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RESUMO

A sindrome da Dor Complexa regional — Tipo I (SDCR —I), ¢ definida
como uma situagdo dalgica associada a disturbios neurovegetativos,
sensitivos e motores, sem a ocorréncia de lesdo nervosa periférica. A
nicotina ¢ um dos principais componentes do tabaco e devido as suas
propriedades vasoconstritoras, pode atuar com um efeito deletério aos
sintomas da SDCR — L. O objetivo do presente estudo foi verificar os
efeitos da terapia de fotobiomodulacdo através do Laser de Baixa
Intensidade (LBI) em diferentes comprimentos de onda, na Sindrome da
Dor Complexa Regional — Tipo I em camundongos, associada ou ndo, ao
uso da nicotina. Foram utilizados 64 camundongos da linhagem Swiss,
divididos em 8 grupos: Naive; Sham; Controle; 660 nm (30 mW, 0,06
cm?, 10 J/em?, 20 s, 0,6 J); 830 nm (30 mW, 0,116 cm?, 10 J/cm?, 40 s,
1,2 J); Nicotina; Nicotina + 660 nm (30 mW, 0,06 cm?, 10 J/cm?, 20 s, 0,6
J) e Nicotina + 830 nm (30 mW, 0,116 cm?, 10 J/cm? 40 s, 1,2 J). A
SDCR - I foi induzida pela lesdo isquemia-reperfusdo (IR), através da
colocagdo de um anel elastico proximal a articulagio do tornozelo, da pata
posterior direita, com retirada do mesmo apds trés horas, permitindo a
reperfusdo da pata. Os animais foram avaliados quanto a hiperalgesia
térmica ao calor, hiperalgesia mecanica, edema da pata, e atividade
locomotora espontdnea no periodo basal e apds 4, 7, 14, 21 dias de
inducdo da sindrome. Para a analise estatistica a normalidade na
distribui¢ao dos dados foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk,
seguido pelo método Two-Way ANOVA, com coeficiente de
significancia de (p<0,05) com o post-hoc de Tukey. através do software
GraphPad Prism 6.0. Dentre os resultados, foi observado que no 21 dia
de avaliagdo ocorreu uma melhorana hiperalgesia mecéanica do grupo 660
nm, 830 nm e com associacao de nicotina, quando comparados aocontrole
(p<0,05); na hiperalgesia térmica os grupos 660 nm, 830 nm e associados
a nicotina quando comparados ao sham (p<0,05). No edema ¢ atividade
locomotora espontanea ndo houve diferenga significativa no tltimo dia de
avaliagdo. Assim, pode-se concluir que, na amostra analisada, o LBI 660
e 830 nm foram eficazes na diminuicdo da hiperalgesia mecanica e
térmica, sendo que o comprimento de onda de 660 nm, apresentou
melhores resultados. O efeito deletério da nicotina ficou evidenciado, e
estes quando tratados com o laser houve uma redugdo dos efeitos
negativos.



Palavras-chave: Terapia com Luz de baixa intensidade; Distrofia
Simpatica Reflexa; Nicotina; Reabilitagao.



ABSTRACT

Complex Regional Pain Syndrome - Type I (CRPS - 1) is defined as pain
full situation associated with neurovegetative, sensory and motor
disorders, without the occurrence of peripheral nerve damage. Nicotine is
one of the main components of tobacco and, due to its vasoconstricting
properties, may have a deleterious effect on the symptoms of CRPS - 1.
The objective of the present study was to verify the effects of
photobiomodulation therapy through the Low Level Intensity (LLI) in
different wavelengths, in Complex Regional Pain Syndrome - Type I in
mice, submitted or not, to the use of nicotine. Sixty-four Swiss mice were
divided into 8 groups: Naive; Sham; Control; 660 nm (30 mW, 0,06 cm?,
10 J/em?, 20 s, 0,6 J); 830 nm (30 mW, 0,116 cm?, 10 J/cm?, 40 s, 1,2 J);
Nicotine; Nicotine + 660 nm (30 mW, 0,06 cm?, 10 J/cm?, 20 s, 0,6 J) and
Nicotine + 830 nm (30 mW, 0,116 cm?, 10 J/cm?, 40 s, 1,2 J). CRPS -1
was induced by the ischemia - reperfusion injury (IR), by placing an
elastic ring proximal to the ankle joint, of the right hind paw, with
removal of the ankle after three hours, allowing the paw reperfusion. The
animals were evaluated for thermal hyperalgesia to heat, mechanical
hyperalgesia, paw edema, and spontaneous locomotor activity at baseline
and after 4, 7, 14, 21 days of induction of the syndrome. For statistical
analysis, the normality of the data distribution was verified using the
Shapiro-Wilk test, followed by the Two-Way ANOVA method, with a
coefficient of significance of (p <0.05) with Tukey post-hoc. through
GraphPad Prism 6.0 software. As results we observed that in the 21 day
of evaluation, in the mechanical hyperalgesia the 660 nm, 830 nm and
with association of nicotine (p <0.05) x control; in thermal hyperalgesia
the 660 nm, 830 nm and associated with nicotine (p <0.05) x sham. In
spontaneous locomotor edema and attitudes there was no significant
difference on the last day of evaluation. We concluded that the
photobiomodulation (660 nm and 830 nm) was effective in reducing
mechanical hyperalgesia, in reducing thermal hyperalgesia the laser 660
nm presented more significant results at wavelength 830 nm. The
deleterious effect of nicotine was evidenced, and these when treated with
the laser there was a reduction of the negative effects.

Keywords: Low-intensity light therapy; Reflex Sympathetic Dystrophy;
Nicotine; Rehabilitation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - A) Modelo de isquemia-reperfusao, com alocacido de um
elastico proximal a articulagdo da pata traseira direita. B) Sinais da
indu¢do da SDCR tipo I, com edema e alteragdo na coloracgio.............. 23
Figura 2 - A) Método de avaliag@o da hiperalgesia mecanica. B) Método
de avaliagdo da hiperalgesia mecanica C) Método de avaliagdo do
edema D) Método de avaliacdo da atividade locomotora...................... 25



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Dados referentes a avaliagdo da Hiperalgesia Mecanica

através do Von Frey (*p<0,05). ..oooveeoiriieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27
Tabela 2 - Dados referentes a avaliacdo da Hiperalgesia Térmica através
do Hargreaves (FP<0,05)....c.cccuerieriienieiieniieieeneenieeneeseenee e e 29
Tabela 3 - Dados relacionados a avaliagdo do Edema, através do
micrometro digital (¥p<0,05). ..ccceeoierieririeiere e 30
Tabela 4 - Dados referentes a Atividade locomotora - quadros cruzados
(FP0,05) . ettt et s 32

Tabela 5 - Dados referentes a Atividade locomotora - apoio bipodal
(FP0,05). 1ttt ettt ettt b e reeeneneas 34



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AsGaAl: Arseneto de Galio Aluminizado

ATP: Adenosina Trifosfato

CCO: Citocromo C Oxidase

cm?: Centimetro quadrado

CONCEA: Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
CRPS —I: Complex Regional Pain Syndrome — Type |
DSR: Distrofia Simpatica Reflexa

g: Gramas

i.p.: Intra-peritonial

IR: Isquemia-Reperfusio

J/em?: Joule por centimetro quadrado

J: Joule

LAIF: Laboratorio Autoimunidade e Imunofarmacologia
LARAL: Laboratorio de Avaliagdo e Reabilitacdo do Aparelho
Locomotor

LBI: Laser de Baixa Intensidade

mg/Kg/dia: Miligramas por quilo por dia

min: Minutos

ml: Mililitros

mm: Milimetros

mW: Megawatt

nm: nandmetro

NO: Oxido Nitrico

s: Segundos

SDCR - I: Sindrome da Dor Complexa regional — Tipo |
SDCR — II: Sindrome da Dor Complexa regional — Tipo II
UFSC: Universidade Federal de Santa Catarina



1.1
1.1.1
1.1.2

2.1
22
23
2.4
241

2.4.2
243
2.5

251
2.5.2
2.5.3
254

SUMARIO

INTRODUCAO 1
OBJETIVOS ..o 3
Objetivo Geral 3
Objetivos Especificos 3
MATERIAL E METODOS 5
ASPECTOS ETICOS......oooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 5
AMOSTRA ..o 5
GRUPOS EXPERIMENTAIS ........coovvovieeeeeeeiesesesrseesenan 5
PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL.......cocoveivemeeereeennnn. 6

Inducio da Sindrome da Dor Complexa Regional — Tipo I
6

Nicotina 7
Fotobiomodulaciao 7
PROCEDIMENTOS DE COLETA DE DADOS.................... 7
Avaliacdo da Hiperalgesia Mecanica 7
Avaliacdo da Hiperalgesia Térmica ao Calor ..................... 8
Avaliacao do Edema de Pata 8
Avaliacido da Atividade Locomotora Espontinea............... 8
ENDPOINTS ..ottt 9
EUTANASIA ..ottt 9
ANALISE ESTATISTICA ....coovovoeieiieeieeee e 9
RESULTADOS 17
ARTIGO ..ottt 17
NORMA DA REVISTA 43
CONSIDERACOES FINAIS 51

APENDICE A - Aprovacio CEUA 53




1 INTRODUCAO

A sindrome da Dor Complexa Regional (SDCR) também
conhecida como Distrofia Simpatica Reflexa (DSR) ¢ definida como uma
situacdo algica extrema (nociceptiva ou neuropatica) associada a
distirbios neurovegetativos, sensitivos e motores, possuindo predominio
distal, com duracdo, magnitude e intensidade dolorosa desproporcional
(BRUEHL, 2015; KOLB et al., 2012).

A SDCR ¢ dividida em tipo I (SDCR — I), sem lesdo nervosa ¢ a
do tipo II (SDCR — II), com lesdo do nervo periférico (BUSSA et al.,
2015; ROCKETT, 2014; TODOROVA, 2013). O trauma ¢ a etiologia
mais encontrada, envolvendo entorses, fraturas, luxagdes, laceragdes,
contusdes e distensdes, além de imobilizagao prolongada, gesso e traumas
cirurgicos. Sua fisiopatologia ainda n3o ¢é totalmente elucidada, mas
acredita-se que eventos (trauma ou lesao) afetam o controle autondémico
periférico e modificam atividade do sistema nervoso central e periférico,
aumentando excitabilidade dos neur6nios nociceptivos diminuindo o
limiar de dor. Atividade a-adrenérgica ¢ sensibilizada no corno dorsal da
medula, frente a estimulos dolorosos. Ocorre a ativacdo reflexa de
neurénios simpaticos sensoriais, ocasionando uma hiperatividade
simpatica. (BRUEHL, 2015; MARINUS, 2011).

A SDCR - I engloba manifesta¢des clinicas como a presenca de
dor, hiperalgesia, alodinea, hiperestesia, hiperatividade autondmica com
alteragdes na coloracdo da pele e sua temperatura, além de sudorese e
edema (BUSSA et al., 2015; BIRKLEIN, 2015), podendo ocoorer o
déficit funcional como: a diminuigdo da motricidade, fraqueza, tremores,
espasmos musculares e dificuldade de movimentag¢do do membro
(KELMER, SCHOUTEN & GRACELY, 2000). A SDCR possui uma
consideravel variacdo entre os sinais e sintomas que geralmente resulta
em trés fases amplamente definidas da sindrome, a primeira tipificada por
hiperemia e edema (fase inflamatoria), a segunda por frio, hiperidrose e
cianose (fase cronica) e a terceira por distonia, alteracdes distroficas e
incapacidade (BEAN, JOHNSON & KYDD, 2014; SANDRONI et al.,
2003).

Estudos sobre a incidéncia e prevaléncia da SDCR sio escassos,
nos EUA as estimativas indicam uma incidéncia baixa entre 5 e 26 casos
por 100.000 pessoas por ano (MARINUS et al, 2011;
SCHWARTZMAN, ERWIN & ALEXANDER, 2011). A epidemiologia
da SDCR mostra predominio de ocorréncia no género feminino, a partir



da quarta década de vida, em apenas um membro, sendo que 57%
desenvolvem-se no primeiro més apds a apresentacdo da lesio (MEENA
et al., 2015). Dos individuos tratados com SDCR no primeiro ano de
lesdo, 80% apresentam melhoras significativas; e apenas 50% dos
tratados apos 1 ano irdo ter a resolutividade do quadro (SKIRVEN et al.,
2011).

Para o tratamento da SDCR além da terapia medicamentosa,
existem estudos que apontam diferentes recursos terapéuticos para o
alivio das manifestacdes clinicas como: terapia manual, exercicio
terapéutico, terapia do espelho e agentes eletrofisicos (DIMITRIJEVIC et
al., 2014; ANDERSON, 2002). Dentre os agentes eletrofisicos, a terapia
de fotobiomodulagdo através do o laser de baixa intensidade (LBI), vem
ganhando destaque no tratamento da SDCR, atuando nas vias que
envolvem o oxido nitrico, os fotons revertem a inibi¢do mitocondrial,
potencializando o efeito da bomba de sd6dio-potassio gerando assim um
aumento no metabolismo e proliferacao celular (LARANIA et al., 2012;
LIMA et al.,, 2011; POYTON & BALL, 2011). Com o estimulo a
producdo de ATP, que estimula a microcirculagdo ocasionando uma
inibicdo a sensibilizagdo periférica e consequentemente diminuicdo de
neuropeptidios inflamatorios e aumento na liberagdo de mecanismos anti-
oxidantes (ALBUQUERQUE et al., 2015; GUPTA et al., 2014). O LBI
possui efeitos terapéuticos como analgesia, efeitos anti edematosos e anti-
inflamatorios, além de propriedades regenerativas (JI-HUA et al., 2017)
e o seu uso pode reduzir custos e diminuir os efeitos adversos durante o
tratamento.

A nicotina ¢ um alcaloide toxico e um dos principais componentes
do tabaco, responsavel pela maioria dos efeitos deletérios causados pelos
cigarros (ZENZES, 2000). Devido as propriedades da nicotina de elevar
os niveis plasmaticos de epinefrina e norepinefrina, substancias
vasoconstritoras, isto pode levar uma diminui¢do do fluxo sanguineo nas
extremidades, sendo um fator de piora dos sintomas da SDCR e até
mesmo de risco para o desencadeamento da sindrome (BERLEY,
YAMANO & SUKOTJO, 2010; PINTO et al., 2002).

Apesar da sintomatologia e do déficit funcional dos individuos
com SDCR - I, além de sua baixa incidéncia, pesquisas pré-clinicas
podem fornecer uma melhor padronizagdo nos pardmetros utilizados.
Assim, o modelo apresentado primeiramente por (Coderre et al., 2004) e
adaptado para camundongos por (Millecamps et al., 2010), no qual ¢
realizada uma isquemia-reperfusdo (IR) de trés horas na pata de



camundongos, através de um torniquete préximo a regido do tornozelo,
induz os sintomas da SDCR — I, com repercussdes como hiperemia e
edema, seguida de dor neuropatica. Os estudos sobre o modelo, revelam
que nao ha sinal de lesdo do nervo periférico devido ao torniquete
(MARTINS et al., 2015; CODERRE & BENNETT, 2010).

Os estudos que utilizam recursos terap€uticos tém grande
importancia, devido a sua aplicabilidade na pratica clinica. O LBI ¢
amplamente utilizado em pesquisas que envolvem a reducdo de sintomas
inflamatorios, como a dor ¢ o edema. Contudo, existe uma escassez de
estudos clinicos que abordem os agentes eletrofisicos e SDCR — 1, e esses
ndo apresentam um consenso quanto a metodologia, com variagdes
quanto ao comprimento de onda, densidade de energia e 0 modo de pulso
utilizado, proporcionando assim conclusdes controversas, além do fato,
do baixo niimero de ensaios clinicos, devido a baixa epidemiologia da
mesma, apesar do desprendimento de altos custos médicos e sociais
relacionados a perda de produtividade, incapacidade (MEENA et al,
2015).

O presente estudo ¢ inovador na comparacdo de diferentes
comprimentos de onda da fotobiomodulagdo associado ou ndo ao uso da
nicotina em um modelo de IR.

Frente ao exposto, este estudo, analisou, o efeito do LBI na SDCR
— Tipo I, induzida por isquemia-reperfusdo em um modelo animal. Com
a hipdtese de reduzir os sintomas dos animais além da nicotina atuar como
fator deletério a resolugdo do quadro.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos da terapia de
fotobiomodulagdo através do Laser de Baixa Intensidade (LBI) em
diferentes comprimentos de onda, na Sindrome da Dor Complexa
Regional — Tipo I em camundongos, submetidos ou ndo ao uso da
nicotina.

1.1.2 Objetivos Especificos

Analisar os efeitos do LBI (660 e 830 nm), associado ou ndo ao
uso da nicotina, no hiperalgesia mecanica.



Analisar os efeitos do LBI (660 ¢ 830 nm), associado ou ndo ao
uso da nicotina, no hiperalgesia térmica.

Analisar os efeitos do LBI (660 e 830 nm), associado ou ndo ao
uso da nicotina, no edema.

Analisar os efeitos do LBI (660 e 830 nm), associado ou ndo ao
uso da nicotina, na atividade locomotora espontanea, tanto no niumero de
quadrados cruzados quanto no numero de apoio bipodal.



2 MATERIAL E METODOS
2.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os protocolos e procedimentos utilizados neste estudo se
encontram aprovados pelo Comité de Etica de Experimenta¢io Animal
da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC, nimero de
protocolo n°® 1474140817).

2.2 AMOSTRA

Para os experimentos foram utilizados camundongos Swiss
adultos, machos, com peso médio de 30-40 gramas, oriundos do Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e mantidos no
biotério setorial do Campus Ararangua-UFSC. Os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas com no maximo 5 animais em cada, com
ventilagdo, controle de temperatura (22 + 2°C) e umidade (60 - 80%) em
ciclo de 12 horas claro-escuro, agua e ragao ad libitum. Os experimentos
foram realizados na sala cirirgica e comportamental do Biotério Setorial
da UFSC/Ararangud, durante a fase clara do ciclo (7 - 19 horas) e os
animais mantidos no laboratdrio para aclimatagdo por pelo menos 30
minutos antes da realiza¢do das avaliac¢des.

