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RESUMO

A dor € uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, e constitui o
principal motivo para a busca de tratamento especializado. As dores
relacionadas as tendinopatias sdo frequentes e dificeis de serem tratadas e a
terapia por fotobiomodulagédo (FBM) tem apresentado resultados promissores
no controle da inflamacdo e da dor. Visto serem o0s benzodiazepinicos
utilizados no tratamento auxiliar de dores cronicas, neste trabalho objetivou -se
estudar o efeito da terapia por FBM associada ao Diazepam, um agonista de
receptores gabaérgicos, na modulacdo da alodinia, bem como determinar os
mecanismos de acdo envolvidos. Metodologia: Ratos Wistar machos foram
distribuidos em sete (7) grupos experimentais, a saber: |- Grupo Controle
saudavel (CTL); ll- Grupo Tendinite Nao Tratado (NT); Ill- Grupo Tendinite
tratado com Fotobiomodulacdo (FBM) nos parametros de 810 nm, 3 J, 100
mW,; IV- Grupo Tendinite tratado com Diazepam (DZP), V- Grupo Tendinite
tratado com FBM associada ao Diazepam (FBM+DZP), VI- Grupo Tendinite
tratado com Diazepam associado ao Flumazenil (FLU+DZP) e VII- Grupo
Tendinite tratado com Flumazenil associado a FBM (FLU+FBM). A tendinite foi
induzida a partir da injecdo transcutanea de colagenase tipo | na regido do
tendao calcaneo e os tratamentos ministrados de acordo com a descricao de
cada grupo experimental. Apds 8 horas da inducdo da tendinite, foi mensurado
a alodinia local. No final do experimento os animais foram eutanasiados e 0s
tenddes removidos para andlise. Foi avaliado a expressdo génica de
receptores B1l, NK1, GABAa;,, GABAa2 e niveis de Mieloperoxidase (MPO).
Resultados: O Tratamento com FBM reduziu a expressao génica de
receptores B1, NK1, GABAa2 e aumentaram GABAa;. Ambos 0s niveis de
MPO e alodinia mecéanica também foram reduzidos no grupo FBM. O grupo
FBM+DZP reduziu a expressao dos receptores de B1 e GABAa,, MPO e
alodinia mecénica. O grupo FLU+FBM apresentou piora na expressao de todos
0s receptores quando comparados ao grupo FBM. Conclusdes: Nossos
resultados demonstram que a terapia por fotobiomodulacdo auxilia no controle
da Dor e os mecanismos associados a este controle da dor também estéo
relacionados a modulacao de receptores B1, NK1, GABAa1 e GABAa2 além do
controle do processo inflamatério. Além da conhecida agédo da fototerapia na
reducdo da dor pela modulacdo do processo inflamatério, este trabalho
demonstrou que a FBM age nos receptores GABAa,, auxiliando no processo de
sedacdo e controle parcial da dor. A relacdo entre estes mecanismos ainda
merece ser investigada, uma vez que sao escassos 0s trabalhos para a maioria
destes mecanismos.

Palavras-chave: Dor, tendinopatias, fotobiomodulacdo, mecanismos,
Diazepam, receptor NK1, receptor Bl, receptor gabaérgico, mediadores
inflamatorios.



ABSTRACT

Pain is an unpleasant sensory and emotional experience and is the main
reason for seeking specialized treatment. Pains related to tendinopathies are
frequent and difficult to be treated and photobiomodulation therapy (PBM) has
shown promising results in controlling inflammation and pain. Since
benzodiazepines are used in the auxiliary treatment of chronic pain, this
research aimed to study the effect of PBM therapy associated with Diazepam, a
gabaergic receptor agonist, on the modulation of allodynia, as well as to
determine the mechanisms of action involved. Methodology: Male Wistar rats
were distributed in seven (7) experimental groups, namely: |- Healthy Control
Group (CTL); ll- Untreated Tendinitis Group (NT); Ill- Tendinitis group treated
with Photobiomodulation (PBM) in the parameters of 810 nm, 3 J, 100 mW; IV-
Diazepam-treated Tendinitis Group (DZP); V- Tendinitis group treated with PBM
associated to DZP (PBM + DZP) , VI- Tendinitis group treated with Diazepam
associated to Flumazenil (FLU + DZP) and VII- Tendinitis Group treated with
Flumazenil associated to PBM (FLU + PBM). Tendinitis was induced from the
transcutaneous injection of collagenase type | in the region of the calcaneus
tendon and the treatments were administered according to the description of
each experimental group. After 8 hours of tendinitis induction, local allodynia
was measured. At the end of the experiment, the animals were euthanized and
the tendons removed for analysis. Gene expression of B1, NK1, GABAaui,
GABAa2 receptors and myeloperoxidase (MPO) levels were evaluated.
Results: Treatment with PBM reduced the gene expression of B1 and NK1
receptors. Both MPO levels and mechanical allodynia were also reduced in the
PBM group. The PBM + DZP group reduced the expression of B1, MPO and
mechanical allodynia receptors. The FLU + PBM group showed a worsening in
the expression of all receptors when compared to the PBM group.
Conclusions: Our results demonstrate that photobiomodulation therapy helps
to control pain and the mechanisms associated with this pain control are also
related to the modulation of B1, NK1, GABAa 1 and GABAa2 receptors in
addition to controlling the inflammatory process. In addition to the well-known
action of phototherapy in reducing pain by modulating; the inflammatory
process, this study demonstrated that FBM acts on GABAa receptors, helping
in the process of sedation and partial pain control. The relationship between
these mechanisms still deserves to be investigated, since the work for most of
these mechanisms is scarce.

Keywords: Pain, tendinopathies, photobiomodulation, mechanisms, Diazepam,
NK1 receptor, B1 receptor, gabaergic receptor, inflammatory mediators.
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1. INTRODUCAO

A dor, em sua manifestacdo aguda ou cronica, € a maior responsavel
pela busca de auxilio, pelos pacientes, dos profissionais de saude. Segundo a
OMS (Organizacdo Mundial de Saude), é mister a busca de novas tecnologias
e formas de gerenciamento multidisciplinar da dor, para o alivio do sofrimento e
melhora da qualidade de vida dos individuos que com ela convivem (Pigatto et
al., 2017; Kopf & Patel, 2010).

As tendinopatias representam cerca de 30% das consultas referidas
as dores musculoesqueléticas em varios paises do mundo, levando a um forte
impacto tanto na qualidade de vida dos pacientes como no aspecto econdémico,
em funcdo das despesas médicas e/ou perda da produtividade, auséncia no
trabalho e nas atividades escolares (Challoumas et al.,, 2019; Lipman et al.,
2018; Snedeker & Foolen, 2017).

O tend&o calcaneo é o maior e mais forte tenddo do corpo humano.
No entanto, é frequentemente lesionado, pois € colocado sob alta sobrecarga e
demandas funcionais durante atividades fisicas e esportivas. (De Jesus et al.,
2015). Hong-Yun & Ying-Hui (2016) afirmam que a tendinopatia do tend&o
calcaneo € uma sindrome clinica caracterizada pela combinacdo de dor, edema

e performance prejudicada, sendo comuns nos esportes e na vida diaria.

Existem vdérias terapias para modular o processo de cura dos
tenddes, em funcdo da etiologia das tendinopatias ser complexa e multifatorial.
Essas terapias incluem a fotobiomodulacdo (FBM), injecdo de esteroides e
fatores de crescimento, anti-inflamatérios nao-esteroidais, terapias genéticas,
terapias com ondas de choque e exercicios. (Lipman et al., 2018; Morita et
al.,2017).

A terapia por fotobiomodulacdo tem sido amplamente utilizada na
area médica, devido a seus efeitos terapéuticos benéficos na analgesia, acéo
anti-inflamatoria e resolucdo de ferimentos, embora seus mecanismos de acéo
nao sejam completamente conhecidos. Sabe-se que pode agir por meio da
modulacdo de varios mediadores inflamatorios, mudancas na conducdo do

impulso dos nociceptores e efeitos no metabolismo dos linfocitos. Sua maior
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vantagem, quando comparada com outras modalidades terapéuticas € poder
ser utilizada em todas as enfermidades, sem efeitos colaterais e sem risco de
overdose de medicacao (Luke et al., 2019; Akerzoul & Chbicheb, 2018; White et
al., 2018; Francio et al., 2017; Cotler et al., 2015; Lins et al., 2010).

Embora a FBM tenha sido inicialmente utilizada em lesdes de tecidos
moles e inflamacé&o, sua aplicacdo expandiu-se para uma variedade de lesGes
musculoesqueléticas, incluindo tendinopatias, e parece ser uma alternativa
promissora para o tratamento da dor (Lipman et al., 2018; Fallah et al., 2017,
Pigatto et al., 2017; Cotler et al., 2015).

Quadros crénicos de dor, resultantes de situacdes de dor aguda néao
satisfatoriamente sanados, de lesdes neuropéticas ou de origem central, sdo
bastante frequentes. Muitas vezes € preciso lancar mao de farmacos co-
analgésicos, tais como o0s benzodiazepinicos, em funcdo de suas atividades
ansioliticas, hipnoticas, anticonvulsivantes e miorelaxantes, apesar de seus

efeitos adversos (Khiavi et al., 2020; Friedman et al., 2017; Naloto et al., 2016).

A partir da tendinite induzida nos tendfes calcaneos dos animais
deste estudo experimental, procurou-se observar as respostas de analgesia em
situacbes de uso Unico do farmaco Diazepam (benzodiazepinico) e da
associacdo deste com a terapia por fotobiomodulacdo, utilizando o Laser de
Baixa Intensidade. Procurou-se identificar também os mecanismos envolvidos
nesta analgesia, associando o antagonista do receptor gabaérgico (Flumazenil)

ao farmaco Diazepam, bem como a terapia por fotobiomodulacéo.
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2. CONTEXTUALIZACAO

2.1 A Dor

Em 2020, a IASP (Associacao Internacional para o Estudo da Dor)
revisou a definicdo de dor, conceituando-a como “uma experiéncia sensitiva e
emocional desagradavel associada, ou semelhante aquela associada, a uma
lesdo tecidual real ou potencial’, apresentando um enunciado conciso e
inequivoco, abrangendo as mais variadas experiéncias de dor, sua diversidade
e complexidade, sendo valida tanto para dor aguda como crénica, e aplicavel a
todas as condi¢cdes de dor, a humanos e animais e, sobretudo, definida pela

perspectiva da pessoa que sente a dor (De Santana et al., 2020).

Embora a presenca da dor em resposta a um dano tecidual seja um
fenbmeno normal, evitando um dano fisico ao nosso corpo e servindo como
sinal de aviso, ela pode estar associada com estresse psicolégico e emocional,
nao necessariamente fisico (Pigatto et al.,, 2017; Chang et al., 2019; Rosas et
al., 2006). O mecanismo neurofisiolégico da transmissdo da dor, incluindo
percepcao, transducao do sinal e processamento central da informagao nociva

€ chamada nocicepc¢ao e o sistema de conducao desses sinais é chamado de

sistema nociceptivo (Levashova & Myagova, 2018; Kopf & Patel, 2010).

7

A percepcao da dor € mediada pela excitacdo dos nociceptores
existentes nas terminac¢des nervosas livres das fibras nociceptivas A e C. A dor
aguda é causada pela estimulacdo de nociceptores conectados as fibras AJ,
gue tém pequeno didmetro (2 a 5 um), velocidade de conducdo do estimulo
intermediaria (12 a 30 m/s) e pobremente mielinizadas. Estas fibras tém poucas
ramificagbes, por isso transportam sensacédo de dor aguda e localizada, que

ocorre durante os estimulos nocivos (Sousa et al.,2018; Mizutani et al., 2004).

A dor inflamatéria esta relacionada a danos teciduais que levam a
reacOes inflamatodrias. J&4 a dor neuropdtica resulta da lesdo de um nervo e
sensibilizacdo neuronal nos sistemas nervosos central (SNC) e periférico
(SNP). Ambos os tipos estdo intimamente relacionados, visto que danos a

inervacao resultardo em respostas inflamatérias, levando a dor inflamatoria. Da
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mesma forma, a inflamacéo tecidual ativa uma cascata inflamatoria, liberando
uma variedade de mediadores inflamatorios como a Substancia P (SP),
prostaglandina E2 (PGE2), o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP) e neurocinina A (NKA), prejudicando as inervacdes (Chang et al.,
2019; Mizutani et al., 2004).

A excitacdo dos nociceptores iniciara a dor inflamatéria aguda e a
modulacdo da hiperalgesia que se segue envolve a interacdo de varios
mecanismos fisiologicos compensatorios e adaptativos, que irdo produzir
substancias para bloquear a transmissédo da dor, como os opioides (principal),
GABA (4cido gama-aminobutirico), sistemas colinérgicos, monoaminérgicos
(noradrenalina, dopamina e serotonina), canabindides e sistema
neurotransmissor de orexina. Por esses motivos, a transducdo dos sinais de
dor no sistema nervoso central (SNC) ndo € equivalente a percepcdo da dor
(Levashova & Myagova, 2018; Kopf & Patel, 2010; Ferreira et al., 2005).

A sensacédo de dor que persiste, apds cessado o estimulo nocivo, é
transmitida para o sistema nervoso periférico pelas fibras C, que tém diametro
extremamente pequeno (0,3 a 1,5 um), sdo amielinizadas, e por isso tém
velocidade de conducdo dos potenciais de acdo muito lenta (0,5 a 2 m/s). As
fibras C sdo altamente ramificadas, entdo a sensacédo de dor € percebida ndo
s6 na area danificada, mas também nas regides vizinhas. Além disso, os
nociceptores conectados as fibras C sédo polimodais, ou seja, sensiveis a varios

tipos de estimulos (Sousa et al., 2018; Mizutani et al., 2004).

Dores crbnicas (mais de seis meses de duracdo) sdo condicdes
complexas, severas e debilitantes, que podem levar a uma reducao
consideravel na funcdo e qualidade de vida. Além disso, restricbes nas
atividades diarias, na vida social e no trabalho, disturbios do sono, ansiedade e
depressdo séo frequentemente reportados. Segundo os autores, individuos
com dor crbnica representam entre 10,1% e 55,2% da populacdo em Varios
paises, e estd associada com altos custos, tanto relacionados aos cuidados
com a saude quanto com o0s custos indiretos pelo trabalho perdido ou
produtividade reduzida (Chang et al., 2019; Micheli et al., 2017; Qaseem et al.,
2017; Hopkins et al., 2016; Cotler et al. 2015).
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O papel do estresse no processo doloroso € fundamental, uma vez
gue o estresse € entendido como uma ruptura na homeostase que ativa
programas neurais, hormonais e comportamentais hecessarios para
restabelecer o equilibrio do organismo. Apesar da dor ser reconhecida como
importante forma de estresse, a relacdo entre dor e estresse ainda € bastante

controversa (Rosas et al., 2006).

Sao inumeras as terapias farmacologicas utilizadas para o controle
da dor, porém seu uso também esta relacionado a presenca de alguns efeitos
colaterais indesejaveis. Além disso, tratamentos de longo prazo tendem a ter
sua efetividade reduzida em funcdo do desenvolvimento de tolerancia as

drogas utilizadas (Sousa et al., 2018).

Uma das pedras angulares da Universal Health Coverage (UHC) é o
acesso aos medicamentos essenciais e tecnologias de saude, que tém o
potencial de salvar vidas e melhorar a qualidade de vida e bem-estar da
populacdo mundial (World Health Organization, 2014; Pigatto et al., 2017).
Desta forma, novas tecnologias e uma abordagem multidisciplinar ajudardo na
gestdo adequada da dor, para aliviar o sofrimento e melhorar a qualidade de

vida das pessoas que com ela vivem (Pigatto et al., 2017).

2.2 Morfologia do Tend&do Calcaneo

Os tendBes sdo compostos por uma estrutura altamente organizada,
gue permite a transmissdo de uma ampla magnitude de for¢cas que ocorrem
entre o0 musculo e 0 0sso durante as atividades diarias. Esta estrutura tem alta
interacdo entre a atividade de células localizadas como tendcitos, tenoblastos e
células-tronco, com uma matriz extracelular composta principalmente por fibras
colagenas paralelas do tipo I, que podem ser dividir em fasciculos, fibrilas,
subfibrilas, microfibrilas e componentes de tropocolageno. Um grupo de fibras
constitui um fasciculo; os fasciculos unidos formam feixes, que sdo envoltos
pelo endotenddo, que contém vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos
(Snedeker & Foolen, 2017; Hong-Yun &Ying-Hui, 2016).
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Figura 1. Estrutura hierarquica do tendao. (Fonte: Lipman et al., 2018)

Essa estrutura hierarquica de colageno, entrelagada com numerosas
proteinas nao fibrilares, € essencial para a habilidade dos tendées em suportar
carga com estabilidade, permitindo que as cargas sejam transmitidas do
musculo ao osso (Puri et al., 2015). A matriz colagena também inclui colageno
do tipo Il em quantidades variadas, estando este geralmente relacionado aos
estagios iniciais da reparacdo. Além das fibras colagenas, a elastina contribui
com cerca de 1 a 2% da massa seca dos tenddes (Lipman et al, 2018,
Snedeker & Foolen, 2017).

O tendao calcaneo (TC) é o maior e mais forte tenddo do corpo
humano (De Jesus et al., 2015). O TC normal é visto como uma estrutura
fibrilar e geralmente arredondada, branca e elastica, porque a maior parte dele
€ avascular. A area do tenddo aproximadamente 1 a 6 cm acima da insercdo
do calcaneo é a menos vascularizada em todas as idades, resultando em uma
capacidade reparadora limitada em momentos de stress ou lesdo. (Hong-Yun

&Ying-Hui, 2016).
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Quatro tipos de receptores aferentes sdo encontrados na superficie
ou internamente nos TC. S&o: corpusculos de Ruffini (receptores de presséo),
corpusculos de Vater Paccinni (receptores de movimento), organelas de Golgi
dos tenddes (mecanorreceptores) e terminagcdes nervosas livres (receptores de
dor). As organelas de Golgi sdo os receptores mais abundantes, podendo
detectar pressao e alteracdes no estiramento do tendao (Hong-Yun &Ying-Hui,
2016).

A capacidade reparadora dos tenddes revela que estes sao um
sistema fisiologicamente complexo, com forte coordenacdo entre as fibras
coldgenas e os tecidos sinoviais, conectando os sistemas imune, vascular e

nervoso (Snedeker & Foolen, 2017).

2.3 Tendinopatias

O termo “tendinopatia” foi adotado recentemente, englobando os
aspectos clinicos de dor, edema e reducao funcional dos tenddes, sendo
considerado um distirbio comum, compreendendo cerca de 1/3 das queixas
musculoesqueléticas. Estas desordens (tendinopatias) representam um forte

impacto tanto na qualidade de vida dos pacientes como economicamente,
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devido as despesas relacionadas ao seu tratamento (Challoumas et al., 2019;
Lipman et al, 2018; Tang et al., 2018; Snedeker & Foolen, 2017; Morita et al.,
2017; Hopkins et al., 2016; Puri et al., 2015; Sugg et al., 2014).

A tendinopatia € uma doenca degenerativa com cura lenta, e embora
os danos agudos (danos traumaticos em tecido previamente saudavel)
frequentemente se curem com recuperagdo aceitavel da funcdo, raramente o
tendao recupera sua forca e elasticidade originais. (Puri et al., 2015; Sugg et
al., 2014; Marcos et al., 2012).

Alguns tipos especificos de tendinopatias sdo mais prevalentes em
diferentes grupos de individuos (atletas, trabalhadores populacdo em geral,
pacientes com comorbidades), mas idade e género ndo parecem constituir
fatores importantes nestas patologias (Hopkins et al.,, 2016), opinido esta,

entretanto, ndo compartilhada por Puri et al. (2015).

A exata origem e desenvolvimento das tendinopatias ainda sao
incertas, 0 que torna as terapias pouco efetivas. Isso porque 0s mecanismos
fundamentais da patogénese e recuperacdo dos tenddes permanecem
desconhecidos, e varios fatores tém sido propostos como influenciadores na
resposta dos tenddes, desde a remodelacdo saudavel até a degeneracdo do
mesmo (Puri et al., 2015; Sugg et al., 2014). Entretanto, parecem resultar de
uma falta de equilibrio entre as alteracbes regenerativas protetoras e a
resposta patoldgica resultante do tenddo apds seu uso excessivo, causando
microtraumas repetitivos nas fibras, levando a uma transicdo continua do
processo fisiolégico para o patolégico. O corpo consequentemente secretara
substancias para promover a cura, inclusive fatores inflamatérios. A falha do
processo curativo levara entdo a degeneracao do tendao, e em alguns casos a
sua ruptura, requerendo intervencdao cirargica (Challoumas et al., 2019; Tang et
al., 2018; Snedeker & Foolen, 2017; Hong-Yun & Ying-Hui, 2016; Rees et al.,
2014; Marcos et al.,2012).

Khan et al. (2000) propuseram a “hipotese bioquimica” para explicar
a dor associada com as tendinopatias, como a liberacdo de estimulos nocivos e
consequente ativacao de nociceptores. Foi demonstrado que os tendécitos tém
a habilidade de produzir substancias sinalizadoras tipicamente ligadas a

transmissao neuronal, incluindo substancia P (SP), catecolaminas, glutamato e
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acetilcolina (ACh). Entretanto, os autores consideram serem necessarios mais
estudos para inferir se essas substancias sinalizadoras sao causa ou

subproduto do quadro de doenca (Lipman et al., 2018).

As tendinopatias no TC sdo uma das mais frequentes lesdes em
tornozelos e pés, visto estes tenddes serem colocados sob alta sobrecarga e
demandas funcionais durante atividades fisicas e esportivas (Lemme et al.,
2018; Hong-Yun &Ying-Hui, 2016; De Jesus et al.,2015). Hong-Yun & Ying-Hui
(2016) afirmam que a tendinopatia do tendao calcaneo é uma sindrome clinica

caracterizada pela combinacao de dor, edema e performance prejudicada.

Nos pacientes com tendinopatias calcaneas o tend&o torna-se
grosso, desigual e amarronzado (Hong-Yun & Ying-Hui, 2016).
Histologicamente, o tecido do tenddo no estdgio inicial da doenca esta
caracterizado pelo desenvolvimento de fibrose: fibras colagenas desorientadas,
composicado alterada das proteinas da matriz extracelular e formacédo de novos
vasos (Morita et al., 2017).

Tendbes normais apresentam macrofagos M2 e ocasionalmente
macrofagos M1 nas camadas do endotenddo, porém ndo existem macréfagos
nas fibras tendineas. Em resposta ao dano estrutural, citocinas quemotaticas
liberadas pela matriz extracelular do tenddo promovem a chegada de
neutrofilos e macréfagos M1, os primeiros a chegar ao local nas primeiras 24
horas. Ao longo de 28 dias, os macréfagos M2 vagarosamente se acumulam
em pontos de organizacdo da matriz extracelular e tornam-se o fendétipo
macrofagico dominante. Desta forma, os macrofagos contribuem para a
degradacdo e subsequente reparo da matriz extracelular do tenddo lesado
(Sugg et al., 2014).

Para Hong-Yun & Ying-Hui (2016), o tecido afetado nas
tendinopatias do tenddo calcAneo ndo apresenta macréfagos, neutréfilos ou
outras células inflamatorias, e consideram o termo tendinite inapropriado em
fungéo disto. Segundo os autores, existe um aumento do namero de tendcitos,
gue tém uma forma irregular e um alto indice de apoptose. Rees et al. (2014)
também falam sobre o aumento de tendcitos e retrucam em relagéo ao aspecto

nao-inflamatorio, visto que os tendécitos proliferam e tornam-se
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metabolicamente ativos em resposta a citocinas e fatores de crescimento, que

fazem parte da resposta inflamatoria.

A neovascularizacdo é uma caracteristica da tendinopatia calcanea.
Essa neovascularizagcdo e as novas inervacdes que a acompanham tém sido
hipoteticamente apontadas como a fonte da dor na porcdo média da

tendinopatia cronica (Hong-Yun &Ying-Hui, 2016; Rees et al., 2014).

2.3.1 Mediadores Inflamatérios nas Tendinopatias

7

A inflamacdo é considerada um processo fisiolégico essencial no
corpo humano. A inflamagdo aguda e controlada exerce um efeito protetor nos
tecidos, mas a inflamacdo crénica e n&o controlada € prejudicial. Na
patogénese das tendinopatias, inflamacdo e degeneracdo podem ndo ser
processos separados, pois geralmente interage uma com a outra. O processo
degenerativo pode ser desencadeado pela inflamacéo, e a inflamacéo também
terd seu papel no processo degenerativo posteriormente (Tang et al., 2018).
Para Puri et al. (2015), permanece nao respondida a questdo fundamental
sobre a inflamacéo estar implicada na degeneracéo do tendéo, e caso positivo,

gual o seu papel nesse processo.

Muitos sdo os mediadores inflamatérios nas tendinopatias
calcaneas. Podemos citar a interleucina 1-B (IL1-B), interleucina 6 (IL-6),
interleucina-10 (IL-10), interleucina 17A (IL17-A), interleucina 21 (IL-21),
interleucina 33 (IL-33) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a). Além disso,
substancias como a fosfolipase A2 (PLA2), a substancia P (SP) e a bradicinina
(BK) séo elementos importantes como fatores algogénicos, visto a dor estar

sempre presente nestas patologias (Tang et al. 2018).

Algumas destas citocinas e substancias algogénicas, juntamente
com seus receptores serdo estudadas em nosso experimento, e por iSso sera
objeto de maior detalhamento. A concentracdo da enzima Mieloperoxidase
(MPO), por ser uma importante marcadora inflamatéria, e a via gabaérgica de
inibicdo da transmissdo do estimulo doloroso também serdo estudados, e por

isso também serdo detalhados a segquir.
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2.3.1.1 Citocinas Inflamatérias

Para Tang et al. (2018), a expressao de citocinas da familia das IL-6
estdA aumentada nas patologias tendineas. A IL-6 possui funcéo
imunoreguladora e est4 envolvida na cura do tenddo. Estd associada com a
sintese de coladgeno e pode levar a um aumento da expressdo de marcadores
de pro-colageno no peritenddo do tendao calcaneo humano. Segundo Morita et
al. (2017), a citocina IL-6 é a Unica citocina envolvida em doencas dos tenddes
humanos e esta aumentada em rupturas de tenddo, enquanto IL1-B, IL-6 e

TNF-a tendem a estar aumentados em modelos animais com lesdes de tendao.

2.3.1.2 Substancia P (SP)

A substancia P (SP) é um potente neuropeptideo liberado pelos
nociceptores para aumentar a transmissao do estimulo nociceptivo através de
suas acdes na coluna dorsal da medula espinhal. Ela serve como
neurotransmissora e neuromoduladora, e pode estar associada com a
percepcdo da dor, edema e fibrose nas doencas tendineas. Esta amplamente
distribuida no corpo humano, especialmente no sistema nervoso e células
inflamatérias. No tenddo, pequenos neurbnios sensoriais periféricos e tendcitos
podem expressar SP, e o0s estimulos nocivos e a carga mecanica pode

desencadear sua liberacdo. Ela também é passivel de ser efetivamente

bloqueado, o que € de interesse clinico (Tang et al., 2018).

A SP esta implicada no desenvolvimento das tendinopatias;
entretanto se ela é causa ou resultado permanece sem resposta. Oh et al.
(2020) em um estudo experimental observaram que a exposicéo rapida a SP
mostrou- se relacionada a cura do tenddo, enquanto repeticdes longas estao
fortemente ligadas ao desenvolvimento da tendinopatia. Os autores concluiram
nesse estudo que exposi¢cdoes prolongadas a SP sdo uma das causas das

tendinopatias.

Para Rees et al. (2014) existem fortes evidéncias de que o processo
de neovascularizacdo nas tendinopatias crénicas envolva elementos da
resposta inflamatoria, e cita como exemplo que a inje¢cdo da SP na regido

peritendinea aumenta a vasculariza¢do dos tenddes. Além disso, a SP exerce
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um efeito proliferativo nos tendcitos, aumentando a formacgéo de colageno tipo
[ll, contribuindo para a formacédo de pequenas fibras coladgenas nos tenddes
tendinopaticos. Os niveis de SP estdo aumentados nas patologias tendineas

cronicas, acelerando a hipercelularidade e angiogénese.

A SP preferencialmente se une ao receptor NK1 (NK1R). Estes
receptores sdo receptores acoplados a Proteina G localizados no sistema
nervoso central (SNC) e no sistema nervoso periférico (SNP) (Chang et al.,
2019). A interacdo da SP com os receptores NK1R induz diretamente a
vasodilatagdo, o que aumenta a permeabilidade vascular e permite o
extravasamento de plasma e a degranulacdo de mastocitos. A degranulacao de
mastocitos libera histamina, que por sua vez amplifica ainda mais 0s processos
vasculares e ativa nociceptores. Os linfocitos, granul6citos e macréfagos
possuem receptores para SP e essas células podem ser estimuladas a produzir
citocinas. Os macrofagos estimulados pela SP produzem os mediadores
inflamatérios PGE2 e tromboxano, assim como as citocinas pré-inflamatérias IL-
1, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNFa). Todos estes eventos moleculares
sustentam a sintese e a liberacdo de novas moléculas de SP, perpetuando
assim este ciclo vicioso. Além disso, estes mecanismos ndo envolvem apenas
as fibras no local do dano tecidual, mas também se estendem para tecidos
circundantes que nao foram danificados, onde provocam uma hiperalgesia
secundaria (Chang et al. 2019; De Paula, 2017).

A SP ¢é biologicamente ativa em concentracdes extremamente
baixas e participa da patofisiologia de doencas inflamatérias dos sistemas
respiratério, gastrointestinal e musculoesquelético. No SNC, acredita-se que a
SP participe de véarias respostas comportamentais, na regulacdo da
sobrevivéncia e degeneracdo neuronais, na fungcdo cardiovascular e
respiratéria e na ativacdo do reflexo emético. Na medula espinhal, a SP
participa na transmissdo de estimulos nociceptivos e modula reflexos
autondbmicos. Na periferia, a SP esta localizada nos neurbnios sensoriais
primarios e neurdnios intrinsecos dos tratos gastrointestinal, respiratorio e

genitourinario (Teodoro et al., 2013).

Em pequenas doses, a SP estimula a liberacdo de endorfinas, mas

em altas doses, excita diretamente os neurdnios no cérebro, provocando
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hiperalgesia. O papel antinociceptivo da SP ja foi confirmado no SNC e no
SNP. No SNC o efeito analgésico esta associado principalmente com padrées
opioide-dependentes, embora outros estudos tenham demonstrado o
envolvimento do GABAAR (receptor de GABAA) e receptores de glicina na

lamina V da coluna espinhal (Nyman et al., 2021; Chang et al., 2019).

Chen & Chen (2014), em um modelo experimental de inducéo de dor
muscular crénica generalizada por injecdo acida em ratos, desenvolvida para
simular os sinais clinicos de fibromialgia, reproduziram o efeito inibitério da SP,
guando de sua aplicacdo concomitante ou previamente a do acido, podendo
silenciar os nociceptores musculares por 2 dias. Os autores consideraram este
conhecimento clinicamente Util para o desenvolvimento de estratégias para a
prevencdo de dores musculares cronicas causadas por lesées musculares

repetidas ou insultos isquémicos.

Tendo em vista 0 exposto, a SP representa um importante alvo em
pesquisas destinadas a esclarecer o processo relacionado a fisiopatologia da
dor e na busca por formas de seu controle, tentando minimizar as
consequéncias deletérias deste neuropeptidio nos tecidos lesados (De Paula,
2017).

2.3.1.3 Bradicinina

7

A bradicinina € uma molécula nonapeptidea, de baixo peso
molecular, da familia das cininas vasoativas, que possui meia vida plasmatica
curta e niveis baixos na circulagdo sanguinea. Sua atividade biologica é
mediada por dois receptores, B1 e B2, e a ativacdo de ambos induz inflamacao
via liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e aumento da permeabilidade
vascular. O receptor B1 é induzido e regulado conforme a evolucdo dos
guadros infeccioso, inflamatério ou traumatico, enquanto o receptor B2 é
constitutivamente expressado pelos tecidos periféricos e centrais (Oliveira Jr. et

al., 2016).

A estimulagdo dos nociceptores mecéanicos e polimodais no tecido
lesado levam a producéo de bradicinina (BK). A ativacéo da BK pelos estimulos

nocivos leva a produgéo de muitos mediadores inflamatérios como a PGE2 e



29

SP. Esse processo desempenha uma importante funcao na ocorréncia da dor e

sensibilizacao (Mizutani et al., 2004).

Trabalhos como os de Silva et al. (2011) e Manchini et al. (2014)
demonstraram, em dois modelos experimentais diferentes em ratos (edema de
pata e infarto de miocardio respectivamente) a reducdo da expressao génica de

receptores B1 apos tratamento com FBM.

Pigatto et al. (2019, 2017) observaram que a aplicacdo de LED
vermelho (660 nm) previamente a injecdo de BK na regido intra-plantar das

patas de ratos reduziu a resposta nociceptiva dos animais.

De Oliveira et al. (2017), em um trabalho experimental sobre os
efeitos da FBM em mediadores inflamatérios (TNF-a, CINC-1) e dor
(receptores B1 e B2), em um quadro induzido de osteoartrite aguda, verificaram
qgque a FBM contribuiu para a reducdo da expressdo génica e proteica dos

receptores B1 e B2, diminuindo a hiperalgesia mecéanica.

2.3.1.4. Mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima que desempenha papel
fundamental nos mecanismos bactericidas dos mamiferos, sendo encontrada
principalmente em leucdécitos polimorfonucleares neutréfilos. A MPO esta
diretamente relacionada com os mecanismos bactericidas dependentes de Oz,
sendo catalisadora do processo de formacdo de radicais altamente reativos
como o acido hipocloroso (HCLO") e ions halogénicos, constituindo, portanto,
importante mecanismo de defesa contra microrganismos patogénicos (Pereira
et al., 2000).

A MPO é uma marcadora quimica da infiltracdo neutrofilica, ou seja,
a presenca de neutrofilos pode ser avaliada pela dosagem dessa enzima

(Bradley et al., 1982; Marcos, 2010).

Pallotta et al. (2012), em um trabalho sobre a agdo da FBM em
artrite induzida por kaolin associada a carragenina em ratos, demonstraram
qgue, trés horas apos a inducéo da inflamacéo (2 horas apds a aplicacédo da

FBM), as doses de energia de laser de 6 J e 10 J inibiram significativamente a
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atividade da MPO. Seis horas apés a inducdo da inflamagéo, todos os grupos
experimentais (tratados com diclofenaco, FBM com doses de energia de 1, 3, 6
e 10 J) foram capazes de produzir uma inibicdo significante da concentracéo de
MPO, quando comparados ao grupo controle. Pelos resultados conseguidos,
0s autores sugerem que a radiacdo laser pode agir modulando o processo
inflamatorio e possivelmente estimulando a producdo de mediadores anti-

inflamatorios.

Borin et al. (2015) encontraram reducédo dos niveis de MPO quando
da inibicdo da TNF-a por meio da administragdo de Etanercept, uma solugao
utilizada terapeuticamente para reduzir a TNF-a disponivel, diminuindo a
ativacao dos receptores de membrana TNF e consequentemente as a¢cdes pro-

inflamatorias, incluindo o recrutamento de neutroéfilos.

Marcos (2010) observou reducdo em 50% da atividade da MPO
apos 3 J de FBM (810 nm) em comparacdo ao grupo onde houve inducéo de
tendinite sem tratamento, embora com discreto aumento quando comparado ao

grupo controle (sem tratamento).

Outros trabalhos relacionados a dor de origem inflamatdria também
avaliaram a concentragao da MPO como referéncia para a efetividade de seus
resultados. Manchope et al. (2016) avaliaram o efeito analgésico do flavonoide
naringenina e Kuedo et al. (2016) também o fizeram com a astaxantina, um
carotenoide. Em ambos os trabalhos, as substancias testadas produziram uma
reducdo da quantidade da enzima MPO, ou seja, houve reducdo do

recrutamento de neutrofilos nas areas experimentais dos animais.

2.4 Terapéuticas Associadas a Analgesia

Existem varias terapias para modular o processo de cura dos
tenddes, mas ainda nenhuma foi considerada mais consistentemente efetiva,
devido a génese das tendinopatias ser complexa e multifatorial. Essa é mais
uma razdo que torna urgente melhorar a compreensdo da fisiologia dos
tenddes (Lipman et al., 2018; Snedeker & Foolen, 2017; Rees et al., 2014).

Segundo Hopkins et al. (2016), os objetivos do tratamento das

tendinopatias séo reducao da dor, prevencédo da recorréncia, e retorno aos
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esportes ou a pré-lesao funcional. A falha dos tratamentos conservadores leva
a intervencao cirdrgica para excisédo do tecido tendinopatico e reparacéo da

ruptura do tendao.

Estas terapias incluem fisioterapia (passiva ou ativa), drogas anti-
inflamatorias ndo-esteroidais via oral, injecfes de corticosteroides (largamente
inefetivas e potencialmente danosas ao paciente), injecdo de fatores de
crescimento, injecdes de plasma rico em plaquetas ou sangue autdélogo,
proloterapia (terapia injetavel regenerativa), quiropraxia, estimulacdo com laser
de baixa energia (LLLT ou fotobiomodulagdo - FBM), desenvolvimento de
terapias genéticas, terapias com ondas de choque e exercicios (Hopkins et al.,
2016; Rees et al., 2014).

As drogas analgésicas com atividade periférica podem agir por dois
mecanismos diferentes. Primeiro prevenindo a sensibilizacdo de nociceptores
por meio de drogas que inibem os mediadores quimicos da inflamacéo, como
os inibidores de ciclooxigenase. O segundo mecanismo € pelo bloqueio direto
da hiperalgesia, como em medicacdes opioides e drogas que promovem O

aumento do 6xido nitrico (Ferreira et al., 2005).

Cabe colocar que as terapias-padrao (medicamentosas) tém seus
riscos e perfis de efeitos colaterais associados, incluindo Ulcera
péptica/sangramento gastrico, efeitos sistémicos (cardiovasculares), infeccdes
(incluindo abcesso epidural), dependéncia de narcéticos, deformidades, déficits
neurolégicos e complicacBes cirurgicas. (Francio et al.,2017; Snedeker &
Foolen, 2017; Cotler et al., 2015; Carvalho et al., 2013).

Marcos et al. (2012) apontam que drogas anti-inflamatérias nao-
esteroidais (AINEs) sdo amplamente prescritos e usados no tratamento das
lesbes de tenddo ha anos. Entretanto, essas drogas usualmente tratam
somente os sintomas da inflamacéo e néo a causa da doenca. Adicionalmente,
foram observados varios tipos de efeitos colaterais relacionados ao uso
prolongado dessas drogas. Os autores dizem ainda que o risco de
tendinopatias € aumentado pelo uso de alguns tipos de drogas anti-
inflamatorias, tendo sido levantada a hipétese de que alguns tratamentos
farmacoldgicos séo danosos ao tenddo devido ao aumento da expressao de

metaloproteinases da matriz (MMPs), como a MMP-9 e MMP-13.
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Challoumas et al. (2019), em um estudo retrospectivo comparando
procedimento cirdrgico sem tratamento, cirurgia simulada e modalidades de
terapias baseadas em exercicios, n&do encontraram evidéncias de
superioridade do tratamento cirargico em relacdo as terapias baseadas em
exercicios em pacientes com tendinopatias, em meédio e longo prazo. Os
autores concluiram que os profissionais de saude que tratam pacientes com
tendinopatias devem reservar as cirurgias para casos seletos e somente se,
apo6s um suficientemente longo periodo (12 meses) de exercicios de carga,

essa terapia tiver falhado.

Apesar das terapias existentes atualmente, as lesGes tendineas
podem resultar em uma inabilitacdo do individuo que pode durar varios meses,
e ainda resultar em um tend@o mais fraco e suscetivel a mais danos (Lipman et
al., 2018).

Faremos, a seguir, uma exposicado das terapéuticas relacionadas a
analgesia mais relacionadas ao nosso trabalho, tanto no ambito farmacolégico

como ndo farmacoldégico.

2.4.1 Tratamento da Dor com Fotobiomodulacgéo

A fotobiomodulacédo foi descoberta ha aproximadamente 50 anos
(1966) por Endre Mester, na Hungria. Terminologias como “terapia com laser
de baixa intensidade”, “terapia de laser de baixa poténcia”, “laser frio”, “soft
laser” e “fotobioestimulagcao” foram utilizadas por muito tempo, mas em 2014
uma decisdo consensual da North American Association for Light Therapy e da
World Association for Laser Therapy instituiu o termo “terapia por

fotobiomodulac¢ao”, unificando-os (Anders et al., 2015).

O termo “terapia por fotobiomodulacdo” pode ser melhor
compreendido como uma forma de terapia luminosa que utiliza fontes de luz
nao-ionizantes, incluindo lasers, LEDs e faixas de luz do espectro visivel e
infravermelho. E um processo néo-térmico envolvendo croméforos endégenos
e eventos fotoquimicos em varias escalas bioldgicas. Esse processo tem

resultados terapéuticos benéficos que incluem, mas nao se limitam ao alivio da
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dor ou inflamacdo, imunomodulacdo, e promocao de cicatrizacdo e

regeneracao tecidual (Anders et al., 2015).

Sabe-se agora que LASERs (Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation”) e LEDs (non-coherent light-emitting diodes) trabalham
igualmente bem. Estudos recentes comparando lasers a fontes de luz
equivalentes (luz solar, lampadas fluorescentes e incandescentes, e LEDS) com
comprimento de onda e densidade de poténcia similares, ndo encontraram
diferencas essenciais entre eles (Pigatto et al., 2019; Hamblin, 2017, 2016;
Cabras et al., 2016).

Os lasers de baixa poténcia ou terapéuticos utilizados na terapia por
fotobiomodulacdo apresentam propriedades analgésicas, anti-inflamatorias e
bioestimuladoras, e séo utilizados como adjuvantes na analgesia farmacoldgica
e fisioterapica (White et al., 2018; Francio et al., 2017; Cabras et al., 2016; Lins
et al.,, 2010). Sua maior vantagem, comparando-se com outras modalidades
terapéuticas, € que pode ser utilizada em todas as enfermidades, tendo
mostrado excelentes resultados no controle da inflamacdo, alcancando
resultados semelhantes a anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINES), porém
sem efeitos colaterais indesejaveis (irritacdo do trato gastrointestinal e reducao
do colageno) e sem risco de overdose de medicacdo. Também foi observado
nao ocorrer o desenvolvimento de tolerancia ou adaptacdo aos seus efeitos
analgésicos em tratamentos a longo prazo (Akerzoul & Chbicheb, 2018; Sousa
et al., 2018; Cotler et al., 2015; De Jesus et al., 2015; Carvalho et al., 2013;
Lins et al., 2010).

Sousa et al. (2018) avaliaram o efeito da FBM no limiar de dor em
ratos, aplicando-a por varios tempos e densidades de energia diferentes. Os
autores observaram nao ocorrer o desenvolvimento de tolerancia ou adaptacao

ao efeito analgésico na FBM.

Os aparelhos geralmente utilizados na FBM tém luz irradiada na
regido do vermelho ao infravermelho proximo do espectro de luz (630 a 1000
nm), poténcia entre 10 mW e 500 mW, densidade de poténcia (irradiancia)

geralmente por volta de 5 W/cmz, e a luz é aplicada na lesédo ou no local da dor

por 20 a 30 segundos algumas vezes na semana, por varias semanas (Sousa
et al., 2018; Cotler et al., 2015).
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A luz é absorvida por moléculas presentes nas células chamadas
cromoforos, como a citocromo-c-oxidase, localizadas dentro das mitocondrias.
A energia dos fotons absorvidos nao é transformada em calor, mas em efeitos
fotoquimicos, fotofisicos e/ou fotobiologicos. Por estas caracteristicas, o
tratamento com FBM ndo causa aumento evidente de temperatura no tecido
tratado nem nenhuma alterac&o significante na estrutura tecidual. (Yousefi et
al., 2019; De Freitas & Hamblin, 2016; Cabras et al., 2016; Cotler et al., 2015;
Lins et al., 2010).

Pigatto et al. (2017) comentam que além do comprimento de onda
outros fatores como unidade de poténcia, densidade de poténcia, densidade de
energia, dose e tempo de aplicacdo sdo essenciais para estabelecer a
efetividade da fototerapia. Diferentes situacBes biolégicas podem requerer
diferentes doses; comprimentos de onda relativamente pequenos podem ter
seus efeitos fortalecidos aumentando-se a densidade de poténcia. Aumentar a
duracédo do tratamento ou a densidade de poténcia aumenta a probabilidade do
efeito acumulativo, porque uma grande quantidade de energia luminosa do
féton se espalhard em niveis mais profundos do tecido; ao mesmo tempo, iSso
pode promover aquecimento no local da leséo, reduzindo o efeito benéfico do

tratamento.

Alves et al. (2013) aplicaram a mesma densidade de energia (4
J/cmz) em tempos diferentes de irradiacédo e densidades de poténcia diferentes

(50 mW e 100 mW). Embora em ambas as densidades de poténcia os
resultados tenham sido significantes, os autores acreditam que o maior tempo
de irradiacdo em 50 mW tenha sido o responsavel pela maior efetividade.

O mecanismo principal pelo qual FBM promove regeneracdo poés-
dano tecidual permanece obscuro, mas sabe-se que a FBM pode levar ao
aumento da atividade mitocondrial, com consequente aumento no ATP
(aumento na atividade da citocromo-c-oxidase, quando ativada pela luz),
liberacao local de oxido nitrico (vasodilatacéo), sintese proteica, diminuicdo dos
niveis de PG, presenca de mitose celular, migracdo e proliferacdo de
gueratinécitos e neoangiogénese (Yousefi et al.,2019; White et al., 2018;
Lipman et al., 2018; Fallah et al., 2017; Francio et al., 2017; Hamblin, 2017,
Pigatto et al. 2017; De Freitas & Hamblin, 2016; Cabras et al., 2016; Cotler et



35

al., 2015; Carvalho et al., 2013; Lins et al., 2010). Como o ATP é a “moeda de
energia” de uma célula, a FBM tem uma agdo potente que resulta na

estimulacdo das funcdes normais da célula (Jose et al., 2018).

Os efeitos analgésicos da FBM séo dose-dependentes, e a resposta
ndo é observada quando uma sub ou superdosagem sdo usadas. (Pereira et
al., 2017; Hamblin, 2017; De Freitas & Hamblin, 2016; Cotler et al. (2015). A
aplicacdo da luz na faixa do infra-vermelho para tratamento da dor tem
vantagens clinicas como penetracdo em maior profundidade, com entrega de

energia transcutanea, de forma nao-invasiva (Sousa et al., 2018).

A FBM diminui a liberacdo de substancias algogénicas e aumenta
significativamente os limiares de dor pela estimulacdo da sintese de endorfinas,
reduzindo assim a sensacdo dolorosa. A dor pode ser modulada apods a
utilizacé@o de lasers terapéuticos e 0 mecanismo proposto esta relacionado com
a reducdo da velocidade de conducdo do nervo e seus potenciais de acao,
assim como a supressdo de estimulos nocivos,. Inicialmente, na dor aguda,
haverd uma diminuicdo dos niveis de PGE (Ferreira et al., 2005) e outros
marcadores inflamatorios pela inibicdo direta de terminais aferentes periféricos,
gue suprimem a sensibilidade periférica e limitam a liberacdo de neurocininas.
A FBM reduz os niveis de histamina, acetilcolina, serotonina e bradicinina, além
de aumentar os niveis de acetilcolinesterase, drenagem linfatica, ATP,
metabolismo aerodbico, limiares de dor, beta-endorfinas e encefalinas,
balancear a atividade da adrenalina e noradrenalina, e diminuir a produgéo de
substancia P no corno espinhal posterior. Os autores afirmam que a irradiacao
laser exerce seu efeito analgésico quebrando o ciclo vicioso de contracdo-
edema-dor. (Luke et al.,, 2019; Tomazoni et al., 2017; Akerzoul & Chbicheb,
2018; Micheli et al., 2017; Pereira et al., 2017; De Freitas & Hamblin, 2016;
Mizutani et al. 2004; Cotler et al., 2015; Lins et al., 2010).

De Freitas & Hamblin (2016) e Cotler et al. (2015) explicam que a
radiacdo laser inibe a transmissao das fibras Ad e C dos estimulos nociceptivos
induzidos pelo calor e frio, visto que essas terminagfes nervosas sédo de
natureza muito superficial e estdo facilmente dentro das profundidades de
penetragdo dos comprimentos de onda utilizados na FBM. O efeito direto da

FBM esta inicialmente no nivel da rede neural epidérmica, mas os efeitos se
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movem para 0s nervos nos tecidos subcutaneos, nos ganglios simpaticos e nas

juncdes neuromusculares dos musculos e troncos nervosos.

Para Kisselev & Moskvin (2019), diferentemente dos analgésicos, a
FBM nao atinge somente um elo na recepcdo da dor, mas atinge toda a
hierarquia de mecanismos de sua origem e regulacdo. Segundo os autores,
depois de uma terapia bem-organizada, o efeito pode persistir por longos

periodos.

Pereira et al. (2017) demonstraram que a FBM com 3 ou 8 Jiem?

induz uma reducado significante nas citocinas IL1-B e TNF-a, liberadas no
momento da lesdo. Os resultados de seu trabalho sugeriram que a FBM a 3 ou

8 Jicm? modulam primariamente o sistema opioide enddégeno e nao esta

diretamente mediada por receptores serotonérgicos.

As reducdes das expressoes génicas de IL-13 e IL-6 e a reducao do
namero de células inflamatorias (macrofagos e neutréfilos) apds o uso da FBM,
em 808 nm e 50 mW, também foram observadas por Alves et al. (2013), em
modelo experimental de osteoartrite. Além disso, o tratamento do mesmo
guadro com 808 nm e 100 mW evidenciou uma reducao expressiva de TNF-a,

em valores similares aos do grupo controle (saudavel).

Segundo Cotler et al. (2015), a FBM pode ter efeitos a curto, médio e
longo prazo e o alivio da dor de acdo rapida ocorre poucos minutos apos a
aplicacdo, como resultado de um bloqueio neural dos nervos periféricos e
simpaticos e a liberacdo de contracbes neuromusculares, levando a uma

reducdo dos espasmos.

