ndo come, ndo deglute
(equivalentes é a maioria de SF grau 4+)

9,5 Paciente totalmente incapacitado no leito. Ndo comunica, ndo come, ndo
deglute (equivalentes sdao quase todos de SF grau 4+)

10 Morte por esclerose multipla
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Anexo 4

Escala de Impacto da Fadiga Modificada (MFIS)

Nome:

Data:

INSTRUCOES: Em seguida sera apresentado um conjunto de afirmag¢&es sobre como a fadiga
pode afetar uma pessoa. A fadiga é uma sensagao de cansaco fisico e perda de energia que
muitas pessoas sentem de tempos em tempos. Por favor, leia cada afirmacao cuidadosamente
e desenhe um circulo em volta do nimero que melhor indique como a fadiga o tem afetado
durante as 4 ultimas semanas. Se necessitar de ajuda para marcar as respostas, peca ao
entrevistador, indicando o numero que melhor corresponde a sua resposta.

Por favor, responda a todas as questées. Se ndo tiver certeza sobre qual a resposta a
selecionar, escolha aquela que estiver mais préxima daquilo que descreve o que tem vindo a
sentir. O entrevistador podera explicar algumas palavras ou frases que ndo compreenda. Por
causa da minha fadiga durante as 4 ultimas semanas....

0 1 2 3 4
Nunca Raro Poucas vezes | muitas vezes Sempre

1.Eu tenho estado
menos alerta

2. Eu tenho tido
dificuldades em manter
a atengdo por longos
periodos

3.Eu tenho sido incapaz
de pensar claramente.
4. Eu tenho andado
desastrado e
descoordenado.

5. Eu tenho andado
esquecido.

6. Eu tenho tido
necessidade de me
adequar nas minhas
atividades fisicas..

7. Eu tenho estado
menos motivado para
fazer qualquer coisa que
exija esforgo fisico.

8. Eu tenho estado
menos motivado para
participar em atividades
sociais.
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9. Eu tenho estado
limitado para fazer
minhas atividades fora
de casa

Nunca

Raro

2
Poucas vezes

3
muitas vezes

Sempre

10. Eu tenho tido
dificuldades em manter
o esforgo fisico por
periodos longos.

11. Eu tenho tido
dificuldades em tomar
decisdes

12. Eu estado menos
motivado para fazer algo
em que requer pensar

13. Estou sentindo
fraqueza em meus
musculos

14. Eu tenho estado
fisicamente
desconfortavel.

15. Eu tenho tido
dificuldades de terminar
tarefas que requer
esforgo para pensar

16. Eu tenho
dificuldades em
organizar meus
pensamentos quando
estou fazendo coisas em
casa ou no trabalho

17. Eu tenho estado
menos capaz de
completar tarefas que
requerem esforco fisico

18. Meus pensamentos
estdo mais lentos

19. Eu tenho tido
dificuldades em me
concentrar

20. Eu tenho limitacdo
em minhas atividades
fisicas

21. Eu tenho precisado
descansar com mais
frequéncia ou por longos
periodos

Total:



