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Resumo

Na pratica clinica, tem sido extensivamente reportado que a dor neuropdtica ¢ de dificil
tratamento, além de ser um importante problema de satde publica. As opgdes terapéuticas para
o controle da dor neuropatica tém aumentado nos ultimos anos, entretanto a resposta dos
pacientes com esse tipo de dor, para muitos, ndo € satisfatoria. Na tltima década diversos estudos
tém mostrado que os tratamentos ndo medicamentosos como fotobiomodulagado e exercicio fisico
tem sido cada vez mais usados como adjuvantes a pratica clinica. O objetivo desse trabalho ¢
avaliar se o exercicio fisico, em meio aquatico, associado ou ndo com a fotobiomodulagdo tem
seus efeitos potencializados no modelo animal de constricdo do nervo isquidtico. Para isso
avaliamos o impacto das terapias sobre a forca e atrofia muscular, na resposta nociceptiva, na
presenca ou ndo de células inflamatdrias e colageno, ensaios de histologia para quantificar
proteinas reguladores da miogénese, sendo eles PAX-7 e MYOD apds as intervengdes
terapéuticas. Além de verificar por imagens e quantificar fatores relacionados a atrofia, no
musculo gastrocnémio. Até o momento, nossos resultados demonstraram um efeito benéfico na
resposta dlgica e comportamento motor, além da diminuicdo de células inflamatoérias.
Demonstrando o efeito benéfico de ambas as terapias de forma individual ou mesmo em
associagdo. Sendo de suma importincia a investigacdo de terapias complementares para o
tratamento da dor neuropatica, uma vez que esta patologia ndo responde satisfatoriamente a

nenhum tipo de intervengdo convencional.




Abstract

In clinical practice, it has been widely reported that neuropathic pain is difficult to treat, in
addition, neuropathic pain has been reported as an important public health issue. Therapeutic
options for the management of neuropathic pain have been increased along the years, however
the response of these patients is still not satisfactory. In the last several studies have shown that
non-pharmacologic treatments such as photobiomodulation and swimming have been
increasingly used as adjuncts to clinical practice. The aim of this work is to evaluate whether
swimming associated or not with photobiomodulation has its effects potenciallized on a model
of chronic constriction injury. We evaluated nociceptive responses, impact of behavioral
therapies on muscle strength and atrophy, as well as the determination of muscle fiber types after
therapeutic interventions. We also performed histology assays to quantify myogenesis regulatory
proteins, as well as atrophy-related factors and images, in the gastrocnemius muscle. Our results
have demonstrated a beneficial effect on pain and motor response, when we associate both
therapies. An investigation of therapeutic alternatives for the treatment of neuropathic pain is
important, since this pathology does not respond satisfactorily to any type of conventional

intervention.
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1. INTRODUCAO
1.1 Dor Neuropatica

“Dor ¢ uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ou semelhante
aquela associada a dano real ou potencial ao tecido” [1]. Dentre os tipos de dor descritos na
literatura, definidos pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (“International
Association for the Study of Pain”; IASP), a dor neuropatica foi escolhida como foco deste
trabalho, sendo, portanto, definida como uma dor que ocorre como consequéncia direta de uma
lesdo ou de doencas que afetam o sistema somatossensorial. A dor neuropatica ¢ um tipo de
dor cronica induzida por danos, lesdo e pressdao no sistema nervoso periférico (SNP) e central
(SNC), ¢ também um dos tipos de dor de mais complexo tratamento devido a sua fisiopatologia
complexa[2].

A dor neuropatica apresenta caracteristicas desagradaveis, sendo alguns destes
sintomas, queimacao, dorméncia, formigamento, agulhada, alodinia, hiperalgesia mecanica ou
térmica. Segundo a revisdo sistemdtica da literatura realizada por Guo et al. (2019), sua
ocorréncia de pode chegar a 10% na populagdo geral sendo, portanto, um problema de saude
publica que acaba impactando na qualidade de vida de muitos individuos [3].

Com a longevidade aumentando, os casos de dor neuropatica tém aumentado, muito
devido ao sedentarismo, a ma alimenta¢ao da populagdo em geral que acaba em muitos, gerando
um quadro de obesidade, diabetes e pré-diabetes e alguns dentre outros fatores ambientais ou
mesmo a fatores genéticos. Ainda, na pratica clinica tem sido extensivamente reportado que a
dor neuropatica possui dificil tratamento, muito devido a falta de compreensao dos mecanismos
fisiologicos, celulares e moleculares envolvidos no desenvolvimento e manutencao dessa dor
[4]. Outro fator considerado envolvido na dor neuropatica refere-se a ocorréncia de lesdes no
sistema nervoso periférico, caracterizadas por focos ectdpicos de lesdo nas fibras nervosas
periféricas que por sua vez tem a fun¢do de manter os impulsos nervosos aferentes continuos
até o sistema nervoso central, essa alteragdo na sensibilizacdo central devida a lesdo de nervos
periféricos também contribui para o desenvolvimento da dor neuropatica [3, 5, 6].

Os nervos periféricos como por exemplo o nervo isquidtico, sdo responsaveis pela
condu¢do de impulsos nervosos aferentes continuos para o sistema nervoso central. Alguns
modelos de constricdo do nervo, como a propria constricdo do nervo isquidtico também
contribuem para o desenvolvimento da dor neuropatica [3, 6]. Na clinica, a constri¢do do nervo
isquiatico ¢ chamada de Ciatalgia ou Dor ciatica, que consiste no estado causado pela constri¢ao
do nervo isquidtico [6] que gera dor e uma inflamac¢do ao longo do nervo, afetando também
tecidos adjacentes a ele. Além da dor caracteristica desse quadro de ciatalgia, muitos pacientes
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tém restricdes na mobilidade [7(De Souza, 2007 #506, 8, 9]o que naturalmente pode levar a
uma redugdo da atividade fisica mesmo que diadria. Em modelos animais, existem alguns
protocolos que mimetizam a dor neuropatica como transec¢ao total do nervo isquidtico ou lesao
por esmagamento [10], ou ligacdo nas raizes nervosas de seus ganglios respectivos [11] e a
ligagdo no nervo isquidtico, modelo esse descrito por Bennett et al, 1988, e utilizada neste
trabalho como nosso modelo de estudo[12].

Atualmente o tratamento da dor neuropdtica ¢ realizado através de medicamentos
antidepressivos triciclicos, anticonvulsivantes, administracdo de anestésicos locais, agentes
topicos, analgésicos opioides, antiarritmicos e até neurocirurgias. Apesar da gama de
abordagens farmacoldgicas, a resposta dos pacientes para esses tratamentos ainda ndo ¢é
satisfatoria [3, 4, 13], além de ter uma diversidade de efeitos colaterais adversos, como maiores
riscos de infarto, miopatias subagudas, hipergastrinemia, tumores gastrointestinais, entre outros
[14].

Os tratamentos ndo-medicamentosos cada vez mais vem ganhando seu espaco devido a
seus bons resultados, pela melhora na qualidade de vida e por ndo apresentarem efeitos
colaterais adversos [3, 13, 15-22]. Desta forma, o entendimento da fisiopatologia da dor e de
seus processos, ¢ de uma enorme importancia para a compreensdao dos mecanismos que
desencadeiam os processos dolorosos e, portanto, a escolha da melhor forma de tratamento para

0 paciente.

1.2 Tecido Muscular Estriado Esquelético

O musculo estriado esquelético ¢ o tecido mais abundante do corpo humano,
representando aproximadamente 35% a 45% da massa corporal total [23], a musculatura
esquelética também ¢ composta por numerosas fibras estriadas, cilindricas e alongadas
denominadas midcitos, que tem como fung¢ao postura, producdo de calor e prote¢do e movimento
através da contragdo voluntaria da musculatura [23-26]. Em relacdo a sua constitui¢do, as fibras
musculares sdo compostas por miofibrilas formadas por sarcomeros seriados (menor unidade
contratil do musculo)[26, 27], cuja a morfologia ¢ delimitada por dois discos Z, composto por
filamentos de actina e miosina associados com nebulina e titina, respectivamente, além de
proteinas que auxiliam a estrutura e fun¢do como troponina, tropomiosina, obscurina e proteina
C de ligagdo a miosina (MyBP-C).[26, 28].

O musculo estriado esquelético ¢ formado por miofibras, como citado anteriormente, que
sd0 associadas aos tecidos conjuntivos (endomisio, perimisio e epimisio) e sdo organizadas em
feixes que se prolongam por todo o musculo. Em geral sdo inervadas por terminagdes nervosas
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do sistema nervoso periférico que sdo conectadas as miofibras. Essas conexdes sdo essenciais
para a transmissdo do potencial de acdo do sistema nervoso ao tecido muscular e € a partir delas
que ocorre a contragdo muscular [29] [24, 26] .

Dado tais informagdes e com base na literatura, sabemos que a dor neuropatica pode
afetar diretamente ¢ indiretamente o tecido muscular, de forma a modificar sua fungao e estrutura
através da perda de massa, funcdo e atrofia muscular [8, 26]como mostrado em modelos
experimentais[12, 30] [31] [8] no entanto, as contribui¢cdes em relacdo a lesdes nervosas e atrofia
muscular permanecem incertas.

Devido a isto, o musculo adjacente a lesdo nervosa pode ser afetado por essa falta de
comunicag¢do nervosa[32], podendo ter um comprometimento em sua jun¢do neuromuscular caso
ocorra denervagao, tendo, portanto, uma falha de comunicagao entre o nervo e o musculo [33].
Uma das capacidades mais notaveis do musculo esquelético ¢ seu potencial adaptativo [23], de
modo a ser modificado de acordo com as experiencias e treinamentos de cada individuo. O
treinamento de resisténcia ¢ bem conhecido por induzir hipertrofia muscular e aumentar a forga
e massa muscular por conta do aumento do nimero de fibras musculares. Em contraste, certas
doengas ou condig¢des diferentes, como a imobilizagdo, a baixa utilizagdo de um musculo ou em
casos mais severos como a constrigdo de um nervo como o nervo isquiatico, envelhecimento,
denervagdo podem levar a atrofia muscular e perda de fungdo muscular [31, 34].

O musculo gastrocnémio ¢ um musculo superficial, localizado na regido posterior da
perna. E constituido pelos ventres medial e lateral, que possuem extremidades proximais nos
condilos femorais medial e lateral. Os ventres deste musculo formam uma aponeurose na
extremidade distal que se estende ao tenddo calcaneo e tem a¢do na flexdo plantar, na marcha,
na propulsio, no balango, além de auxiliar na flexdo do joelho [35] [26]. E composto por 50 %
de fibras que possuem contragdo lenta (fibras do tipo 1, marcadas pelo anticorpo MyHC 1 da
cadeia pesada de miosina) e 50% por fibras de contracdo rapida (fibras do tipo 2, marcadas por
diferentes anticorpos da cadeia pesada de miosina 2 ou MyHC 2). E como mostrado por Zhao et
al. em 2019, terapias alternativas como a eletroacumpultura podem retardar a atrofia no muasculo
gastrocnémio no modelo de CCI, o que possivelmente estd associado a expressdo positiva de
micro RNA’s (Myod, Myog, Myh7), que controlam a diferenciacdo das células satélite e a
diferenciagdo dos tipos de fibras musculares [36].

Neste trabalho, escolhemos como foco principal de estudo o tecido muscular estriado
esquelético, mais especificamente o misculo gastrocnémio sendo ele adjacente ao tecido nervoso

lesado pela constri¢ao do nervo isquidtico, fonte da dor neuropatica gerada neste estudo.
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1.2.1 Atrofia

A massa muscular ¢ suma importancia para o corpo humano, além disso ela ¢ facilmente
adaptavel tanto ao treinamento ou quanto ao desuso, sendo, portanto, capaz de se adaptar a
diferentes condigdes fisiopatoldgicas através de vias de ativacdo que regulam o turnover de
proteinas. A massa muscular, como a de qualquer outro tecido, depende do turnover das proteinas
e das células [37]. Em termos de regeneracdo muscular, os principais fatores sdo as CS (células
satélites), definidas por uma populacio de células miogénicas indiferenciadas localizadas entre
a lamina basal e a membrana plasmatica das fibras musculares [37-39].

Embora essas células desempenhem um papel importante no crescimento muscular pos-
natal, estudos recentes desafiaram a ideia de que as CS sdo necessarias para a manutencao da
massa muscular e hipertrofia na idade adulta [37, 39]. Estas células fazem parte de uma
populacdo de células com grande atividade mitogénica, que contribuem para o desenvolvimento
e crescimento muscular, reparo de fibras musculares danificadas e a manutengdo do musculo
esquelético adulto, isto €, cada uma com sua devida fungao [37, 39].

Em condigdo fisioldgica normal, as CS do musculo adulto permanecem em repouso, um
estado chamado de quiescéncia, quando um estimulo traumatico ou lesivo ocorre, a resposta a
ele comeca iniciando entdo o processo regenerativo [38-41]. Uma vez ativadas, entram em estado
de proliferacdo e diferenciacdo por meio da ativagdo de genes especificos e fatores especifico,
como fatores regulatorios miogénicos (MRFs), que sdo uma familia de fatores de transcri¢ao
hélice-alga-hélice (bHLH) e regulam genes musculo-especificos como desmina, troponina I e
cadeia leve da miosina, sendo composto por 4 membros: Fator Miogénico D (MYOD ou Myf-),
Fator Miogénico 5 (Myf-5), Miogenina (Myf-1) e Fator Regulatério Miogénico 4 (MRF4 ou
Myt-6) [38-41]. Durante a quiescéncia as CS expressam o Fator de transcri¢do 7 (Pax7) que vem
sendo cada vez mais estudado por sua relacdo a regeneracdo muscular. Apds um estimulo as CS
entram no ciclo celular expressando fatores de regulagdo miogénica. Numa fase inicial, onde
ocorre o estimulo, a regulagdo ¢ feita pelo Myf5, este que inicia a proliferagdo celular, seguida
da expressdo concomitante de MYOD, que ¢ um importante marcador da maioria das novas CS
ativadas (proteina de determinacdo de mioblastos), apoés o processo de proliferacio e
diferenciagdo celular dard origem a novos mioblastos [38-40]. O processo de regeneracao
muscular ¢ um processo de alta complexidade, necessario para recuperar a forma e fun¢do do
tecido muscular, sdo regulados através de fatores de crescimento, e qualquer disfuncdo desse
processo pode desencadear na falta dessa regeneracao ou até degradagcdo de miofibras, aumento
no processo inflamatério e aumento da producdo do tecido conjuntivo intra muscular
(fibrose)[42, 43].
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Em casos como imobiliza¢do, envelhecimento, desuso ou falta de ativagao muscular e em
situacdes patoldgicas como neuropatias /diabetes e constricdes do nervo pode ocorrer o processo
de atrofia, este definido pela a diminui¢do no tamanho de um tecido ou o6rgdo devido ao
encolhimento celular (Figura 1); diminuicdo no tamanho das células, causada pela perda de

organelas, citoplasma e proteinas[34, 41, 44].
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Figura 1: Imagem representativa da atrofia Muscular adaptada de Carroll[45]

O musculo atrofiado apresenta um aumento na concentracdo de tecido conjuntivo e tecido
adiposo intramuscular[46], além da degradacdo de proteina com ou sem sintese de proteina
diminuida, o que sugere um desequilibrio na sintese e degradacdo de proteina, além de ser uma
das principais causas para perda de massa muscular. A atrofia muscular tem um efeito diverso e
profundo na saude geral, porque a musculatura tem fungdes extremamente importantes no corpo
humano e ndo s6 contribui para a estrutura, sustentacdo e a movimentagdo do corpo, como
também para o armazenamento e suprimento de proteina e nutrientes [47, 48].

Um dos principais e mais estudados sistemas moleculares para a degradacdo de proteinas
¢ o sistema ubiquitina-proteassoma [47, 49, 50], esse sistema apresenta altos niveis de conjugacgao
de ubiquitina e regulagdo positiva de genes relacionados a ubiquitina-proteassoma, no musculo
atrofiado esses marcadores foram evidentes, duas proteinas especificas dessa via e do musculo
s30 os principais fatores correlacionados responsaveis pela ubiquitinagdo, a Atrogina-1 e MuRF-
1[47, 51]. Falando sobre esses marcadores a Atrogina 1 ou F-box 32 ¢ uma proteina que ¢
codificada pelo gene FBX032, relacionada a atrofia muscular e atinge especificamente a MYOD,
esta por sua vez atinge genes especificos que sdo importantes para a diferenciagdo muscular.
Portanto a atrogina 1 induz a atrofia muscular inibindo o processo de hipertrofia (crescimento
muscular) [47], j&4 o MuRF-1 ubiquitina as cadeias de miosina do musculo, portanto ele tem a
funcdo de promover a atrofia depredando componentes musculares especificos [47], sendo em
sua maior parte as fibras do tipo 1 geralmente de maior predominancia no corpo humano, sdo as
mais afetadas pela atrofia muscular [37, 47, 52].
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J& ¢ comprovado em alguns estudos que a dor neuropatica contribui para a atrofia e para
a diminui¢do de ativacdo muscular, muitas vezes devido a falta de uso do membro lesado, o que
gera um aumento na degradag@o de proteinas, uma diminui¢ao da sintese proteica, ou ambos [8].
Ainda ndo se sabe ao certo o efeito de tratamentos ndo medicamentosos, como 0 exercicio em
meio aquatico e a fotobiomodula¢do nas complicagdes induzidas pelo modelo de dor neuropatico

como o escolhido nesse projeto.

1.3 Exercicio fisico e Exercicio aquatico

O exercicio fisico recruta muitos musculos do corpo humano, por consequéncia aumenta
a atividade muscular pelo aumento da sintese proteica devido a alta demanda muscular. O
tratamento por exercicios aplicado com o objetivo de diminuir a dor neuropatica e reduzir os
efeitos causados pela atrofia muscular devido a constricdo do nervo tem sido demonstrada em
estudos ¢ vem sendo cada vez mais estudadas [53, 54].

Pensando em um modelo mais efetivo e menos agressivo e mais adequado ao tipo de
lesdo dos nossos animais, escolhemos o exercicio em meio aquatico como tratamento para este
estudo pois a agua induz um menor impacto nos animais, sendo, portanto, menos doloroso o
tratamento [55]. Alguns estudos apresentaram que o treinamento de natacao por quatro semanas
atenuou o progresso da hiperalgesia térmica bem como alodinia em ratos com dor neuropatica,
além demonstrarem uma maior expressdo de Hsp72 e niveis menores de TNF-a ou IL-1p na
medula espinal em comparacdo ao grupo lesado [56, 57]. A partir destes estudos podemos ver
que a natacdo pode ser um tratamento eficaz para dores do tipo neuropatica, pois além de
diminuir o comportamento da dor e, ¢ uma terapia econdmica e segura que tem sido cada vez
mais estudada para o entendimento de seus mecanismos [57, 58]. Em relacdo ao tecido
muscular, os efeitos benéficos encontrados do exercicio sdo bem conhecidos como, por
exemplo, melhora na circulagdo, aumento de massa muscular, aumento da producao e liberacao
de endorfinas, levando a melhora na depressdo, ansiedade e cognicdo e em neuropatias como o
CCI [59-62]. O tecido muscular esquelético ¢ um tecido que possui uma grande ligagdo com o
tecido enddcrino, este por sua vez quando ativo, libera miocinas que podem ser parte
responsaveis pelo efeito benéfico do exercicio, como por exemplo, o HGF (fator de crescimento
de hepatocitos), IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina), FGF (fator de crescimento
de fibroblastos), LIF (fator inibidor da leucemia), as interleucinas IL-4, IL-6 e o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF). A IL-4 em particular induz a ativagdo de macrofagos
do fendtipo M2, que contribuem para o alivio da dor por meio da producao de citocinas anti-
inflamatorias. Além disso, no musculo, os niveis de IL-4 aumentam durante o exercicio fisico,
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o que pode levar a um aumento ainda maior de citocinas anti-inflamatorias em nervos
periféricos lesados [2], além de estimular a musculatura afetada pelo CCI [8].

Virios estudos experimentais foram publicados e mostram os efeitos benéficos, do
exercicio fisico na dor neuropatica [15, 53, 63] [54]. Esses estudos mostram que em modelos de
lesao incompleta da medula espinal, os animais que passaram por atividade fisica, tiveram uma
implementagdo precoce no processo de recuperagdo motora [53]. Ainda em relagdo a funcao
motora, o estudo de Bertolini, 2011 mostrou no modelo de CCI que animais exercitados com
natagdo progressiva tiveram um aumento no limiar nociceptivo no teste de Incapacitancia[54].
Ainda, estudos realizados pelo grupo de Detloff, demonstraram melhora do quadro algico, em
animais com neuropatia periférica [64, 65].

Resultados similares foram apresentados por Nees et la., em 2016, onde demosntraram
que o exercicio modula calcitonina e melhorar a funcdo motora dos animais (Teste de campo
aberto), além de aumentar os limiares nociceptivos na hiperalgesia mecanica (Von Frey),
hiperalgesia térmica (Hargreaves e alodinia ao frio (Teste de placa fria) [66].

Conforme evidenciado nos estudos mencionados anteriormente, a pratica de exercicios
fisicos demonstra uma variedade de efeitos benéficos no que diz respeito a gestdo da dor e ao
fortalecimento muscular, além disso pode contribuir com a melhora da qualidade de vida do
paciente, pelo proprio exercicio[67] assim como em possiveis sintomas depressivos [68] que sdo
extremamente comuns no paciente com dor neuropatica. A melhora na qualidade de vida do
paciente ja pode trazer uma melhora do quadro e consequentemente uma maior adesdo ao
tratamento.

Se pudéssemos potencializar os efeitos dessa abordagem terapéutica ou adotar uma
terapia complementar concomitante para aprimorar os resultados obtidos pelo exercicio, seria

plausivel conjecturar a possibilidade de redug@o ou mesmo reversdo da dor e da lesdo muscular.

1.4 Fotobiomodulag¢ao (FBM)

A fim de complementar os efeitos do exercicio, utilizamos nesse estudo a terapia de
Fotobiomodulagdo (FBM). Essa vem sendo cada vez mais estudada e vem demonstrando
efeitos benéficos tanto para dores cronicas como para agudas. Além de ser benéfico em outras
patologias como no tratamento de alguns tipos de cancer [69-71], estomatite [72], diabetes [22],
tratamentos ortodonticos e hipersensibilidade dentaria [73, 74], lombalgia [75], dor pos-
cirargica [76] e dor cronica relacionada a osteoartrite, cefaléia [77], dor lombar [78], sindrome
do tunel do carpo, disfunc¢ao temporomandibular [79], dor muscular [80] e em modelos de lesdao
do nervo isquiatico [81, 82].
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Fotobiomodulagao € a resposta metabolica e citologica de células vivas aos fotons, ou
seja, energia de luz, compreendendo radiagdo eletromagnética (EMR) no espectro visivel e em
por¢des das bandas infravermelho proximo (NIR) e ultravioleta (UV). Uma concatenagdo de
"foto" que significa luz, "bio" que significa "células vivas" e "modulagdo", o termo
fotobiomodulagdo descreve reacdes bioquimicas que ocorrem em células vivas em resposta a
luz. Alguns estudos apresentam resultados positivos em relagdo ao tratamento com esta terapia,
como por exemplo a revisdo sistematica de Ibarra et al (2020) que mostra que a neurogénese
estimulada pela FBM leva a ativagdo de neuroprotecdo por meio da oxigenacao das células [83].
Pigatto et al. (2020) observou no modelo de lesdo nervosa espinal que a aplicagdo de um LED
infravermelho foi capaz de reduzir a hipersensibilidade mecanica e a alodinia ao frio [82]. Ainda,
um estudo sobre a lesdo no nervo periférico estabeleceu que a FBM seria efetiva pois foi possivel
observar uma ativa¢cao microglial na medula espinal e aumento na ativagdo de macrofagos anti-
inflamatorios no ganglio da raiz dorsal dos animais tratados com FBM [84].

A terapia de fotobiomodulacdo além de apresentar diversos beneficios descritos pela
literatura (como citado acima), ¢ de facil aplicagdo, indolor, possui baixo custo e ndo tem
contraindicacdes descritas na literatura, sendo portanto uma terapia eficaz e que completa o

exercicio fisico em nosso trabalho.

1.5 Associacio entre o exercicio em meio aquatico e a fotobiomodulacao

Como mencionado anteriormente, existem diferentes estudos que demonstram os efeitos
benéficos da terapia de fotobiomodulagao e da atividade fisica em meio aquatico. Estudos sobre
terapias ndo medicamentosas vem crescendo nos Ultimos nos, a associacdo entre elas também ¢
um ponto que vem sendo estudado, contudo ndo foram encontrados estudos mostrando o efeito
da associagdo dessas terapias no modelo de constri¢ao do nervo isquiatico.

As associagcdes de abordagens terapéuticas diferentes podem oferecer beneficios
diferentes, no estudo de Beasi, 2021 foi mostrado que a associacdo das terapias de
fotobiomodulagdo e exercicio aquatico no modelo de criolesdo agudo, aumentou a expressao de
genes relacionados a regeneracdo muscular [43]. Ainda, estudos utilizando FBM e exercicio
aquatico, em modelo de osteoartrite, demonstrou ser eficaz na preven¢do da degeneracdo da
cartilagem e efeitos anti-inflamatorios [85]. Em relagdo a lesdes musculares, foi analisado por
Beasi et al. em 2020, que a propria lesdo estimula fatores reguladores da miogénese (MYOD,
Miogenina e TGF-B) e ambas as terapias isoladas também estimulam esses fatores, no entanto
quando combinadas apresentam um aumento na expressdo desses genes, principalmente em
tratamentos a longo prazo[86]. Amadio et al., 2015, mostrou que a associagdo entre o exercicio
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aquatico e a fotobiomodula¢do fornecem uma abordagem terapéutica para a reducdo de
marcadores inflamatérios (IL-6, TNF a), quando apenas a fotobiomodulacdo ndo ¢ capaz de
melhorar o desempenho de animais idosos [87]. Ainda em animais idosos, Guaraldo et al. em
2016, apresentou que o conjunto dessas terapias pode reduzir o estresse oxidativo, além de
aumentar a velocidade e o desempenho destes animais [88]. J4 em relagdo ao perfil lipidico do
animal, foi mostrado por Aquino et al. 2013, a unido dessas terapias demonstrou aumentar os
efeitos em relagdo as terapias isoladas, além da fotobiomodulagdo ser uma adi¢do valiosa para
reducdo de peso e controle dislipidémico, quando associada a exercicios e dieta [89, 90] e em
2015, o memso grupo demonstrou que a associagao das terapias poderia aumentar a atividade da
enzima citrato sintdse e diminuir a area de adipocitos brancos epidimal, retroperitoneal e visceral
em ratos obesos, potencializando o efeito do exercicio [89, 90].

Através de diferentes e novos estudos, podemos sugerir que a associacdo da terapia de

fotobiomodulagdo e exercicio em meio aquatico podem apresentar efeitos potencializados.

2. JUSTIFICATIVA, HIPOTESE E OBJETIVOS

Alternativas terap€uticas para o tratamento da dor neuropética se fazem necessarias, uma
vez que essa modalidade de dor ndo responde satisfatoriamente aos tipos de intervencao
convencionais, ou seja, cirdrgica e medicamentosa. O presente estudo torna-se importante devido
a escassez de estudos demonstrando os efeitos da FBM e do exercicio em meio aquatico em
modelo de CCI. Ambas as técnicas tém se mostrado eficaz na melhora do quadro doloroso,
porém existem poucos estudos detalhando e estudando exclusivamente, o sistema muscular
destes animais. A nossa hipétese de trabalho & que, possivelmente, os animais com dor
neuropatica tratados com ambas as terapias, ou mesmo individualmente, apresentem melhora nos
comportamentos dolorosos, bem como uma melhora no quadro de atrofia muscular, funcao
contratil e motora, além de uma possivel acdo nos fatores envolvidos na manutengdo e
autorrenovacao muscular. Assim, acreditamos que podemos contribuir de forma efetiva para os
tratamentos clinicos empregados neste tipo de dor decorrente de lesdes como, por exemplo,
compressdo de nervos e sindrome do tinel do carpo, entre outras sindromes compressivas,

utilizando técnicas ndo-invasivas, ndo-medicamentosas e de baixo custo para os pacientes.

2.1. Objetivos Especificos:

* Avaliar a resposta nociceptiva induzido pela lesdo de constri¢do do nervo isquiatico,
por meio do teste de hiperalgesia mecanica, hiperalgesia térmica e alodinia ao frio, antes
e em diferentes tempos apos tratamentos;
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Avaliar a fun¢do motora utilizando teste de incapacitincia antes e apds diferentes
periodos de tratamento;

Analisar a expressdo de proteinas como MYOD e PAX-7 no musculo gastrocnémico
apos intervengdes terapéuticas.

Analisar o musculo gastrocnémio e possiveis comprometimentos morfologicos através
do uso da técnica de Hematoxilina e Eosina apds ambos os tratamentos;

Analisar ainda, no mesmo musculo, uma possivel alteracdo no tecido conjuntivo dos

animais ap6s o tratamento com ambas as técnicas através do uso de Picro Sirius.

3. MATERIAIS E METTODOS
3.1. Animais:

Foram utilizados ratos Wistar, machos, fornecidos pelo Biotério Central do Instituto de
Ciéncias Biomédicas, mantidos no Biotério do Departamento de Anatomia da Universidade de
Sao Paulo (ICB-USP). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o protocolo da
Comissdo de Etica em Experimentagio Animal (n: 3110030221 - CEUA) do ICB. Para a
realizacdo dos experimentos comportamentais, exercicio em meio aquatico e tratamentos de
fotobiomodulagdo utilizamos a sala de comportamento do biotério do departamento de
Anatomia, a qual possui isolamento acustico e temperatura controlada (22 °C + 1), local em
que os animais eram instalados por um periodo de 45 minutos para adaptacdo e posteriormente
submetidos aos experimentos comportamentais ou ao exercicio ou a fotobiomodulagdo. Todos
os animais foram manipulados considerando os principios € o guia de uso de animais de
laboratério envolvendo dor e nocicepgao[91]. Ainda, seguimos as recomendacdes do Comite
de pesquisa e problemas éticos (Committee for Research and Ethical Issues da International
Association for the Study of Pain) sobre o uso de animais de laboratério, bem como o ARRIVE
guidelines. Os animais foram expostos a um ciclo de 12h dia/12h noite, dieta padrao divididos

em grupos (de 5 a 8 animais) sendo:

. Grupo 1 — SHAM (Falso operado)

. Grupo 2 — Constri¢do Cronica do Nervo Isquidtico (CCI)

. Grupo 3 - CCI + Exercicio (Grupo tratado com exercicio em meio aquatico)

. Grupo 4 - CCI + FBM (Grupo tratado com Fotobiomodulagao)

. Grupo 5 - CCI + Exercicio + FBM (Grupo tratado com a associagdo das terapias)

. Grupo 6- SHAM+ FBM (Controle tratado com Fotobiomodulagao)

. Grupo 7- SHAM+ Exercicio (Controle tratado com exercicio em meio aquatico)

. Grupo 8- SHAM+ Exercicio + FBM (Controle tratado com a associag¢do das terapias)
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3.2. Constricao do Nervo Isquiatico:

Para inducao do modelo de dor neuropatica, foi utilizado o método descrito por Bennett
e Xie (1988). Inicialmente, todos materiais e superficies foram devidamente higienizados e
esterilizados. Os animais foram anestesiados em uma camera de indugdo usando uma solugao
de 5% de Isoflurano com fluxo continuo de oxigénio (5 L/ min) até que estivessem
completamente adormecidos e sem reflexos aos estimulos dolorosos, seguido de uma mudanga
da anestesia para manutencao, de 2% de Isoflurano em fluxo continuo de 4L/min de oxigénio
de forma que permanega desacordado e sem dor durante todo o procedimento. Foi realizada a
tricotomia do pelo dos animais na area especifica da cirurgia (regido intermédia da coxa),
esterilizada com élcool isopropilico 70% além de uma solucao de iodo. Para o inicio da cirurgia
o animal foi posicionado em decubito ventral, com o fémur a 90 ° da coluna, onde foi feita uma
incisdo paralela a 3-4mm do fémur, a pele do musculo ao redor da incisdo foi liberada de forma
que fosse possivel divulsionar o tecido conjuntivo que esté localizado entre o biceps femoral e
o gliteo superficial. Quando encontrado o nervo isquiatico (proximal a trifurcacdo cidtica) foi
exposto em aproximadamente 10 mm do tecido conjuntivo circundante, onde foram realizadas
4 amarraduras frouxas com os fios de cobre previamente esterilizados (fio categute cromado 4-
0), tendo aproximadamente 1mm entre si (Figuras 2 e 3), feitas as 4 amarraduras, as pontas
foram cortadas e o animal suturado. A constri¢ao do nervo realizada foi minima, a fim de evitar
a interrup¢do do fluxo sanguineo epineural. O aperto excessivo das ligaduras pode levar a
axotomia e autotomia que sdo efeitos colaterais indesejados e impedem os testes de
hipersensibilidade a dor. Cabe mencionar, que menos que 1% dos nossos animais apresentaram
esse tipo de efeito colateral, e quando foi observado, o referido animal foi sacrificado e retirado
do grupo experimental. O grupo controle foi composto por animais falso operados [92],
submetidos & mesma incisdo que os animais operados, com a exposicao do nervo isquidtico,

porém sem a amarradura ao redor do nervo [12].

Figura 2: Imagem representativa da lesdo
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3.3. Exercicio em meio aquatico:

O protocolo seguido foi baseado no modelo descrito por Farzad et al (2018)[56]. Os
grupos que realizaram exercicio fisico em meio aquatico passaram por 4 semanas de exercicio,
sendo a primeira delas como adaptacdo ao meio. Foram utilizados recipientes com agua para
mimetizar o ambiente aquatico (medida do recipiente: 50 cm de didmetro e 65 cm de
profundidade, com a dgua a uma temperatura entre 34° e 37°) conforme imagens a seguir
(Figura4 A e 4 B).

A) B)

Figura 4: Painel A) Imagem ilustrativa do recipiente utilizado para o treinamento aquatico dos

animais. Painel B) Animal realizando a adaptagdo ao meio aquatico no ambiente determinado.