Marcos (2010) avaliou a expressao génica de COX -1, COX-2, TNF-
a, TGF-B, IL-10, MMP-3, MMP-9 e MMP-13, a producdo de PGE2, de
nitrotirosina, NK-1, e atividade da MPO, em modelo de tendinite calcanea em
ratos, tratada com FBM e diclofenaco de sédio. Os resultados mostraram
eficdcia na reducédo do edema, da atividade neutrofilica, da expressado de COX-

2 e na modulacao de importantes marcadores inflamatorios.

Mizutani et al. (2004) compararam 0s niveis séricos de PGE2 antes e
apos a irradiacdo com laser. Em sua conclusédo, os autores dizem que a FBM

efetivamente atenuou a dor clinicamente em 80,7% dos pacientes e esta
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fortemente associada a diminuigdo do nivel sérico de PGE2, levando a inibicao
da sensibilizacdo para a dor nociceptiva. Os resultados do trabalho sugerem
que a FBM inibe a cascata do acido araquidbnico no tecido levando a uma
diminuicdo da produgéo de PGEz, fen6meno este que subsequentemente afeta

a producéo de BK e muitos tipos de citocinas inflamatorias.

De Freitas & Hamblin (2016) relatam que estudos com FBM em dor
aguda e analgesia pré-operatoria mostram que uma Unica aplicacdo
(geralmente entre 30 a 60 segundos) é suficiente para causar analgesia,
enquanto para dor cronica e algumas condi¢cbes degenerativas mais sessdes

Sao necessarias.

Khammas et al. (2019), em seu trabalho sobre estomatites aftosas
recorrentes, dizem que a primeiro motivo para a aplicacdo da FBM nesses
casos € providenciar o alivio imediato da dor. Os autores concluiram que tanto
a triancinolona tépica quanto a FBM sdo modalidades eficientes de tratamento
na reducdo da dor nestas lesdes, com resultados mais promissores para a
FBM.

Luke et al. (2019) e Spanemberg et al. (2016) também observaram
reducéo significante da dor pela aplicagdo da FBM em desordens das mucosas
orais, incluindo a mucosite, considerada a lesdo oral mais dolorosa, que requer
analgésicos narcoticos, afetando a qualidade de vida do paciente. Os autores
relataram que, em algumas situacdes, a dor diminuiu consideravelmente apos a

primeira sessdo de FBM.

A FBM também reduz a dor em pacientes que sofrem de neuralgia
poés-herpética, de hipersensibilidade dentinaria cervical e de dor periodontal
durante tracionamento ortodéntico. Vale dizer que a intensidade da dor durante
o tratamento ortodéntico é algumas vezes reportada ser tdo forte quanto a dor

relatada a extracdo dental (Wu et al., 2018; Jose et al., 2018).

White et al. (2018) compararam os efeitos da FBM e da utilizag&o de
HILT (laserterapia de alta intensidade) utilizados em uma paciente
fibromialgica, para tratamento de sintomatologia droga-resistente. Os autores
encontraram melhores resultados com a HILT (42 e 75W) na reducao de

alguns sintomas importantes apresentados, inclusive permitindo
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descontinuidade da medicagao opioide utilizada. Os autores consideram que a
FBM é raramente considerada no tratamento de pacientes com fibromialgia,
apesar de seus beneficios demonstrados por Gur et al. (2002), onde sua
utilizacdo, sozinha ou associada a amitriptilina, mostrou-se segura e efetiva no
tratamento dos sintomas da fibromialgia quando utilizados diariamente por duas

semanas.

Embora a FBM tenha sido inicialmente utilizada em lesdes de
tecidos moles e inflamacéo, sua aplicacdo expandiu-se para uma variedade de
guadros musculoesqueléticos, incluindo tendinopatias. De Jesus et al. (2015)
avaliaram o efeito da FBM na modulacédo do processo inflamatério de TC de
ratos. Os principais achados de seu estudo foram reducdes na IL-13, COXz e
PGE:2 para niveis quase normais apés 3 e 7 aplicacbes de FBM. Os
mecanismos anti-inflamatorios da FBM nao foram completamente esclarecidos,
no entanto, nesse caso, a FBM provavelmente modulou os agentes pro-
inflamatérios reduzindo a expressdo de mMRNA de IL-18 e COX2 e
consequentemente reduzindo os niveis de PGE2, migracdo celular e a

guantidade de neutrofilos, macrofagos e mastécitos no tecido lesado.

Carvalho et al. (2013) também observaram reducdo dos niveis de
expressdo génica de COX-1, COX-2 e PGE2 quando da aplicacdo de FBM
ap6s 1h da lesdo em modelo experimental de tensdo muscular em ratos,
comparando os efeitos da FBM associada ou ndo ao uso de diclofenaco topico

e intramuscular.

Marcos et al. (2012) observaram que a FBM com 3 J de energia
diminui significativamente o processo inflamatério agudo por meio da inibicdo
seletiva de COX-2, mostrando o potencial da FBM como ndo-droga alternativa
aos inibidores de COX, além de ter-se mostrado capaz de preservar as
caracteristicas dos tendfes, com similaridade aos tendfes saudaveis, em
modelo experimental de tendinite no TC em ratos. Resultados semelhantes
foram alcancados por Naterstad et al. (2018), comparando diclofenaco,
dexametasona e FBM, também utilizando a energia de 3J e comprimento de

onda de 810 nm.

Micheli et al. (2017) induziram um modelo de artrite reumatéide em

ratos e aplicou-se a FBM, sendo esta capaz de reduzir a hipersensibilidade
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entre 5 a 60 minutos apés o tratamento. O efeito anti-hipersensibilidade do
laser desapareceu 24h apos o tratamento, sugerindo um perfil de relaxamento
da sintomatologia, provavelmente devido a uma reducdo temporéria das

citocinas pro-inflamatorias, e subsequente diminuicdo da inflamacéao.

A auséncia de parametros especificos que determinem protocolos
do uso da FBM, tais como densidade de for¢a, tempo de tratamento e tamanho
da area a ser exposta, comprimento de onda adequado (A) e doses, ainda
fazem da terapia por fotobiomodulacdo um tépico de debate. Porém, o
surgimento de mais estudos que demonstrem sua validacdo e métodos
adequados faz crer em sua potencial aceita¢do para o uso clinico (Lipman et al,
2018; Francio et al., 2017; Farhadi et al., 2017).

Apesar de seus ja conhecidos efeitos antalgicos e anti-inflamatorios,
séo poucos os trabalhos na literatura que pesquisaram 0os mecanismos de acao
da FBM ao nivel tecidual, na intencdo de suprimir a dor. Colaborar, nesse

sentido, se possivel, € uma das intencdes desse trabalho.

2.4.2 Tratamento da Dor com Benzodiazepinicos
2.4.2.1 Benzodiazepinicos e Receptores Gabaérgicos (GABA)

Os benzodiazepinicos (BZD) sdo uma classe de medicamentos
psicoativos amplamente utilizados como agentes ansioliticos, sedativos,
hipnéticos, relaxantes musculares, anticonvulsivantes e amnésicos, antes ou
durante a anestesia. S8o seguros e efetivos em tratamentos curtos, mesmo
se alguns efeitos colaterais, como amnésia anterdgrada for reportada. A
tolerAncia se desenvolve rapidamente em sua atividade sedativa e varios
sinais de um estado de dependéncia podem ser observados quando ocorre
uma interrupcdo abrupta dessas medicacBes (Ettcheto et al., 2020;
Seelhammer et al., 2018; Luscher et al, 2012; Bateson, 2002).

Embora por si mesmos nao induzam a anestesia, eles séo
frequentemente utilizados como adjuntos via pré-medicacdo, no preparo de
pacientes para procedimentos cirlrgicos, inclusive em pacientes pediatricos
(Hauer & Houtrow, 2017; Bateson, 2002; Richtsmeler et al.,1992). De modo

geral, altas doses sao necessarias para os efeitos sedativos, hipnéticos e
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anticonvulsivante (Bateson, 2002).

Reddy & Patt (1994), em seu artigo sobre BZD, dizem que o
Diazepan (Valium), criado em 1962, € bem tolerado em humanos e tem
potencial 5 vezes maior como sedativo e relaxante muscular em animais, e
eficacia 10 vezes maior como anticonvulsivante que seu antecessor, 0
clordiazepoxido (Librium — 1962). Segundo os autores, eles sdo indicados
para dor associada a ansiedade, dor devido a lesdo muscular e espasmos, e

dor lancinante devido a lesdes nervosas.

Segundo Ralvenius et al. (2015), os benzodiazepinicos classicos,
ndo seletivos, ndo apresentam propriedades analgésicas clinicamente
relevantes pois as doses e graus de ativacdo dos receptores necessarias
para um efeito relevante devem ser significantemente maiores para
antihiperalgesia do que para sedacdo. Em doses ndo sedativas, estes BZD

nao induzem antihiperalgesia significante.

Os BZD estdo também entre as drogas capazes de deprimir e
modular as respostas imune e inflamatéria, com efeitos tais como redugéo
da resisténcia as infec¢des, reducdo do burst oxidativo e da fagocitose por
macrofagos, inibicdo da quimiotaxia de células inflamatorias, diminuicdo do
anion superéxido e de algumas interleucinas (De Lima et al., 2010; Monteiro
et al., 2008).

O uso prolongado de BZD pode levar a inumeros problemas,
incluindo déficits cognitivos, evidenciados por problemas na coordenacao
motora e memoria, além de, como foi dito, o desenvolvimento de tolerancia e
dependéncia. Em estudos com animais, a tolerancia aos efeitos sedativos
aconteceu mais rapidamente do que os efeitos anticonvulsivante e
ansiolitico, sugerindo que diferentes processos possam estar envolvidos na
resposta de tolerancia para cada um desses comportamentos. Para Bateson
(2002), o desequilibrio do numero de receptores GABAA em funcdo da
exposicdo prolongada a moduladores positivos benzodiazepinicos é um

mecanismo potencialmente 6bvio para o desenvolvimento da tolerancia.

40



Para o tratamento farmacolégico da dor crénica ndo neuropatica,
0 uso de opioides ja € estandardizado, apesar de seus efeitos colaterais
indesejaveis significantes, que podem influenciar na aderéncia ou a
descontinuidade ao tratamento. Pacientes com neuropatias ndao respondem
a drogas anti-inflamatdrias n&o esteroidais e a resisténcia ou insensibilidade
a opioides é comum. Deve-se ter cuidado ao utilizar os BZD como
adjuvantes no controle da dor, pois seus efeitos sedativos e depressores
respiratorios sdo aumentados pelo uso combinado com opioides, e os efeitos
adversos sdo dependentes da dose, forma de administracdo, idade e
situacado clinica. Em algumas situacfes clinicas, a adicdo de BZD pode
reduzir a quantidade de opioide e outros analgésicos, e entdo pode ser
considerado um “poupador de opioides” (Micheli et al., 2017; Richtsmeler et
al.,1992).

A maioria das acdes dos BZD parece resultar da facilitacdo da
atividade inibitéria do maior neurotransmissor inibitoério do sistema nervoso
central, o acido gama-aminobutirico (GABA), em seu receptor, favorecendo
o fluxo de ions cloreto através dos canais ionotrépicos ligados a ele e
produzindo a hiperpolarizagdo das membranas neuronais (Ettcheto et al.,
2020).

O GABA esté presente em 30% das sinapses, e € essencial para
todo o equilibrio entre a excitacdo neuronal e inibicdo vitais para o
funcionamento normal do cérebro. Muita inibicdo, ou pouca excitacdo, pode
levar ao coma, depressédo, pressao sanguinea baixa, sedacdo ou sono. A
auséncia de equilibrio nestes extremos pode resultar em morte. Os sintomas
exatos dependem da regido do cérebro envolvidas e exatamente quais
células nervosas estdo fora de equilibrio. A restauracdo da normalidade
entre a excitacdo e inibicdo € o maior objetivo das terapias que atingem a

inibicdo neuronal mediada por GABA (Johnston, 2005; Bateson, 2002).

O GABA produz sua inibicao neuronal agindo em uma grande
diversidade de receptores de membrana. Estes receptores podem ser
divididos em 2 maiores tipos: receptores ionotrépicos, que sao canais ibnicos

dependentes de ligantes (receptores GABAA e GABAC), e receptores
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metabotropicos (receptores GABAB), que agem via segundos mensageiros

(Johnston, 2005).

Além dos moduladores exdgenos, como 0s benzodiazepinicos, os
receptores GABA sdo modulados por um grande numero de substancias
endogenas (ions metalicos como zinco, esteroides e quimicos derivados da
dieta, como os flavondides (Sigel & Steinmann, 2012; Johnston, 2005;
Bateson, 2003).

A complexidade dos receptores GABAA reside na existéncia de
inimeras subunidades, que mediam diferentes comportamentos e respostas
farmacoldgicas. Nos humanos existem 6 subunidades a, 3 subunidades B, 3
subunidades Y, 3 subunidades p e uma de cada: €, 6, 8 e 1 subunidades. Os
receptores ionotropicos GABA consistem em cinco subunidades proteicas
dispostas ao redor de um canal central, que constitui o canal i6nico. A
maioria dos receptores GABAA, em particular aqueles associados aos sites
benzodiazepinicos, compreendem as subunidades a, B e Y. Os receptores
GABAA contendo a1, a2, az e as sdo sensiveis a modulacdo pelos BZD
classicos, enquanto os que contém a4 e as sao insensiveis a eles. (Ettcheto
et al., 2020; Zeilhofer et al., 2018; Sigel & Steinmann, 2012; Johnston, 2005;
Bateson, 2002).

Os BZD classicos como o Diazepam (DZP) ligam-se com alta
afinidade a varias combinacdes de receptores GABAA.  porém
exclusivamente a subunidade a adjacente a subunidade Y define a natureza
do site do BZD. Acredita-se que a subunidade a1 do receptor GABAA seja
responsavel pelos efeitos sedativos, enquanto as subunidades a2 e a3
exercem atividades ansioliticas e antidepressivas. Ja a subunidade a5 esta
envolvida no controle de funcdes cognitivas como memoria e aprendizado
(Ettcheto et al., 2020; Luscher et al, 2012; Bateson, 2002; Walters et al.,
2000; Reddy & Patt, 1994; Richtsmeler et al.1992).

Os sites benzodiazepinicos dos receptores GABAA de subtipo as
sdo os mais densamente encontrados no corno dorsal da coluna espinhal,
seguidos dos subtipos a2 e a1, € 0s menos encontrados sao os de subtipo
as. O subtipo a1 esta concentrado ao redor do canal central; o subtipo a2 é

mais abundante na superficie do corno dorsal, onde estdo as terminagdes
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das fibras nociceptivas. O subtipo as estd mais concentrado ao longo do
corno dorsal e ao redor do canal central, enquanto a presenga do subtipo as
€ muito fraca. Esses dados sdo de relevante importancia visto que é
amplamente aceito que a reducao da inibicdo dos circuitos processadores da
dor do corno dorsal espinhal € o fator que mais contribui para as diferentes

formas de dor crénica (Ralvenius et al., 2015).

Os BZD, quando aplicados na coluna espinhal, aliviam a dor
patoldgica, entretanto com insuficiente eficacia e efeitos indesejaveis, o que
tém impedido seus usos nha terapia rotineira para dor. Trabalhos utilizando
drogas seletivas dos subtipos de receptores GABAaA tém mostrado a
separacdo entre a hiperalgesia desejada e os efeitos indesejados,
conceituando que essas situagbes ndao podem ser alcancadas com BZD

nao-seletivos. (Ralvenius et al., 2015).

Ralvenius et al. (2015) testaram trés subtipos de receptor GABAA
(a2, oz e as) isoladamente em animais geneticamente modificados em
relacdo a esses receptores e compararam com a eficacia do Diazepam
(DZP), considerado um BZD néo-seletivo, em relacdo a hiperalgesia
mecéanica e térmica. Em ambos os estimulos, o melhor e mais forte efeito
anti-hiperalgico foi obtido nos animais que eram sensiveis ao site BZD
apenas no receptor az. Os animais que apresentavam esta sensibilidade ao
a3 e as também apresentaram resposta anti-hiperalgésica, porém em menor
extensdo, enquanto os animais que foram tratados com DZP néo
apresentaram nenhuma resposta anti-hiperalgica. Todos os animais foram
geneticamente modificados em relacdo ao receptor ai, a fim de evitar a
inducdo de sedacdo, um fator que potencialmente confunde os testes
comportamentais de dor. Além disso, os animais tratados como subtipo a2
apresentaram pronunciada analgesia sem os efeitos colaterais indesejaveis
presentes nos BZD n&o-seletivos (Zeilhofer et al., 2018; Ralvenius et al.,
2015).

Existem essencialmente 3 classes de ligantes para os receptores
benzodiazepinicos: os moduladores positivos (agonistas benzodiazepinicos:
benzodiazepinicos, barbitdricos e drogas Z), que sao anticonvulsivantes e

ansioliticos; os moduladores negativos (agonistas inversos), compostos que
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competem e mudam a concentragdo do GABA, que sao convulsivantes e
ansiogénicos; e o moduladores neutros (antagonistas benzodiazepinicos),
gue nédo produzem efeitos sozinhos, mas competem pelo site para os BZD,
mas ndo afetam a concentracdo dependente do GABA, e séo capazes de
bloquear os efeitos dos moduladores positivos e negativos (o0 "antagonista”
classico de benzodiazepinicos € o flumazenil) (Sigel & Steinmann, 2012;
Johnston, 2005).