2.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para definir o tamanho da amostra foi utilizado o teste de
estimativas aplicado a formula descrita abaixo, definida na literatura.

n= {[(zalfa + zbeta)*s]/sigma} 2

1. O valor de alfa foi fixado em 0,05. Assim o valor de zalfa
baseado na tabela de valores de z para distribui¢do bi-caudal é de 1,96;

2 O valor de beta foi fixado em 0,10. Assim o valor de zbeta
baseado na tabela de valores de z distribui¢do unicaudal é de 1,28;

3. O valor da diferenga entre as médias dos grupos (sigma)
como sendo pelo menos 40%, baseado em dados experimentais do nosso
grupo de pesquisa.

4, O valor do desvio padrdo (s) como sendo em média 35% do
valor das médias, baseado em dados experimentais do nosso grupo de
pesquisa.



Assim, aplicando os valores a formula acima ficou definido o
numero de 8 animais por grupo, totalizando 64 camundongos, divididos
aleatoriamente em:

eNaive (n=8) — ndo submetidos ao protocolo experimental de IR.

eSham (n=8) — anestesiados e submetidos a simulagdo do
protocolo experimental de IR.

eControle (n=8) — submetidos ao protocolo experimental de IR.

¢660 nm (n=8) — submetidos ao protocolo experimental de IR e
irradiagdo do LBI com 30 mW, 0,06 cm?, 10 J/cm?, 20 s, 0,6 J.

¢830 nm (n=8) — submetidos ao protocolo experimental de IR e
irradiag¢do do LBI com 30 mW, 0,116 cm?, 10 J/cm?, 40's, 1,2 J.

eNicotina (n=8) — submetidos a administracdo de nicotina (2
mg/Kg/dia), por 28 dias e apds indugdo do protocolo experimental de IR.

eNicotina + 660 nm (n=8) — submetidos a administragdo de
nicotina (2 mg/Kg/dia), por 28 dias e apds indugdo do protocolo
experimental de IR, com irradiagdo do LBI de 30 mW, 0,06 cm?, 10 J/cm?,
205s,0,6 7.

eNicotina + 830 nm (n=8) — submetidos a administragdo de
nicotina (2 mg/Kg/dia), por 28 dias e apos indugdo do protocolo
experimental de IR, com irradiacdo do LBI de 30 mW, 0,116 cm?, 10
J/em?,40s, 1,2 J.

2.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.4.1 Inducio da Sindrome da Dor Complexa Regional — Tipo I

A SDCR -1 foi induzida pela lesdo isquemia-reperfusdo (IR) em
camundongos (CODERRE et al., 2004; MILLECAMPS et al, 2010). Os
animais foram pesados e entdo anestesiados com uma combinagdo de
Cetamina a 10% (0,1 ml/100 g peso corporeo) e Xilazina a 2% (0,07
ml/100 g peso corpdreo) com reforcos de 20% do volume inicial no final
da primeira e segunda hora, sendo administradas por via intraperitoneal
(i.p.). Apos a verificagdo da perda do estado de consciéncia do animal,
por meio do pingcamento da cauda e das pregas interdigitais, foi
posicionado um anel elastico com 1,3 mm de didmetro interno (elastico
ligadura 60.03.302, marca: Morelli) proximal a articulagdo do tornozelo



da pata posterior direita. Apos o periodo de isquemia de trés horas, o anel
foi cortado permitindo a reperfusdo da pata. Posteriormente ao
procedimento de IR, os animais permaneceram proximos a uma ldmpada
para aquecimento até retornarem a deambular pela caixa, voltando para o
biotério de experimentagdo.

Todos os procedimentos e simulagdes foram realizados na regido
plantar da pata traseira direita dos camundongos.

2.4.2 Nicotina

A nicotina administrada nos respectivos grupos (Nicotina Sulfato
L-1 Metil-2 (3-Piridil) -Pirrolidina Sulfato; grau II; PM 422-6; SIGMA
ALDRICH®), diluida com solugdo salina e injetada nos tecidos
subcutaneos dos camundongos (2 mg/Kg/dia), por 28 dias antes da
inducdo da SDCR — Tipo I (NEVES et al., 2017).

2.4.3 Fotobiomodulacao

Foram utilizados dois comprimentos de onda diferentes: 660 nm
(30 mW, 0,06 cm?, 10 J/em? 20 s, 0,6 J/dia com feixe continuo,
totalizando 12,6 J) e 830 nm (30 mW, 0,116 cm?, 10 J/cm?, 40 s, 1,2 J/dia,
com feixe continuo, totalizando 25,2 J) do Ibramed Medical Devices ™
(Laserpulse, Amparo, Sao Paulo, Brasil) (NEVES et al., 2017).