A ocupacgéo do site benzodiazepinico na auséncia de GABA néo
causa ativacao do receptor. Acredita-se que os BZD agem primariamente
aumentando a frequéncia de abertura dos canais-portdo de cloro ligado ao
GABA, na presenca deste, em contraste com os barbitlricos que, em baixas
concentragOes, realcam a acdo do GABA por aumentarem o tempo de
abertura desses canais. Em altas concentra¢des, os barbitdricos ligam-se
diretamente aos canais na auséncia de GABA, tornando-se potencialmente
perigosos. Esta é a principal razdo pela qual os BZD tornaram-se
medicacfes de escolha em relacdo aos barbitiricos como ansioliticos
(Bateson, 2002).

A atividade ansiolitica dos BZD, mediada através do GABA,
influencia varios sistemas de neurotransmissao tais como o noradrenérgico,
serotoninérgico e dopaminérgico, mostrando que a acao destes farmacos
depende da ativacdo de neurotransmissores mediada via sistema
gabaérgico; também foi observada sua ac¢ao, provavelmente periférica, que
induz aumento dos niveis de corticosterona em ratos (Levashova &
Myagkova, 2018; Rosas et al., 2006).

Além de atuar nos receptores ao nivel do SNC, existem também
receptores periféricos para BZD, localizados em sua maioria, fora do SNC,
conhecidos por TSPO (proteina translocadora 18 kDa), denominados
anteriormente a 2006 como PBR (“peripheral benzodiazepine receptor”). A
TSPO distingue-se farmacologicamente dos receptores centrais de BZD,
localizados nos neurdnios, e ndo tém relacdo com o GABA ou com 0s ions
cloreto. Estes sitios periféricos de ligagdo para BZD j& foram identificados
nos rins, figado e pulmdes, adrenal e testiculos, além de varias células do

sistema imune tais como linfocitos, monaocitos, macréfagos e
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polimorfonucleares, sendo que as células que apresentam maior densidade
desses receptores sédo os neutréfilos e macréfagos. Essas células sdo mais
prontamente alteradas apdés o uso de baixas doses de DZP, enquanto as
células que apresentam menor densidade desses receptores (como 0sS
linfocitos) necessitam de doses maiores desse benzodiazepinico. (De Lima
et al., 2010; Monteiro et al., 2008, Papadopoulos et al., 2006).

A TSPO é uma proteina localizada principalmente na interface
entre as membranas mitocondriais interna e externa, estando em contato
com o citosol. Ela participa de varias funcdes celulares, incluindo transporte
de colesterol e sintese de hormonios esteroidais, abertura do poro de
transicdo da permeabilidade mitocondrial, respiracdo mitocondrial, apoptose,
proliferacdo celular, génese tumoral e inflamacédo. Atualmente, tem sido
amplamente utilizada como marcadora em inflamacdes neurologicas ou
ativacdo da microglia, marcadora tumoral, além de seus efeitos anti-
inflamatérios tanto no sistema nervoso central como no periférico (Lee et al.,
2020; Tamayo-Cabeza et al., 2017).

Os resultados de De Lima et al., (2010) sugerem que a
administracdo de DZP em dose de 1 mg/kg nao interfere com a viabilidade
de linfocitos e os niveis séricos de corticosterona. Entretanto, o uso de DZP
em doses mais elevadas (10 mg/kg) altera tais parametros, além de induzir a
tolerancia funcional. Muito provavelmente, esses efeitos tenham a ver com o
namero de receptores TSPO presentes nas células avaliadas e/ou com o0s
niveis plasméticos do DZP ap6s as doses administradas. As autoras
sugerem gue o DZP assim administrado (dose préxima a utilizado na clinica
meédica para tratamento da ansiedade) seja incapaz de interferir com os
linfocitos e/ou com a resposta imune adquirida, ao contrario do que ja foi
relatado para a imunidade inata, em especial para os macréfagos e

neutrofilos.

Monteiro et al. (2008) pré-trataram animais com DZP, em doses
Unicas de 1 e 10 mg/kg, uma hora antes da inoculacédo intra-peritoneal de
lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Os resultados obtidos no trabalho
mostraram quantidade significativamente menor de células inflamatérias e

TNF-a no grupo tratado com 10 mg/kg em relagao ao grupo controle nao-
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tratado, assim como em ambas as concentragcbes houve menor proporgéo
de macrofagos espraiados em relagdo ao grupo ndo-tratado, embora ndo
significante entre si. Segundo os autores, estes achados corroboram a
hipotese e que o tratamento com DZP, em dose Unica, pode influenciar de
forma significativa o desenvolvimento da resposta inflamatéria aguda
induzida por endotoxinas, com possiveis implicagcbes na eficiéncia da

resposta infecciosa.

Lazzarini et al. (2006) estudaram os efeitos anti-inflamatérios do
DZP em modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratos, e a
influéncia do 6xido nitrico (NO) nesta resposta inflamatoria. Os autores
utilizaram altas doses de DZP (10 e 20 mg/kg), aplicados 1h previamente a
inducdo do edema de pata, utilizando como grupo controle a dose de DZP
de 1 mg/kg. Os animais foram eutanasiados 4 h apés a inducdo com
carragenina, segundo os autores momento esse pico dos efeitos do DZP.
Comparadas ao grupo controle, altas doses de DZP reduziram
significantemente o edema das patas, mostrando o efeito dose-dependente.
Além disso concluiu-se que o DZP conseguiu diminuir a inflamacdo aguda
inibindo a producdo de NO por meio da ativacdo dos receptores TSPO

dentro das células endoteliais e/ou células do sistema imune.

Lee et al. (2020) relatam que estudos recentes indicam que o
aumento de sitios de ligacdo de TSPO em imagens de humanos tém
implicacdes diferentes das dos roedores, 0 que pode implicar em aspectos
da homeostase cerebral diferente entre estas espécies. Este fator devera ser
levado em consideracdo nos futuros estudos da funcdo da TSPO em
doencas neuroldgicas. Dependendo do grau de inflamacdo, a correlacao
entre a TSPO e a neuroinflamacdo devera ser interpretada com cuidado, e

outros componentes inflamatérios deverao ser estudados.

Rosas et al. (2006) estudaram os efeitos da interacdo entre o
estresse por isolamento social e o DZP sobre a hipernocicepcéo
experimental em ratos Wistar. O estudo investigou os efeitos do DZP em
dose ansiolitica (2 mg/kg) durante 7 dias e em seguida avaliado o limiar de
hipernocicep¢do dos animais. Os autores concluiram que, nesse estudo,

evidenciou-se pouca auséncia de relagdo entre o isolamento social e a dor e
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pouca relacdo desta droga com este tipo de estimulo estressor e a
nocicepcao. Algumas possibilidades levantadas pelos autores sdo que a
dose ansiolitica utilizada ou o tempo de tratamento com o DZP possam né&o
ter sido suficientes para provocar alteragbes na hipernocicepcdo e nas

respostas ao estimulo estressor, dentre outros parametros investigados.

Gracely et al. (1978), citados por Reddy & Patt (1994), em um
estudo sobre DZP e limiar de dor, tiveram resultados que sugeriram que 0s
BZDs produzem efeitos no componente emocional-motivacional da
experiéncia de dor, mas ndo no componente sensorial-discriminativo ou no

controle central da dor.

Segundo Reddy & Patt (1994), nenhum efeito direto dos BZDs foi
demonstrado sobre o0s sistemas classicamente responsaveis pela
nocicepcdo. Sua propriedade anticonvulsivante, associada aos efeitos
saudaveis na dor neuropatica, tem levado a postular que os BDZ diminuem a

dor neuropatica por inibirem ativacdo em pontos ectopicos na periferia.

Para Richtsmeier et al. (2002), que estudaram dor aguda em
criancas associando BZD a opioides, a reducéo da dor deu-se devido a acéo

ansiolitica dos mesmos e ndo por suas propriedades analgésicas.

Friedman et al. (2017) realizaram um estudo clinico, randomizado
e duplo-cego em 545 pacientes com dor lombar aguda, onde compararam a
evolucao funcional e da dor apds o uso de naproxeno associado ao DZP ou
a placebo no periodo de 1 e 3 meses ap0Os a visita ao centro médico. A
pesquisa foi motivada visto que mais de 2,5 milhdes de pessoas nos EUA
buscam os servicos de emergéncia devido ao quadro de dor lombar, sendo
frequentemente tratados com anti-inflamatoérios ndo-esteroidais associados a
benzodiazepinicos, embora ndo existam evidéncias para este procedimento.
Em sua conclusédo, os autores disseram que o DZP néo pareceu conferir
nenhum beneficio além do grupo placebo quando adicionado ao naproxeno
para o tratamento de dor lombar ndo radicular e ndo trauméatica. Os autores
colocam, como uma das possiveis limitagdes do estudo, a possibilidade da
verdadeira eficacia do DZP ter se perdido em funcdo de uma dose
insuficiente, apesar de terem cuidadosamente ter espelhado a realidade da

pratica emergencial.
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Sun et al. (2014) investigaram os efeitos da metazolamida (MZA)
e do DZP na dor aguda e compararam com os efeitos da acetazolamida
(AZA) em camundongos. Ja foi comprovado que a AZA consegue aliviar a
inflamacéo e a dor cronica induzida em nervos periféricos, porém ainda era
desconhecido se teria ou ndo efeito sobre dor aguda induzida térmica e
guimicamente. O DZP foi ministrado nas doses de 0,25, 0,5 e 1 mg/kg, e os
testes mecénicos e quimicos foram realizados no minimo apés 30 minutos
de administracdo das drogas. Os resultados demonstraram que o AZA
falhou em produzir analgesia em dor aguda estimulada termicamente, porém
atenuou a dor aguda estimulada quimicamente; a MZA e o DZP falharam na
reducdo da dor aguda estimulada tanto termicamente quanto quimicamente.
Os autores consideram que nao foram as baixas doses de DZP a principal

causa de auséncia do efeito analgésico do mesmo.

2.4.2.2 Flumazenil

Enquanto os BZD de meias-vidas mais curtas (especificamente o
midazolam) tendem a ser preferidos como adjuvantes anestésicos, a fim de
minimizar efeitos pos-operatérios como a sedacao, a introdugdo a clinica do
antagonista de BZD, o flumazenil, deu aos anestesistas a habilidade de
controlar com rapidez e exatiddo o retorno do paciente e finalizar rapidamente
reacdes paradoxais de agonistas benzodiazepinicos. O flumazenil intravenoso,
com efeito de pico em 6 a 10 minutos, atua como um inibidor competitivo no
sitio de ligacdo dos BZD do receptor GABAA. Como o tempo de acdo do
flumazenil € menor do que o dos BZD, a ressedacdo pode ocorrer apds a
dissipacdo do efeito da reversao inicial (Seelhammer et al., 2018, Bateson,
2002).

Anseloni & Gold (2008) estudaram o limiar nociceptivo nas patas de
ratos utilizando midazolam e flumazenil, entre outros farmacos. O Flumazenil
utilizado individualmente n&o influenciou o limiar nociceptivo na presenca ou
auséncia de inflamacé&o, porém sua associacdo com o midazolam resultou em
reducédo dos efeitos antinociceptivos do midazolam em ambas as situagoes. Os
autores concluiram que os efeitos antinociceptivos do midazolam sao mediados

por receptores benzodiazepinicos centrais, e ndo por receptores
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benzodiazepinicos periféricos, tanto na presenca quanto na auséncia de

inflamacao.

Segundo Seelhammer et al. (2018), ainda é limitada a informacéo
sobre os efeitos da administracdo de flumazenil durante a recuperacdo apés
anestesia geral para tratar depressao respiratéria ou excesso de sedacao.
Além disso, os resultados clinicos entre os pacientes apés receber flumazenil

durante a recuperacao da anestesia sdo obscuros.

2.4.2.3 Fotobiomodulacado associada a Benzodiazepinicos

Khiavi et al. (2020) compararam pacientes com quadro de Sindrome
de Disfuncdo Dolorosa Miofascial (MPDS) em relacdo a varias terapias
utilizadas. Em seu trabalho, 3 grupos de pacientes foram formados. O primeiro
grupo foi tratado com farmacoterapia durante 2 semanas (relaxante muscular —
500 mg de metocarbamol 3x ao dia; anti-inflamatério nao-esteroidal —
naproxeno 250 mg 2x ao dia; benzodiazepinico — clonazepam 1 mg, 1x por
dia). O segundo grupo foi tratado com a mesma farmacoterapia que o Grupo 1,
associado a FBM (3 x semana, com total de 10 sessfes), e no terceiro grupo
associaram-se o aparelho oclusal e a farmacoterapia utilizada no Grupo 1
(aparelho utilizado por no minimo 8h por dia, durante 1 més). Os resultados
mostraram uma expressiva reducdo da sensibilidade dolorosa tanto com o
laser como com o aparelho oclusal, em relacédo ao uso unico da farmacologia, o
gue levou os autores a concluir que a FBM pode ser considerada uma
alternativa conveniente para os tratamentos convencionais da Sindrome de

Disfuncao Dolorosa Miofascial.

Considerando-se as terapias farmacolégicas em voga para 0
controle da dor periférica e todas as contraindicacdes a elas pertinentes, cabe
buscarmos terapias auxiliares ndo farmacoldgicas ou que com elas colaborem,
minimizando seus efeitos nocivos ao corpo humano. E imprescindivel também
a compreensdo dos mecanismos envolvidos nestes processos, a fim de

aperfeicoar os caminhos da analgesia.

Como apresentado nesta contextualizacdo, os trabalhos associando

farmacos benzodiazepinicos com terapia por fotobiomodulacdo sdo escassos e
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0 estudo da luz nos mecanismos envolvendo receptores GABA sé&o
inexistentes até 0 momento. A compreensao destas associa¢des € importante,
a fim de verificar a existéncia de efeitos somatorios ou inibitérios sobre os
receptores GABA 0 que levaria ao uso destas terapias no tratamento de
processos dolorosos, aléem do efeito anti-inflamatorio jA conhecido em varios

trabalhos cientificos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Estudar o efeito da terapia por fotobiomodulacéo utilizando laser com baixa
intensidade associado com terapia medicamentosa agonista de receptores
Gaba (Diazepam) no controle da sensibilidade dolorosa (alodinia), na
expressao de receptores inflamatoérios e de dor (Neurocinina NK1, Bradicinina
B1, GABA) e nos niveis de Mieloperoxidase (MPO).

3.2 Objetivos Especificos:

- Investigar o efeito da fotobiomodulag&o associada ou ndo com tratamento

farmacoldgico (Diazepam) na alodinia mecanica;

- Investigar o efeito da fotobiomodulag&o associada ou ndo com tratamento
farmacoldgico (Diazepam) na atividade de Mieloperoxidase.
- Avaliar o efeito da fotobiomodulacdo associada ou ndo com Diazepam na

expressao génica de receptores de neurocininas (NK1), receptor de bradicinina

(B1), e receptores benzodiazepinicos (GABAAa1 e GABAAa2).
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4. METODOLOGIA

Esse estudo foi realizado em 72 ratos machos Wistar, com peso
aproximado entre 400 e 600 g, nascidos entre novembro de 2019 e janeiro de
2020, e protocolado junto ao Comité de Etica no Uso de Animal da
Universidade Nove de Julho (CEUA), sob o niumero 232171019 (ID 000196).

Os animais foram criados e cuidados no Biotério da Universidade
Nove de Julho, com livre acesso a agua e racdo, mantidos em ambiente com

temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12h.

Os 72 animais foram distribuidos em 7 grupos experimentais, com 8
elementos cada (Figura 5). A excecéo do Grupo Controle, em todos os animais
foi induzido um quadro inflamatério (tendinite) no tendédo calcaneo de ambas as
patas traseiras, por meio de uma injecdo subcutanea de colagenase (100
pg/pata). O Grupo 2 (Tendinite Nao-tratado — NT) ndo recebeu qualquer
tratamento para este quadro inflamatdrio, enquanto todos os demais receberam
conduta terapéutica, a fim de avaliar principalmente a resposta de dor aguda

inerente a tendinite.

Para que fosse realizada a aplicacdo da colagenase, 0s animais
foram levemente sedados (sedacéo inalatoria) com Isofluorano (BioChimico®,
Lote 008694, validade 04/21). Os referidos grupos sao:

Grupo 1. Controle (CTL);

Grupo 2. Tendinite N&o-tratado — NT;

Grupo 3. Tendinite tratado com Fotobiomodulagdo - FBM;
Grupo 4. Tendinite tratado com Diazepam - DZP;

Grupo 5. Tendinite tratado com Fotobiomodulacdo associada ao Diazepam —

FBM+DZP;

Grupo 6. Tendinite tratado com Diazepam associado ao Flumazenil -

FLU+DZP;

Grupo 7. Tendinite tratado com Flumazenil associado a Fotobiomodulacdo —

FLU+FBM.
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Fluxograma do Trabalho:

G! | Grupos Experimentais

it

@ CTL @ Tendinite
@ NT @ Tratado
€ _dC

| | |
o e o o

DZP FLU+DZP FBM FBM+DZP FLU+FBM

Figura 3. Fluxograma do trabalho (Arquivo pessoal Yose M.E. e Silva)

Previamente a este experimento foi realizado, em um grupo de 20
ratos machos Wistar (40 tenddes das patas esquerdas e direitas), o estudo do
Curso Temporal da Dor pés-inducédo de tendinite. Os animais foram divididos
em 5 grupos: 1h, 2h, 4h, 6h, 8h e 12h e foram realizados 4 ciclos de alodinia
inicialmente, para serem comparados com as alodinias finais, tendo como
objetivo verificar 0 momento de maior expressdo da sensibilidade dolorosa.
Este teste foi realizado no Analgesimetro Randall Selito, marca Insight
(Laboratério da Universidade Nove de Julho), sendo o limiar de dor necessario
para que o animal retirasse a pata do dispositivo de pressdo do aparelho

registrado em gramas (Ferreira et al., 2005).

Tendinite

l

—

0 1h 2h 4h 6h 8h 12h
G1 G2 G3 G4 G5 G6

Figura 4. Curso Temporal da Dor (Arquivo pessoal Yose M.E. e Silva).
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Com a determinacéo do curso temporal, as medidas de alodinia nos
grupos Tratados (G3 — G7) foram realizadas ap6s 8h da inducédo dos quadros
de tendinite, e os tratamentos preconizados para cada grupo em prazo anterior
a estas 8h, dependendo do tempo de absor¢cdo de cada um e o tempo

necessario para sua acao no momento de maior dor dos animais (dor aguda).

Todos os animais foram eutanasiados 2 horas ap0s as respectivas
terapias, de modo a obter uma maior expressao génica dos marcadores a
serem analisados. A eutanasia foi realizada via inalatéria (Isoflurano,
BioChimico®, Lote 008694, validade 04/21) e os tendbes das patas traseiras

direita e esquerda foram entdo removidos para as analises subsequentes.

Os tenddes foram divididos em trés grupos de analise, de modo que
as patas direita e esquerda do animal ficassem em grupos distintos. Os que
receberiam andlise histologica foram armazenados em formol, e os demais

congelados a -80°C, para as analises bioquimica e molecular.

Todos os procedimentos foram realizados por uma Unica operadora,

diminuindo os desvios que porventura pudessem ocorrer.

Figura 5: TendBes removidos apdés a eutandsia dos animais. MT: Regido
Miotendidena; T: Tendao propriamente dito; OT: Regido Osteotendinea. (Arquivo
pessoal: Yose Marie E. e Silva).
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4.1. Tratamentos utilizados:

As doses e vias de aplicacdo dos medicamentos foram guiados pela
Tabela de Doses para CEUA e Biotério da Universidade Federal de Alfenas
(MG), com o auxilio da médica-veterinaria do Biotério da Universidade Nove de
Julho. As doses de medicacdo recebidas nos tratamentos foram
correspondentes aos pesos dos animais, verificados imediatamente antes do

inicio do experimento.

4.1.1 Fotobiomodulagéo - FBM

Os parametros utilizados foram: A: 810 nm; Tipo de Diodo: AsGaAl
(MMOptics®); Poténcia: 100 mW; Energia: 3 J; Tempo por ponto: 30 s; Pontual
(Unico Ponto). A terapia com fotobiomodulacdo foi aplicada 30 minutos antes

das 8 horas pos-inducéo da tendinite.

Tabela 1: Parametros utilizados na terapia por fotobiomodulagéo

] Densidade
Tipo Area del Densidade |de
A de Poténcia [Energia [Tempo |saida do|de energia |Poténcia
(nm) [Diodo | (W) (J) (s) feixe (cm?) | (J/cm?) (W/cm?2) Modo
808 |AsGaAl|0,1 3 30 0,03 100 3,33 Continuo

4.1.2 Diazepam - DZP

Uso de Diazepam (Genéricos Hipolabor), 5 mg/ml, lote AO 003/19,
validade 04/21. A medicacdo foi ministrada injecao intraperitoneal (IP), 30

minutos antes das 8 horas pos-inducdo da tendinite.

4.1.3 Fotobiomodulagéo associada ao Diazepam — FBM+DZP

A FBM foi aplicada, com os parametros ja citados, 30 minutos antes
das 8 horas pés-inducdo da tendinite, e imediatamente apés foi ministrado o

Diazepam (IP).
4.1.4 Diazepam associado ao Flumazenil - DZP+FLU

A injecao de Diazepam foi administrada (IP) 45 minutos antes das 8

horas pos-inducao da tendinite. Quinze minutos apos o tratamento com o
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benzodiazepinico foi ministrado injecéo (IP) de Flumazenil (Flumazil, 0,1 mg/kg,

Laboratério Cristalia, lote 19110214, validade 11/21).

4.1.5 Flumazenil associado a Fotobiomodula¢édo — FLU+FBM

O Flumazenil foi ministrado (IP) 45 minutos antes das 8 horas poés-
inducdo da tendinite. Quinze minutos ap6s o Flumazenil foi aplicada a FBM,

seguindo os parametros ja mencionados.

4.2 Andlises Realizadas:

4.2.1 Anédlise funcional: teste de alodinia mecanica

The International Association for the Study of Pain (IASP) define
alodinia como uma sensacdo dolorosa causada por um estimulo que

normalmente ndo induz a uma resposta nociceptiva (Borin et al., 2015).

Como anteriormente explicado, este teste foi realizado no
Analgesimetro Randall Selito, marca Insight (Laboratério da Universidade Nove
de Julho), sendo o limiar de dor necessario para que o animal retirasse a pata
do dispositivo de pressdo do aparelho registrado em gramas (Ferreira et al.,
2005).

. Figura 6A: Analgl'metr Randall Selito Figura 6B: Teste de alodinia mecénica

Figura 6: Teste de Alodinia Mecanica. Figura 6A: Analgesimetro Randall Selito, onde
o teste foi realizado; Figura 6B: Teste de Alodinia propriamente dito.
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4.2.2 Analise bioquimica: atividade da Mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) € uma enzima encontrada nos granulos
intracelulares de neutréfilos e pode ser utilizada como um marcador do
contetudo de neutrofilos em tecidos (Bradley et al., 1982; Marcos, 2010). Foi
avaliada, portanto, a atividade desta enzima como um indicador da presenca e
guantidade de neutrofilos presentes no tecido tendineo nos grupos

experimentais, assim como no Grupo Controle.

O meétodo da medida da atividade de MPO baseia-se na velocidade
de oxidacdo do substrato o-dianisidina na presenca de agua oxigenada, que €
evidenciada pela mudanca de absorbancia medida por espectrofotometria a
460 nm (Marcos, 2010). Neste ensaio, o peroxido de hidrogénio (H202) é
guebrado pela MPO liberada de amostras de tecidos por homogeneizacdo em
detergente (tampao HTAB). O radical de oxigénio resultante (O”) combina com
o dihidrocloreto de o-dianisidina, um doador de hidrogénio (AH2), o qual é
convertido para um composto colorido (A). A formacdo desse composto
colorido ao decorrer do tempo € medida utilizando-se um espectrofotometro,
gue determina a quantidade de MPO no tecido (Bradley et al., 1982).

ApGs os animais serem sacrificados, os tenddes foram removidos,
dissecados e transferidos para uma cuba. Foi adicionado igual volume de
brometo de hexadeciltrimetilamonia, seguido de homogeneizacdo em vortex e
ultrasonicacdo durante 20 segundos. Os tubos foram aquecidos durante 2h a
60°C em estufa, para inativacado da atividade enddgena de Catalase e entdo
centrifugados a 12000 g durante 2 minutos. Dez microlitros do sobrenadante
foram pipetados (em duplicata) em microplaca de 96 pocos e acrescidos com
200 pL de uma solucao de tampéo fosfato de potassio (pH 6) contendo 0,164
mg/ml de dihidrocloreto de o-dianisidina e 0,0005%de perdxido de hidrogénio.
A mudanca de absorbancia a 460 nm foi medida em um leitor de microplacas
durante 10 minutos e a atividade de MPO calculada a partir da velocidade
méaxima da reac¢do por segundo. O resultado foi expresso em Unidade de
MPO/tendao, sendo que uma unidade de MPO ¢é definida como a quantidade

em pmol de H202 degradado por minuto (Marcos,2010).
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4.2.3 Analise da Expressédo Génica por RT-PCR

Apés a inducdo da tendinite e seus respectivos tratamentos, 0s
animais foram eutanasiados por inalacdo de anestésico e os tenddes das patas
direita e esquerda, removidos e armazenados a -80°C, para analise da

expresséo de mRNA por RT-PCR, em tempo real.

A expressao génica foi quantificada pela reacdo em cadeia da
polimerase reversa (PCR) em tempo real. O RNA total das amostras foi
extraido com o reagente Trizol, de acordo com instru¢des do fabricante. Apds
tratamento com DNase, a sintese dos cDNAs foi feita pelo método da
transcriptase reversa, empregando a enzima Superscript, na presenca de
mistura de primers randémicos e oligo dT. A analise das amostras em tempo
real obedeceu a um ciclo de desnaturacdo inicial (10 minutos a 95°C) e
guarenta ciclos de amplificacdo (30 segundos de desnaturacdo a 95°C e 1

minuto de anelamento e extensao a 60°C).

Os resultados da expressao génica foram interpretados usando-se a
formula 2-AACt (Ct: numero de ciclos necessarios para atingir o limiar de
fluorescéncia acima do valor de fundo - background) que relaciona a
expressdo do gene de interesse comparado aquela do gene controle B-actina
(Marcos, 2010).

Foram avaliados a expresséo génica dos seguintes receptores:
Bradicinina (B1), Receptor de Neurocinina (NK-1) e Receptor GABA (GABAaa1

e GABAaa2). As informacgdes dos primers utilizados foram apresentadas na

tabela abaixo:
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Tabela 2: Sequéncia de primers utilizados na andlise de expressao génica por

RT- PCR.

PRIMERS SEQUENCIA
B-ACTINA FOWARD: AAGATTTGGCACCACACTTTCTACA
REVERSE: CGGTGAGCAGCACAGGGT
B1 FORWARD: TCGTCGGCAGAGATTTCCAG
REVERSE: CCACCCTCTGTCGAGGTACT
NK-1 FORWARD: GTCCTTGTGTACCGCACAGT
REVERSE: AAGACTTTATGCCCGTCGCT
GABArAT FOWARD: TGCCCAATAAACTCCTGCGT
REVERSE: TTCGGCTCTCACAGTCAACC
GABAAA2 FOWARD: TACTTCTGCTTGCTGTTCAGCTT
REVERSE:CAGCGGAAACCATACGTTGC

4.3 Anédlise Estatistica

Os dados foram descritos em valores médios com 0s respectivos
desvios-padréo. As andlises estatisticas foram feitas através do GraphPad
Prism (Versado 8.0.1). Para os dados foi utilizado o teste de One-way ANOVA
com post-hoc utilizando teste de Tukey e avaliado o intervalo de confianca de

10%. O nivel de significAncia estatistico foi para p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Determinagcdo do Curso temporal na Alodinia Mecéanica ap6s Inducao
da Tendinite.

O grafico da figura 7 mostra o curso temporal da alodinia mecéanica
calculada a partir da variag@o entre a resisténcia a dor final pela inicial, a partir
da pressdo sobre o tenddo calcaneo. Neste grafico podemos observar a
reducdo da resisténcia a dor a partir das 2 horas ap0s a inducdo da tendinite. A
resisténcia a dor foi menor entre os tempos de 6 e 8 horas. A partir destes
resultados, foi utilizado como referéncia o intervalo de 8 horas apds a inducao
da tendinite para realizacdo desta andlise funcional para os diferentes grupos

experimentais.
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Figura 7. Gréafico 1. Curso Temporal da Dor. Alodinia mecéanica nos Tempos 1,

2,4, 6,8e 12 horas apos a inducao da tendinite.
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5.2 Avaliagcdo da Alodinia Mecéanica ap6s o Tratamento com FBM

associada ou ndo com Diazepam

O gréfico da figura 8, mostra a alodinia mecanica apés 8 horas da
inducdo da tendinite e o efeito dos diferentes tratamentos, farmacologicos ou
da fototerapia. Os valores foram representados pelo percentual de reducéo da
resisténcia a dor, apds o teste de compressdo sobre o tenddo calcaneo dos

ratos.

O grupo NT apresentou significativa redugao da resisténcia a dor quando
comparado ao grupo CTL. Similarmente ao grupo NT, os grupos DZP,
FLU+DZP e FLUM+FBM apresentaram reducdo da resisténcia a dor quando

comparado com o grupo CTL.

Os grupos FBM e FBM+DZP apresentaram valores de alodinia
mecanica similares ao grupo CTL onde ndo houve inducdo da tendinite. O
grupo FLU+PBM reducdo a resisténcia a dor quando comparado ao grupo
FBM. Néao foi observada alteracdo da alodinia mecéanica entre o grupo FBM e

sua associa¢ao com Diazepan (FBM+DZP).
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Figura 8. Grafico 2. Alodinia mecéanica apoés inducao da tendinite.
Grupos: Controle (CTL), Tendinite N&o Tratado (NT), tratado com FBM (FBM),
tratado com Diazepam (DZP), tratado com associacdo de FBM+Diazepam
(FBM+DZP), tratado com associacédo Flumazenil + Diazepam (FLU +DZP), e
tratado com associacado de Flumazenil + FBM (FLU+FBM). *** p<0,001 VS
CTL; # # p<0,01; # # # p< 0,001 VS NT e & p<0,05 VS FBM.
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5.3 Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

No grafico da figura 9 podemos observar a atividade da enzima
mieloperoxidase em diferentes grupos experimentais, 8 horas apos a inducao
da tendinite sobre o tenddo calcaneo. Foi observado aumento da MPO no
grupo NT quando comparado ao grupo CTL. O grupo FBM reduziu a MPO
guando comparado ao grupo NT, com valores proximos ao grupo CTL. O grupo
DZP nédo conseguiu reduzir a MPO quando comparado ao grupo CTL. No
entanto, no grupo FBM+DZP quando houve associacdo das terapias
farmacologicas e fototerapia, foi observado reducdo de MPO. O grupo
FLU+FBM onde houve pré-tratamento com Flumazenil e em seguida o uso do

Laser, a MPO apresentou resultados elevados comparados ao grupo FBM.
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CTL NT FBM DzZP

FBM+DZP FLU+DZP FLU+FBM

Figura 9. Grafico 3: Avaliacdo da atividade da mieloperoxidase. Grupos:
Controle (CTL), Tendinite Ndo Tratado (NT), tratado com FBM (FBM), tratado
com Diazepam (DZP), tratado com associacdo de FBM+Diazepam
(FBM+DZP), tratado com associacdo Flumazenil + Diazepam (FLU +DZP), e
tratado com associacdo de Flumazenil + FBM (FLU+FBM). ** p<0,001 VS
CTL; ## p<0,01 e # # # p< 0,001 VS NT; &&& < 0,001 VS DZP.
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5.4 Expressao Génica do receptor de Bradicinina B1

Na figura 10, temos o grafico da expresséo génica dos receptores de
Bradicinina B1 apds 8 horas da inducdo da tendinite. Os grupos NT e DZP
apresentaram aumento na expressdo do receptor B1 quando comparado ao
grupo CTL. Todos os grupos, exceto o DZP, apresentaram reducdo na
expresséo de B1 quando comparado ao grupo NT. Nao houve diferenca entre
0s grupos FBM com o grupo FBM+DZP. Também nao foi observada diferenca

na expresséao de B1 entre os grupos FBM e FLU+FBM.