As aplicagdes do LBI foram realizadas em um unico ponto no
dorso da pata traseira direita. A caneta posicionada a 90° em relagdo ao
tecido cutineo, sendo utilizada a técnica pontual com contato. A
irradiacao do LBI foi realizada imediatamente apos a inducdo da SDCR
— Tipo I e tratados por um periodo de 21 dias.

2.5 PROCEDIMENTOS DE COLETA DE DADOS
2.5.1 Avaliacio da Hiperalgesia Mecanica

O procedimento de avaliagdo da hiperalgesia mecanica feito
através da utilizagdo dos Filamentos de Von Frey (VFH, Stoelting,
Chicago, Estados Unidos) pelo método de frequéncia de retirada (0-
100%). Os animais foram alocados individualmente em caixas de acrilico
(9x7x11cm) em plataformas de arame elevadas, as quais permitem o



acesso a superficie plantar da pata traseira direita dos animais. A
frequéncia da resposta de retirada foi avaliada apds 10 aplicagdes, com
intervalo de 1 segundo. O filamento (0,4 g) configurado a partir de
estudos anteriores para produzir uma frequéncia de retirada média de
cerca de 15%, adequado para medir a hiperalgesia mecanica (QUINTAO
et al., 2005 & BORTOLANZA et al., 2002).

2.5.2 Avaliacio da Hiperalgesia Térmica ao Calor

Para avaliar a hiperalgesia térmica, realizado com o equipamento
Hargreaves (UgoBasile, Comerio, Italia). Sendo mensurada a laténcia de
retirada da pata traseira direita dos animais ap6s a aplicacdo do estimulo
térmico. O tempo de 22 segundos foi determinado como cut-off, a fim de
evitar possiveis danos teciduais na pata dos animais. Foram realizadas trés
medidas do tempo de resposta, em intervalos de 20 segundos
(FERNANDES et al., 2016).

2.5.3 Avaliacido do Edema de Pata

Os procedimentos para avaliar o didmetro ou edema da pata dos
animais, foram realizados com o micrometro digital (Digimess, Sao
Paulo, Brasil), com capacidade de 0-25 mm e exatiddo 0.001 mm), que
propicia uma avaliagdo antero-posterior da regido da pata traseira direita
dos animais, ocasionando uma minima compressdo da pata. Realizado
uma média de trés compressdes repetidas, os dados obtidos expressos em
milimetros (VIEIRA et al., 2017).

2.5.4 Avaliacio da Atividade Locomotora Espontinea

Para avaliacao da atividade locomotora espontinea, utilizamos o
método do campo aberto, que consiste de uma caixa de madeira medindo
(40x60x50cm) ¢ o fundo desta arena é dividido em 12 quadrados
idénticos. Todos os camundongos submetidos ao estudo, foram avaliados
individualmente na arena e observados por um periodo de 5 min. Foram
quantificados o numero de quadrados cruzados por todas as patas do
animal e também o niimero de vezes que o animal ficou em apoio bipodal
(MEOTTI et al., 2006).



Todas as avaliagdes acima descritas foram realizadas antes e apds
4,7, 14 e 21 dias da indugdo da SDCR — Tipo I.

2.6 ENDPOINTS

O Guia Brasileiro de Criacdo e Utilizagdo de Animais para
Atividades de Ensino e Pesquisa, o qual contempla uma das competéncias
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), preconiza: que a prevengdo de dor e distresse potencial
requerem conhecimento do controle e manuseio do animal, seu
comportamento normal e o que pode ser esperado se os procedimentos
utilizados causarem efeitos adversos nele. Protocolos experimentais que
envolvem morte como desfecho provavel, a escolha de um ponto final
humanitario adequado ¢ ainda mais importante para abreviar o sofrimento
de animais que progredirdo inexoravelmente para a morte. O uso de
pontos finais humanitarios contribui para o refinamento provendo uma
alternativa aos pontos finais experimentais no caso de dor ou distresse
grave nos animais.

Quando foram observada lesdes em regides anatOmicas como
cauda, orelha e pata o referido animal foi separado dos demais. Quando o
aumento da dor e/ou do distresse impossibilitaram a avaliagdo das
variaveis do estudo, o animal foi eutanasiado, para que esses fatores
fossem prevenidos, aliviados ou finalizados (DENNIS, 2000).