4

Receptor B1 - Bradicinina / B-Actina

CTL NT FBM DzZP

FBM+DZP FLU+DZP FLU+FBM

Figura 10. Gréfico 4: Avaliacdo da Expressdao Génica do receptor de
Bradicinina B1. Grupos: Controle (CTL), Tendinite Nao Tratado (NT), tratado
com FBM (FBM), tratado com Diazepam (DZP), tratado com associacdo de
FBM+Diazepam (FBM+DZP), tratado com associacdo Flumazenil + Diazepam
(FLU +DZP), e tratado com associacédo de Flumazenil + FBM (FLU+FBM). ***
p<0,001 VS CTL; # # # p< 0,001 VS NT; # p,0,05 VS NT.
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5.5 Expressao Génica de receptor de Neurocinina (NK1)

No gréfico da figura 11 é apresentada a expressao génica do receptor NK1
de Neurocinina e Substancia P. Podemos observar o aumento da expressao
génica de NK1 em todos os grupos onde a tendinite foi induzida, quando
comparado ao grupo CTL. O grupo FBM apresentou reducédo da expressao de
NK1 quando comparado ao grupo NT. O tratamento farmacolégico apresentado
no grupo DZP néo reduziu NK1 quando comparado ao grupo NT. Ademais, 0

grupo FLU+FBM apresentou aumento na expressdao de NK1 quando

CTL NT FBM DzZP

comparado ao grupo FBM.
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Figura 11. Grafico 5: Avaliacdo da Expressdo Génica do receptor de
Neurocinina NK1. Grupos: Controle (CTL), Tendinite Nao Tratado (NT), tratado
com FBM (FBM), tratado com Diazepam (DZP), tratado com associacdo de
FBM+Diazepam (FBM+DZP), tratado com associa¢gdo Flumazenil + Diazepam
(FLU +DZP), e tratado com associacédo de Flumazenil + FBM (FLU+FBM). ***
p<0,001 VS CTL,; # # # p< 0,001 VS NT; & p< 0,05 VS FBM.
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5.6 Expressao Génica de receptor de GABAAa1

No grafico da figura 12 podemos observar a expressdo génica de
receptores GABAa1 nos tenddes calcaneos apds a indugdo da tendinite e
durante diferentes tratamentos. Os grupos NT, FBM e DZP apresentaram
aumento na expressdo de GABAa1 quando comparado ao grupo CTL. O grupo
FBM+DZP apresentou reducédo na expressdao de GABAa1 quando comparado
com o tratamento sem associacado, representado pelos grupos FBM ou DZP.
Ambos o0s grupos pré-tratados com Flumazenil (FLU+DZP e FLU+FBM)
apresentaram reducao na expressao de GABAa1, quando comparados ao

grupo NT e ao grupo NT e FBM.

GABra1 / B-Actina

CTL NT FBM DzP

FBM+DzZP FLU+DZP FLU+FBM

Figura 12. Grafico da expressao génica de GABAa1 em tenddes calcaneos
apos a inducdo da tendinite e em diferentes tratamentos. Grupos: Controle
(CTL), Tendinite Nao Tratado (NT), tratado com FBM (FBM), tratado com
Diazepam (DZP), tratado com associagdo de FBM + Diazepam (FBM+DZP),
tratado com associagdo Flumazenil + Diazepam (FLU +DZP), e tratado com
associagao de Flumazenil + FBM (FLU+FBM). *** p<0,001 VS CTL; # # # p<
0,001 VS NT; $ p<0,05 VS DZP; & p< 0,05 VS FBM.
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5.7 Expressao Génica de receptor de GABAAa2

No grafico da figura 13 podemos observar a expressao génica de
receptores GABAa2 nos tenddes calcaneos apos a inducdo da tendinite e
durante diferentes tratamentos. Ambos os grupos NT, DZP e FBM+DZP
apresentaram aumento na expressao de receptores GABAa2. O grupo FBM

apresentou expressao de GABAa2 similar ao grupo CTL.
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Figura 13. Grafico da expressdo génica de GABAa2 em tenddes calcaneos
apos a inducdo da tendinite e em diferentes tratamentos. Grupos: Controle
(CTL), Tendinite Nao Tratado (NT), tratado com FBM (FBM), tratado com
Diazepam (DZP), tratado com associagdo de FBM + Diazepam (FBM+DZP),
tratado com associagcdo Flumazenil + Diazepam (FLU +DZP), e tratado com
associacao de Flumazenil + FBM (FLU+FBM). ** p<0,01 VS CTL; # # # p<
0,001 VS NT; $ p<0,05 VS DZP.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho estudamos o efeito da terapia por fotobiomodulacao
no processo doloroso em modelo experimental de tendinite induzida por
colagenase tipo I. Primeiramente, foi realizado um estudo temporal do limiar de
dor e a partir do Curso Temporal, foi observada a progressdo da dor no
momento de maior sensibilidade, registrada 8h apés a inducdo da tendinite. Na
segunda etapa deste estudo, quando foram incorporados grupos experimentais
com tratamento farmacolégico associado ou ndo com a terapia por
fotobiomodulacéo, foi observado que o grupo tendinite sem tratamento (NT)
reduziu a resisténcia a dor na alodinia mecanica, bem como aumentou a
expressao de receptores de Bradicinina (B1) e de Neurocinina (NK1). Houve
ainda aumento da atividade de MPO neste grupo sem tratamento (NT). O grupo
com tendinite, tratado com fotobiomodulacdo (FBM), aumentou a limiar de dor,
bem como reduziu a expressdo de receptores B1 e NK1, além de diminuir a
atividade de MPO. Quando houve pré-tratamento com o0 antagonista
gabaérgico (Flumazenil), a terapia com fotobiomodulacdo apresentou
diminuicdo levemente significante o limiar de dor, registrado no teste de
alodinia mecéanica, além de apresentar menor expressao de receptores Bl
(embora nédo significante), expressdo levemente maior dos receptores NK1,
além do aumento da atividade da MPO, quando comparado ao grupo FBM. O
grupo FBM também aumentou a expressao dos receptores GABAa1 e reduzir a
de receptores GABAa2. O pré tratamento com antagonista GABA (Flumazenil)

reduziu a acéo da terapia por fotobiomodulagéo.

O modelo de lesdo tendinea escolhido neste trabalho, induzida por
colagenase, é bastante utilizado em varios artigos, sendo considerado um
modelo seguro e padronizado de lesdo (Naterstad et al., 2018; Gong et al.,
2018; Jesus et al., 2015; Chen et al., 2014; Solchaga et al., 2014; Marcos et al.,
2012, 2010).

As tendinopatias sdo doencas conhecidas pela triade presenca de
dor, edema e desempenho prejudicada, e tém alta prevaléncia,

compreendendo 30% das queixas musculoesqueléticas, causando um forte
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impacto tanto econémico quanto na qualidade de vida dos pacientes
(Challoumas et al., 2019; Lipman et al., 2018; Tang et al., 2018; Snedeker &
Foolen, 2017; Morita et al., 2017; Hopkins et al., 2016; Hong-Yun & Ying-Hui,
2016; Puri et al., 2015; Sugg et al., 2014).

Existem varias terapias para modular o processo de cura dos
tendbes, mas nenhuma ainda foi considerada totalmente efetiva, devido a
génese das tendinopatias ser complexa e multifatorial. Os objetivos do
tratamento das tendinopatias séo reducdo da dor, prevencao da recorréncia, e
retorno ao estado de pré-lesdo funcional. (Lipman et al., 2018; Snedeker &
Foolen, 2017; Hopkins et al., 2016; Rees et al., 2014).

Um dos tratamentos sugeridos neste trabalho, para controle da
sintomatologia dolorosa, foi o uso do benzodiazepinico Diazepam, conhecido
pelo seu efeito sedativo e ansiolitico (Seelhammer et al., 2018; Hauer &
Houtrow, 2017; Luscher et al, 2012; Sigel & Steinmann, 2012). O Diazepam
(DZP) foi utilizado para avaliar a importancia de agonistas GABA na
sensibilidade dolorosa e se 0 uso de terapia por fotobiomodulacéo teria alguma

relacdo com esta via.

Neste estudo, observamos que no grupo NT, em que a tendinite foi
induzida e nao foi realizado nenhum tratamento, a intensidade da percepcao
dolorosa foi maior que nos demais grupos, considerando-se a diminuicdo da
resisténcia a dor pelo teste de alodinia mecanica bem como o aumento dos

receptores de B1 e NK1,

Nossos resultados mostraram que o Diazepam ndo aumenta, com
significancia, a resisténcia a dor no teste de alodinia mecénica e a expressao
de receptores NK1, além de reduzir a expressado de receptores de Bradicinina
B1 quando comparado ao grupo néo tratado (NT). O grupo DZP ndo conseguiu
reduzir a atividade de MPO em relacdo ao grupo NT, indicando haver a
continuidade do processo inflamatério, uma vez que o Diazepan tem efeito
ansiolitico. Contudo, os BZD estdo também entre as drogas capazes de
deprimir e modular as respostas imune e inflamatoria, em funcdo da existéncia
de receptores benzodiazepinicos periféricos (TSPO ou PBR) localizados em
células destes dois sistemas. Esses receptores periféricos sdo encontrados

principalmente em macréfagos e neutrofilos, e dessa forma podem ocorrer
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alteracdes na imunidade inata, o que justificaria 0 pequeno aumento, embora
significante, nos valores de MPO no grupo DZP quando comparado ao grupo
NT (De Lima et al., 2010; Monteiro et al., 2008; Lazzarini et al. 2006).

Segundo Ralvenius et al. (2015), os benzodiazepinicos classicos,
nao seletivos, como o Diazepam, ndo apresentam propriedades analgésicas
clinicamente relevantes pois as doses e graus de ativacdo dos receptores
necessarias para um efeito relevante devem ser significantemente maiores
para antihiperalgesia do que para sedacdo, trazendo consigo efeitos
indesejaveis. Assim, em doses ndo sedativas, como as utlizadas neste

trabalho, estes BZD n&o induzem antihiperalgesia significante.

Os BZD séo indicados para dor associada a ansiedade, dor devido a
lesBes muscular e espasmos, e dor lancinante devido a lesbes em inervacoes,
agindo como co-analgésicos. Varios trabalhos pesquisaram a relacdo entre a
dose e o tempo de tratamento utilizado com o estresse causado pelo aumento
do limiar nociceptivo provocado pelo agente agressor, e consequente
percepcao da dor. Ainda nao ficou estabelecido se, em dose ansiolitica (até 2
mg/kg), existe diminuicdo da percep¢do da dor em funcdo da caracteristica
tranquilizante e miorelaxante do DZP ou por alguma acao anti-inflamatoéria do
mesmo (Friedman et al.,, 2017; Sun et al. (2014); Rosas et al., 2006;
Richtsmeier et al., 2002; Reddy & Patt, 1994; Gracely et al.,1978).

Esta foi uma das motivacdes deste trabalho, por meio da observacao
dos receptores de bradicinina (BK) e Substancia P (SP), ambas algogénicas, e
dos receptores gabaérgicos GABAA, de subunidades a1 e a2, maiores
responsaveis pelos efeitos ansioliticos e analgésicos, respectivamente
(Ettcheto et al., 2020; Zeilhofer et al., 2018; Ralvenius et al., 2015; Luscher et
al, 2012).;

Estes resultados apresentam uma preocupacdo na escolha de
tratamentos com vistas a acdo analgésica que possam repercutir na acéo anti-
inflamatoéria, uma vez que o processo de degeneracdo tecidual presente na
inflamag&o pode continuar, mesmo com o controle parcial da dor. Em relacdo
ao processo doloroso na tendinite, varios trabalhos estudaram os possiveis
mecanismos envolvidos nesta doenca, bem como o papel da terapia por

fotobiomodulag&o na regulagéo da dor (Chang et al. 2019; Pereira et al., 2017;
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De Freitas & Hamblin, 2016; Jesus et al. 2015). Neste estudo, foi incluido um
grupo com tendinite e tratado utilizando FBM, nos parametros 808nm, 3J e
100mW, parametros estes que mostraram bons resultados em relacdo a dores
musculoesqueléticas em varios trabalhos anteriores (entre 808 e 830 nm:
Sousa et al., 2018; Pereira et al., 2017; Marcos et al., 2012,2010; Pallotta et al.,
2012).

Como citado anteriormente, o tratamento foi realizado no pico da dor
gue foi obtida a partir da realizacdo do teste de alodinia mecéanica e da
determinacdo do Curso Temporal da Dor neste modelo experimental de
tendinite. A analise da sensibilidade a dor pelo teste de alodinia mecéanica foi
realizada 30 minutos apos a irradiacdo, a fim de avaliar o efeito analgésico da
fototerapia. Nossos resultados demonstraram que o grupo FBM apresentou
significativa reducdo da sensibilidade a dor, com valores similares ao grupo
CTL em que néo foi realizada a inducdo da tendinite. No grupo FBM ainda foi
observada reducé&o na expresséo de receptores B1 e NK1, mostrando a acao
da luz em receptores de Bradicinina bem como de Neurocinina (Substéncia P).
Ademais, foi observada também uma reducdo da atividade de MPO neste
grupo, o que significa um controle do processo inflamatério a partir da terapia

por fotobiomodulagao.

Até o momento, o principal mecanismo de controle da dor na terapia
por fotobiomodulagdo conhecido esta relacionado a sua agdo sobre varios
marcadores inflamatérios, em varios modelos de estudo, tanto clinicos quanto
laboratoriais (Pigatto et al., 2019, 2017; Naterstad et al., 2018; White et al.,
2018; De Oliveira et al., 2017;Francio et al., 2017; Hamblin, 2017, 2016; Cabras
et al., 2016; Casalechi et al., 2014; Marcos et al., 2012, 2010; Pallotta et al.,
2012).

A utilizacdo de medicamentos anti-inflamatérios e opioides, assim
como de farmacos co-analgésicos como os benzodiazepinicos, no controle das
dores agudas e cronicas tem sido bastante estudada. A despeito da eficiéncia
gue possam alcancar nessa missdo, estes farmacos trazem consigo muitos
efeitos indesejaveis ao paciente, além de serem dispendiosos. Desta forma,

torna-se necessario continuar a busca de formas de controle da dor menos
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deletérias e que tenham um custo menor, a fim de melhorar a qualidade de

vida do paciente.

Neste trabalho, sdo apresentados resultados que ampliam este
cenario, considerando que a dor também pode ser modulada nos primeiros
minutos apds a utilizagdo da terapia por fotobiomodulacdo, com mecanismos
gue vao além dos seus conhecidos efeitos anti-inflamatdrios. Para isso, foram
realizadas analises funcionais (Alodinia mecénica), bioquimicas (Atividade da
enzima Mieloperoxidase — MPO) e moleculares (Expressdao Génica dos
receptores de Neurocinina — NK1; Receptores de Bradicinina — B1; Receptores
GABAa1 e GABAQ2).

Considerando a analise funcional, foi avaliada a sensibilidade nos
tenddes pelo teste de alodinia mecanica, utilizando o Randall Selitto. Tomando-
se como ponto de partida o grupo CTL, observou-se reducao do limiar de dor
em todos os grupos, a excecdo do grupo FBM e FBM+DZP, confirmando o
efeito analgésico da FBM. Os grupos FBM e FBM+DZP também foram os
unicos com diferencas significantes em relacdo ao grupo NT. Todos os demais
grupos apresentaram significancia semelhante entre si e com o grupo NT,
inclusive o grupo FLU+FBM, mostrando ter havido interferéncia do Flumazenil
na atividade analgésica da FBM. O grupo FLU+DZP, além de ser semelhante
ao grupo NT, também o foi com o grupo DZP. Uma hip6tese para este fato
pode ser a atuacdo da FBM sobre a expresséo destes receptores gabaérgicos

neste momento ocupados pelo Flumazenil.

Os grupos FBM e FBM+DZP apresentaram valores semelhantes da
percepcao de dor entre si, e houve leve diferenca significante entre os grupos
FBM e FLU+FBM. Este resultado fortaleceu nossa hipétese que a FBM teria
também acgdo sobre os receptores GABA e o uso do Flumazenil, considerado
um farmaco de meia-vida curta (Seelhammer et al., 2018, Bateson, 2002),
poderia reduzir estes efeitos sedativos observados no uso da
fotobiomodulacdo. Considerando ndo haver diferenga na sensibilidade a dor
nos grupos DZP e FLU+DZP, o motivo pode estar relacionado também a
concentracdo do farmaco, bem como a metabolizacdo rapida nos animais

utilizados neste experimento.



72

Khiavi et al. (2020) encontraram melhores resultados no controle da
dor miofascial associando farmacoterapia contendo um farmaco benzodiapinico
(Img de clonazepam, por duas semanas) com a fotobiomodulagédo do que a
mesma farmacoterapia usada isoladamente, no tratamento de sindrome
miofascial. Da mesma forma, em nosso trabalho, os valores da alodinia no

grupo FBM+BZD foram significativamente melhores do que no grupo DZP.

O uso de DZP adicionado ao naproxeno no tratamento de dor
lombar aguda nao traumatica, comparado a associacao naproxeno + placebo,
nao mostrou significancia em relacdo a percepcao dolorosa, foco do estudo de
Friedman et al. (2017). A grande preocupac¢ao dos autores neste trabalho foi o
uso injustificado de benzodiazepinicos, questionando a eficacia dos mesmos

nesse tipo de dor.

Outra analise utilizada neste trabalho foi a atividade MPO. A
Mieloperoxidase € uma enzima importante quimica da atividade inflamatoria,
por ser encontrada principalmente em leucocitos polimorfonucleares neutréfilos
e macroéfagos (Pallotta et al., 2012; Marcos, 2010; Pereira et al., 2000; Bradley
et al,, 1982). O aumento da atividade desta enzima pode significar uma

degeneracdo tecidual decorrente do processo inflamatério (Marcos, 2010).

Os resultados, nesse trabalho, mostraram uma diferenca
estatisticamente significante do grupo NT e de todos os grupos que receberam
tratamento, com excecdo do grupo tratado exclusivamente com
fotobiomodulacdo (FBM), em relacdo ao grupo controle (CTL), sendo essa
diferenca, levemente menor do que o grupo FBM no grupo onde a FBM foi
associada ao DZP. Podemos inferir a partir desse resultado, que a
fotobiomodulacéo teve um efeito protetor sobre a degeneracao tecidual quando
de sua aplicacdo isolada apo6s a inducdo do estimulo agressor (30 minutos

antes do periodo de maior sensibilidade dolorosa).

Resultados semelhantes da diminuicdo dos valores de MPO foram
encontrados em trabalhos anteriores, embora as metodologias tenham sido
diferentes em relacdo ao momento de aplicacdo da terapia e dosimetria, tanto
para a FBM quanto para os farmacos administrados (Kuedo et al., 2016;
Manchope et al., 2016; Borin et al., 2015; Pallotta et al., 2012; Marcos, 2010).
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Os tratamentos com fotobiomodulagdo (grupo FBM) e
fotobiomodulagcdo associada ao Diazepam (FBM+DZP) mostraram reducdo
significativa dos valores de MPO em relagdo ao grupo com tendinite sem
tratamento (NT), embora entre si ndo tenha havido diferenca. O Unico grupo
gue ndo apresentou diferenca significante com o grupo NT foi 0 que associou
Flumazenil a fotobiomodulacdo (FLU+FBM). Embora graficamente possa ser
sugerida uma grande diferenca entre os valores dos grupos DZP e NT, essa
diferenca foi leve, porém significante, tendo no grupo DZP os valores de MPO
aumentados. Ja o grupo FLU+ DZP apresentou reducao significante dos niveis
de MPO em relacdo ao grupo NT, levemente menor que a verificada nos
grupos PBM e PBM+DZP. O Flumazenil, ocupando em parte o site

benzodiazepinico ndo permitiu o aumento de MPO nos niveis do grupo NT.

Em relagdo a MPO, pode-se dizer que o grupo onde o DZP foi
utilizado singularmente (DZP) apresentou os maiores niveis da enzima,
maiores inclusive que os do grupo NT. De Lima et al (2010) demonstraram néo
existir alteracdo dos parametros de imunidade adquirida na dosagem de
1mg/kg como a utilizada em nosso trabalho. Este e outros trabalhos sugeriram
gue estas alteracdes acontecem com doses maiores (10 mg/kg e 20 mg/kg) e
podem ser prejudiciais a resolucdo do processo inflamatério, inclusive pelo
aumento da producdo corticosterona pela estimulacdo de receptores
benzodiazepinicos periféricos presentes nas células adrenais (De Lima et al.,
2010) da Silva et al., 2003; Lazzarini et al., 2006, 2001). Ainda nesse sentido,
Massoco & Palermo-Neto citam interferéncia do Diazepam, com diminuicao de
neutrofilos, utilizando dose de 1,5 mg/kg durante 7 dias, tratamento iniciado 4h

previamente ao estimulo agressor.

Os grupos FBM e FLU+FBM apresentaram diferenca significante
entre si, com aumento da quantidade de MPO no grupo onde o Flumazenil foi
associado a terapia por fotobiomodulagdo. Em principio pode-se dizer que o
Flumazenil reduziu a acdo anti-inflamatdéria, além de fortalecer as evidéncias de
relacdo da FBM com a via gabaérgica, vista a ligacdo do antagonista

benzodiazepinico no site de ligagdo do GABAAR.
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Outro andlise utilizada neste trabalho foi a expressao génica da
receptores de Neurocinina (NK-1). A importancia da Substéancia P como
neurotransmissora, potencializadora da resposta inflamatéria e de grande
potencial algogénico ja foi relatada por varios autores (Oh et al., 2020; Chang et
al., 2019; Tang et al., 2018; De Paula, 2017; Teodoro et al., 2013). Portanto, a
expressédo génica aumentada dos receptores de SP (receptores NK1R) nos
tecidos analisados evidencia pouca efetividade do tratamento realizado sobre a
SP presente no respectivo processo inflamatério. O inverso, ou seja, a
diminuicdo dessa expressao denota maior efetividade do tratamento sobre este

parametro, com consequente menor percepc¢ao de dor.

Como esperado, os niveis de receptores NK1R do grupo NT foram
significativamente maiores que os do grupo CTL e FBM, mostrando efetividade
da FBM na reducdo destes receptores. Os valores dos grupos DZP e
FBM+DZP apresentaram-se semelhantes quantitativamente em relacdo ao

grupo NT, corroborando os resultados da alodinia mecanica.

A tendéncia de reducdo da expresséo de receptores NK-1no grupo
DZP comparado ao grupo NT, mesmo que n&o significativa, pode estar
relacionado com a interferéncia destes receptores benzodiazepinicos
periféricos a atividade anti-inflamatéria (Lee et al., 2020; Levashova &
Myagkova, 2018; Tamayo-Cabeza et al., 2017; De Lima et al., 2010; Monteiro
et al., 2008, Papadopoulos et al., 2006). Contudo, a reduzida a¢cdo no grupo
DZP pode ter relagdo com a baixa concentracdo utilizada neste trabalho. O
Diazepam foi utilizado previamente ao estimulo agressor e muitas vezes em
dosagens maiores e por tempo prolongado, enquanto em nosso trabalho o DZP
foi utilizado 30 minutos previamente ao apice de dor definido pelo Curso

Temporal, 8 horas ap6s a inducao da tendinite com colagenase.

O grupo FLU+FBM apresentou aumento na expressao dos
receptores NK1 em relacdo ao grupo FBM, mostrando novamente existir
alguma interferéncia do Flumazenil nos efeitos da FBM, porém sua meia-vida
curta ndo permitiu maior diferenca. Esse resultado parece corresponder com a
resposta a alodinia desse grupo também ter sido levemente menor, porém

significante, em relagéo ao grupo FBM.
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A expressdo de receptores de Bradicinina (B1l) também foram
avaliados. Com relacdo aos receptores de Bradicinina B1, esta molécula faz
parte da familia das cininas vasoativas, e a ativacdo de seus receptores Bl e
B2 induz a inflamacéo via liberagdo de citocinas inflamatérias e aumento da
permeabilidade vascular, e desempenha importante papel na ocorréncia da dor
e sensibilizacdo nociceptiva. Neste trabalho, dosamos a expressao génica do
receptor B1, induzido e regulado por quadros inflamatorios como o modelo

experimental de tendinite ao qual nos propusemos (Oliveira Jr. et al., 2016).

Apenas nos grupos NT e Diazepam os valores de expressao génica
dos receptores de Bradicinina B1 mostraram-se significativamente alterados,
com maior producdo de receptores B1 em relacdo ao grupo CTL. Esta maior
expressdo de receptor B1 correspondeu ao aumento da percepgédo de dor
encontrada na alodinia, onde ndo foi encontrada diferenca significante entre

estes 2 grupos (NT e DZP).

Por outro lado, todos os grupos que receberam alguma forma de
tratamento tiveram a expressdo de B1R reduzida, sendo que nado houve
significancia no grupo DZP, ao contrario dos demais, que apresentaram
diferenca significante em relagéo ao grupo NT. A terapia com fotobiomodulacao
(grupo FBM) reduziu significativamente a expressdo génica do B1R em relacao
ao grupo NT, como ja foi comprovado em varios trabalhos anteriores (Pigatto et
al., 2019, 2017; De Oliveira et al., 2017; Silva et al., 2011; Manchini et al. 2014)
correspondendo também a melhora na alodinia. Nao houve diferenca
significante entre os grupos onde a FBM agiu isolada ou associada a um
farmaco (FBM+DZP e FLU+DZP), embora tenha ocorrido leve diferenca entre
os valores obtidos no grupo FLU+DZP em relacdo a FBM, diferenca essa que
nao permitiu reducdo da percepcdo de dor na alodinia, pois este grupo
(FLU+DZP) na alodinia teve semelhanca com o grupo NT. Podemos concluir
gque nem o DZP nem o Flumazenil interferiram na acdo da FBM sobre a
expressdo génica do B1R e que a FBM age efetivamente na reducdo da
expressdo génica de B1R, reduzindo seus valores a semelhanca do grupo
CTL.

Podemos inferir também que o farmaco Diazepam né&o reduziu a

expresséao do receptor B1, permanecendo no mesmo nivel do grupo NT.
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Quando se associou a ele o Flumazenil (grupo FLU+DZP), seu antagonista
competitivo, observou-se diminuicdo da expressao de B1R, assim como no
grupo FLU+FBM, ambos assemelhando-se ao grupo FBM nesse quesito.
Essas diminuicdes da expressdo de B1R nesses grupos (FLU+DZP e
FLU+FBM) nao foram suficientes, no entanto, para a reducdo da alodinia, visto
gue os valores permaneceram semelhantes ao grupo NT em todos eles,
inclusive no grupo DZP. Hipoteses para este resultado envolvem a baixa dose
utilizada de Diazepam, um BZD néo seletivo, que por isso ndo permitiu acao
anti-inflamatéria e analgésica do mesmo (Zeilhofer et al., 2018; Ralvenius et al.,
2015; De Lima et al., 2010); outra hipétese seria 0 momento de administracao
do farmaco, no apice da dor, permitindo sua acdo por pouco tempo (30
minutos) até a medicéo final da alodinia (trabalhos como Monteiro et al., 2008 e
Lazzarini et al., 2001, pré-medicaram com Diazepam antes da inducdo do

dano, ao contrario de nosso experimento).

Nossos resultados apresentados até aqui direcionam para um efeito
da FBM no mecanismo de acdo GABA. Assim, foi realizada também a andlise
da expressao de receptores GABAa1 e GABAa2. Foi verificado um aumento da
expressdo génica dos receptores GABAaa1 nos grupos NT e FBM, nao
significante entre si, sugerindo que houve uma liberacdo importante de GABA
enddgeno, exigindo entdo seus receptores. Essa expressédo foi semelhante ao
grupo CTL nos demais grupos (FBM+DZP, FLU+DZP e FLU+FBM) e
levemente significante no grupo DZP. A reducdo de expressdo do receptor
GABAa1 no grupo FBM+DZP em relagéo ao grupo FBM também foi observada
e para explica-la é necesséario avaliar a expressdo também do receptor
GABAa2. Neste segundo receptor, a associagcao da terapia farmacoldgica e
nao farmacoldgica aumentou a expressao do receptor GABAa2. Neste caso, a
presenca do DZP poderia direcionar para sua atividade maior nestes
receptores. Contudo, as informagcdes sobre esta associagcéo terapéutica ainda
S0 escassos e merecem mais estudos relacionados tanto ao tempo de

tratamento farmacolégico, quanto a dose utilizada.

Por outro lado, a reducdo significante de receptores no grupo
FLU+FBM em relacdo ao grupo FBM sugere que o Flumazenil tenha se
antagonizado com 0s receptores existentes e ndo houve necessidade de

aumentar sua expressao. Essa interacdo pode ter colaborado com a menor
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efetividade desse grupo (FLU+FBM) em relacdo a alodinia mecanica, visto que

seus valores foram semelhantes na sensibilidade ao do grupo NT.

Para Reddy & Patt (1994) e Ralvenius et al. (2015), os BZN estéo
relacionados a melhora da dor relacionada a ansiedade e em doses menores,
benzodiazepinicos como o Diazepam n&o induzem antihiperalgesia significante.
O nosso trabalho mostrou sensibilidade dos receptores GABAaar a
fotobiomodulacdo, maior até que o Diazepam (em concordancia com o que foi
sinalizado por Ettcheto et al., 2020; Zeilhofer et al., 2018; Sigel & Steinmann,
2012; Johnston, 2005; Bateson, 2002), e seu antagonista gabaérgico

Flumazenil.

A subunidade a1 dos receptores GABAA sdo responsaveis pelos
efeitos sedativos dos benzodiazepinicos e contribuem muito pouco ou quase
nada com a analgesia (Ettcheto et al., 2020; Zeilhofer et al, 2019; Ralvenius et
al., 2015; Anseloni & Gold, 2008). Os resultados do nosso trabalho sugerem
gue a diminuicdo da sensibilidade dolorosa alcangcada na alodinia pela terapia
por fotobiomodulacdo possa ter sido em funcdo do componente ansiolitico da

experiéncia de dor provocada pela inflamacao.

Na analise da expressdao de receptores GABAa2, os resultados
obtidos em nosso trabalho ndo mostraram acgao efetiva da fotobiomodulag&o na
expressdo de receptores GABAAa2, receptores estes que seriam 0os maiores
responsaveis por estes efeitos, juntamente com o0s receptores do subtipo
GABAAaa3. Estudos pré-clinicos mostraram que os BZD classicos nao-seletivos,
como o Diazepam, sdo destituidos de eficdcia analgésica porque somente
guando a atividade em receptores GABAaa1 € suficientemente reduzida podem
altas doses necessarias para analgesia serem alcancadas, sem sedacao
(Zeilhofer et al., 2019; Ralvenius et al., 2015). A fotobiomodulacdo pareceu ter
seletividade em relacdo ao receptor GABAaai1, a0 menos nas condi¢cdes de

medicacgao realizadas neste estudo.

Nossos resultados mostraram que a terapia por fotobiomodulacéo foi
efetiva na reducdo da dor aguda e o mecanismo envolvido poreria ndao ser
somente sua conhecida acao anti-inflamatorio, mas parece que a FBM também
age na expressao dos receptores GABA com determinada seletividade para o

receptor GABAa1. O efeito analgésico da FBM ainda teria relagdo com outros
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receptores de dor, como sobre a expressédo de NK-1 e B1. A somatéria destes
efeitos mostra que a terapia por fotobiomodulagédo rage sobre o processo
doloroso em diversas vias, com acédo anti-inflamatodria e sedativa. No entanto,
devido aos raros trabalhos que visem o entendimento deste mecanismo de
acao da TFM, mais estudos sdo necessarios. Além disso, seria importante
entender os efeitos da associacdo destas duas terapias (Farmacologica e
Fototerapia) na modulacdo do processo doloroso. Estudos com diferentes
concentracfes e tempos mais prolongados da associacdo do BZP com a FBM
s80 necessarios, considerando a caracteristica lipofilica deste farmaco o que
influéncia em sua biodisponibilidade e acéo, trazendo novas informacbes e

consequentemente novos caminhos para o controle seguro da dor.
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7. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho demonstraram que o0 modelo
experimental de inducao da tendinite por colagenase aumentou a percep¢ao da
sensibilidade dolorosa associada ao aumento da atividade de mieloperoxidase
e expressdo de receptores de Bradicinina B1, Neurocinina NK-1, GABAa1 e
GABAQ2.

A terapia por fotobiomodulacdo, nos parametros de irradiacéao
808nm; 3J; 100 mW foi eficaz na reducdo da dor, demonstrando efeitos na
reducdo de MPO, da alodinia mecanica, na reducdo da expressao de
receptores Bl e NK-1. Nossos resultados indicam que a terapia por
fotobiomodulacdo apresenta um efeito seletivo sobre o0s receptores
gabaérgicos, justificados pelo aumento da expressao de receptores GABAa1 e
reducdo dos receptores GABAa2, somado ao fato da antagonizacdo dos

receptores GABA pelo uso do Flumazenil reduzir o efeito da FBM.

A associacgédo das terapias farmacoldgicas com o uso do Diazepam e
nao farmacoldgica, utilizando laser com baixa intensidade promoveu a

manutengao da alodinia, semelhante ao tratamento com fotobiomodulagéo.
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ANEXOS

Anexo |: Certificado de Aprovacéo do Comité de Etica no Uso

de Animais em Pesquisa.

UNINOVE Comissdo de Etica no

X X N N Uso de Animais
Universidade Nove de Julho

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta Intitulada "ESTUDO EXPERIMENTAL DA TERAPIA POR FOTOBIOMODULACAO NA RESOLUCAO DO
PROCESSO INFLAMATORIO E NO CONTROLE DA DOR EM MODELO DE TENDINITE INDUZIDA POR COLAGENASE", protocolada sob o
CEUA n2 2322171019 (0 000136, Sob a responsabilidade de Rodrigo Labat Marcos - que envolve a producao, manutencao efou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/UNINOVE) na reunido de 27/11/2019.

We certify that the proposal "EXPERIMENTAL STUDY OF PHOTOBIOMODULATION THERAPY IN RESOLUTION OF THE INFLAMMATORY
PROCESS AND CONTROL OF PAIN IN COLLAGENASE-INDUCED TENDINITE", utilizing 55 Heterogenics rats (55 males), protocol
number CEUA 2322171019 o ooo196), under the responsibility of Rodrigo Labat Marcos - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Nove de Juiho University (CEUA/UNINOVE) in the meeting of 11/27/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 11/2019 a 12/2022 Area: Biofoténica Aplicada As Ciéncias da Salde
Origem: Biotério - Unidade Vergueiro

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 3 a6 meses N: 55
Linhagem: Wistar Peso: 250a350¢g

Local do experimento: Laboratério de pés graduacao 3 subsolo vergueiro Biotério Uninove Vergueiro

Sao Paulo, 27 de novembro de 2019
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Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos Profa. Dra. Stella Regina Zamuner
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho Universidade Nove de Julho