2.7 EUTANASIA

A eutandsia foi efetuada pelo uso excessivo de anestésico:
Cetamina e Xilazina seguindo as recomendagdes da Lei n. 11.794/2008,
do decreto n. 6.899/2009 e demais resolu¢cdes do CONCEA.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism, versdo 6.0 (San Diego, CA, USA). Antes da analise de
cada grupo, a normalidade na distribuicdo dos dados foi verificada por
meio dos procedimentos da estatistica descritiva, utilizando-se o teste de
Shapiro-Wilk. Apos o teste de normalidade, estes foram submetidos a
analise estatistica realizada pelo método Two-Way ANOVA, com
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coeficiente de significancia de (p<0,05) utilizando o post-hoc teste de
Tukey.
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RESUMO

Objetivo: Verificar os efeitos da terapia de fotobiomodulagdo em um
modelo experimental de Sindrome da Dor Complexa Regional — Tipo 1,
associada ou ndo ao uso da nicotina. Métodos: Foram utilizados 64
camundongos da linhagem Swiss, divididos em: Naive; Sham; Controle;
660 nm (30 mW, 0,06 cm?, 10 J/cm?, 20 s, 0,6 J); 830 nm (30 mW, 0,116
cm?, 10 J/em?, 40 s, 1,2 J); Nicotina; Nicotina + 660 nm (30 mW, 0,06
cm?, 10 J/em?, 20 s, 0,6 J) e Nicotina + 830 nm (30 mW, 0,116 cm?, 10
J/em?, 40 s, 1,2 J). A SDCR — I foi induzida por um modelo experimental
de isquemia-reperfusdo (IR). Os animais foram avaliados quanto a
hiperalgesia mecanicae térmica ao calor, edema da pata e atividade
locomotora espontinea; no periodo basal e apos 4, 7, 14, 21 dias da
indugdo. A analise estatistica foi feita pelo método Two-Way ANOVA,
com coeficiente de significancia de p<0,05 utilizando o post-hoc de
Tukey. Resultados: No 21 dia de avaliacdo ocorreu uma melhora na
hiperalgesia mecénica do grupo 660 nm, 830 nm e com associagdo de
nicotina, quando comparados ao controle (p<0,05); na hiperalgesia
térmica os grupos 660 nm, 830 nm e associados a nicotina quando
comparados ao sham (p<0,05). No edema e atividade locomotora
espontanea ndo houve diferenca significativa no ultimo dia de avaliacdo.
Assim, pode-se concluir que, na amostra analisada, o LBI 660 ¢ 830 nm
foram eficazes na diminui¢do da hiperalgesia mecanica e térmica, sendo
que o comprimento de onda de 660 nm, apresentou melhores resultados.
O efeito deletério da nicotina ficou evidenciado, e estes quando tratados
com o laser houve uma redugdo dos efeitos negativos.

Palavras-chave: Laser de baixa intensidade; Dor neuropatica,
Inflamagdo, Sindrome da Dor Complexa Regional, Reabilitagao.
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INTRODUCAO

A sindrome da Dor Complexa Regional (SDCR) primariamente
conhecida como Distrofia Simpatica Reflexa (DSR) ou Distrofia de
Sudeck ¢ definida como uma sindrome incapacitante, associada a uma
condi¢do dolorosa extrema (nociceptiva ou neuropatica) e distarbios
sensitivos, motores sudomotores, vasomotores, edema e troficos [1,2].

De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP), SDCR ¢ dividida em tipo I (SDCR — I), sem lesdo nervosa
periférica e a do tipo II (SDCR —II), com lesdo associada [3,4]. O trauma
¢ a etiologia mais encontrada, envolvendo entorses, fraturas, luxacdes,
laceragdes, contusdes e distensdes, além de imobilizacdo prolongada,
gesso e traumas cirirgicos [5,6]. Sua fisiopatologia ainda ndo é totalmente
elucidada, mas acredita-se que algum trauma ou evento lesivo possa
afetar o controle autondmico periférico e modificar atividade do sistema
nervoso central, aumentando excitabilidade dos neurdnios nociceptivos
diminuindo o limiar de dor [1,6].

A epidemiologia da SDCR mostra predominio de ocorréncia
distal, no género feminino, a partir da quarta década de vida, em apenas
um membro, sendo que 57% desenvolvem-se no primeiro més apos a
apresentagdo da lesdo [7]. Dos individuos tratados com SDCR no
primeiro ano de lesdo, 80% apresentam melhoras significativas; e apenas
50% dos tratados apos 1 ano irdo ter a resolutividade do quadro [8].

A SDCR - I engloba sinais e sintomas como a presenca de dor,
hiperalgesia, alodinea, hiperestesia, alteragdes na coloragao da pele e sua
temperatura, sudorese, edema [3,5]. H4 também um grande
comprometimento funcional como a diminuicdo da motricidade,
fraqueza, tremores, espasmos musculares e dificuldade de movimentacao
do membro [9]. A progressdo da sindrome ocorre em paralelo com a
transi¢do dos sintomas passando de uma fase - “quente” inflamatoria, para
uma de caracteristica autonémica - “fria” [1,10].

Através da sua fisiopatologia, estima-se que na SDCR o
vasoespasmo ¢ patogénico, sendo que alguns estudos sugerem que os
individuos devem evitar o uso do tabaco. A nicotina ¢ um alcaloide téxico
e um dos principais componentes do tabaco, responsavel pela maioria dos
efeitos deletérios causados pelos cigarros [11]. Devido as propriedades da
nicotina de elevar os niveis plasmaticos de epinefrina e norepinefrina,
substincias vasoconstritoras, isto pode levar uma diminui¢do do fluxo
sanguineo nas extremidades, sendo um fator de piora dos sintomas da
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SDCR e até mesmo de risco para o desencadeamento da sindrome
[12,13].

Apesar da sintomatologia e do déficit funcional dos individuos
com SDCR - I, além de sua baixa incidéncia, pesquisas pré-clinicas
podem fornecer uma melhor padronizagdo nos pardmetros utilizados.
Assim, o modelo apresentado primeiramente por Coderre et al.[14], e
adaptado para camundongos por Millecamps et al.[15], no qual ¢
realizada uma isquemia-reperfusdo (IR) de trés horas na pata de
camundongos, através de um torniquete préximo a regido do tornozelo,
induz os sintomas da SDCR — I, com repercussdes como hiperemia e
edema, seguida de dor neuropatica. Os estudos sobre o modelo, revelam
que ndo ha sinal de lesdo do nervo periférico devido ao torniquete [16,17].
Como reconhecido de tratamento dificil, o modelo criado em laboratorios
permite a investigacdo de novos tratamentos complementares a terapia ja
existente, com o objetivo de reduzir custos e diminuir os efeitos adversos
durante o tratamento.

Estudos apontam diferentes recursos terapéuticos para o alivio das
manifesta¢cdes clinicas como: terapia manual, exercicio terapéutico,
terapia do espelho e agentes eletrofisicos [18,19]. Dentre os agentes
eletrofisicos, o laser de baixa intensidade (LBI) vem ganhando destaque
no tratamento complementar da SDCR, na qual a fotobiomodulagio
produz efeitos benéficos nas células e tecidos, reduzindo a inflamacdo e
consequentemente o edema e a dor, além das propriedades regenerativas
[20]. A luz ¢ absorvida pelos fotons, ¢ age aumentando a atividade da
enzima citocromo ¢ oxidase (CCO), enzima responsavel pela producdo
de Adenosina Trifosfato (ATP), devido a sua agdo de dissociagdo do
oxido nitrico (NO), impedindo que ocorra a inibi¢do do CCO [21]. Com
o aumento da produgdo de ATP na cadeia mitocondrial, existe um
aumento no metabolismo e proliferacdo celular ocasionando uma
diminui¢do de neuropeptidios inflamatdrios e aumento na liberagdo de
mecanismos anti-oxidantes [22,23].

Os estudos que utilizam recursos terap€uticos tém grande
importancia, devido a sua aplicabilidade e baixo custo na pratica clinica.
Contudo, existe uma escassez de estudos que abordem agentes
eletrofisicos e SDCR — 1, e esses ndo apresentam um consenso quanto a
metodologia, proporcionando assim conclusdes controversas, além de
que, os pacientes que sofrem da doenga estdo associados ao
desprendimento de altos custos médicos e sociais relacionados a perda de
produtividade, incapacidade [7].
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O presente estudo ¢ inovador na comparacdo de diferentes
comprimentos de onda da fotobiomodulagdo associado ou ndo ao uso da
nicotina em um modelo de IR, a fim de trazer uma perspectiva de
parametros para futuros estudos clinicos.

Frente ao exposto, este estudo, analisou, o efeito do LBI na SDCR
— Tipo I, induzida por isquemia-reperfusdo em um modelo animal. Com
a hipdtese de reduzir os sintomas dos animais além da nicotina atuar como
fator deletério a resolugdo do quadro e com objetivo de verificar os efeitos
da terapia de fotobiomodulagdo em um modelo experimental de Sindrome
da Dor Complexa Regional — Tipo I, submetidos ao uso da nicotina.

MATERIAL E METODOS

Aspectos éticos

Os protocolos e procedimentos utilizados neste estudo foram
aprovados pelo Comité de FEtica e Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC, protocolo
1474140817).

Grupos experimentais

A partir do calculo amostral, ficou definido o uso 