Na primeira semana os animais realizaram a adaptacdo ao meio aquatico, tendo contato
com a agua em dias intercalados, ou seja, dias 2, 4 e 6. No primeiro dia de adaptacdo os animais
realizaram uma sessdo de 10 minutos de exercicio, € nos dias 4 € 6, os animais tiveram um
aumento na quantidade de séries e, portanto, um contato maior com o meio, sendo 2 séries de
10 minutos tendo 5 minutos de descanso entre cada série, totalizando 20 minutos de exercicio.

Apos a semana de adaptacdo os animais foram submetidos a cirurgia de CCI/SHAM. O
protocolo de exercicio iniciou-se no 14° dia pds-cirurgia. A escolha do tempo se da ao fato de
trabalhos demonstrarem que a partir do 14° dia pds-cirurgia, a neuropatia ja esté instalada. [12,
21]. Ap6s os 14 dias, os animais foram submetidos ao exercicio em meio aquatico durante 5
dias consecutivos e dois de descanso, durante 3 semanas. No primeiro dia, da primeira semana
de exercicio, foram realizadas 3 sessoes de 10 minutos cada, com 5 minutos de descanso entre
as sessoes, totalizando 30 minutos de exercicio. No dia 2 os animais passam a realizar 2 sessdes
de 15 minutos com intervalo de 5 minutos entre as sessoes, totalizando 30 minutos de exercicio.
Nos dias 3 e 4 foram realizadas 3 sessdes de 15 minutos com 5 minutos de intervalo entre as
sessoes, totalizando 45 minutos de exercicio; no dia 5, os animais passaram a realizar 4 sessdes
de 15 minutos com 5 minutos de intervalo entre as sessoes, totalizando 60 minutos de exercicio.

Na segunda semana, o protocolo se inicia com 4 sessdes de 15 minutos com 5 minutos

de intervalo entre as sessoes, totalizando 60 minutos de exercicio; seguido de uma redugado de
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séries e aumento do tempo, para 3 sessoes de 20 minutos com 5 minutos de intervalo entre as
sessoes, totalizando 60 minutos de exercicio nos dias 2 e 3 da segunda semana e para 2 sessdes
de 30 minutos com 5 minutos de intervalo entre as sessoes, totalizando 60 minutos de exercicio
nos dias 4 e 5 da segunda semana. Na terceira semana os animais tiveram que realizar como
treino 2 sessoes de 30 minutos com 5 minutos de intervalo entre as sessoes, totalizando 60
minutos de exercicio durante os 5 dias de treino de sua semana. Apos a terceira semana de
treino, os animais foram eutanasiados e tecidos coletados. Cabe mencionar que o detalhamento

dos diferentes ensaios comportamentais estd descrito a seguir.

3.4. Tratamento com Fotobiomodulacio - FBM:

Os animais dos grupos correspondentes ao tratamento de Fotobiomodulagdo seguiram
um protocolo ja padronizado e publicado pelo nosso grupo [21]. Cada sessdo de
Fotobiomodulagao incluiu a estimulagdo de nove pontos com durag¢ao de 18 s cada ponto, com
um Laser GaAs (Arsenieto de Galio, Laserpulse- Laser, IBRAMED, Brasil- Figura 5) que emite
um comprimento de onda de 904 nm com uma densidade de poténcia 30 mW [20]. Cada ponto
realizado nesse processo possuia uma area de 0,1 cm2, sendo um total de 5,4J de energia
aplicada por sessdo (vide Tabela 1). O tratamento com Fotobiomodulagdo foi iniciado no
mesmo dia que o exercicio aquatico, ou seja, no14° dia pos-lesdo, e foi aplicada trés vezes por

semana em dias alternados, durante 3 semanas.

Marca e Tipo de Emissor Ibramed GaAs
Comprimento de Onda (nm) 904 nm Pulsado
Frequéncia (Hz) 9500 Hz
Densidade 30 mW
Duragéo do Pulso 60 ns
Tamanho do feixe no ponto alvo (cm2) 0,1 cm2
Tempo de Irradiagéo por ponto (s) 18s
Radiante de exposiggo (J/cm2) 6 J/cm2
Radiante de Energia (J) 6J
Ndamero de pontos Irradiados 9
Area Irradiada (cm2) 0,9 cm2
Técnica de Aplicagdo Em contato com a pele
Niumero e Frequéncia de Sessdes 9 sessdes, 3 sessdes por semana
Radiante de Energia Total (J) 5,4 J por sessdo; 48,6 J no total

Tabela 1: Parametros utilizados para a fotobiomodulacio.
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Figura 5: Painel A) Aparelho LASER Pulse Ibramed, utilizado para o procedimento da técnica
de fotobiomodulagdo. Painel B) Aplicacdo da técnica de Fotobiomodulacdo nos animais

operados e seus pontos especificos.

3.5. Delineamento Experimental:

Para demonstrar nossos procedimentos, apresentamos uma linha do tempo nas Figuras
6, 7,8 ¢ 9. Os animais do grupo 1 [92] utilizado como controle e grupo 2 (CCI) passaram pelo
mesmo protocolo experimental, no entanto sem aplicagdo das terapias de tratamento. Na Figura
6, apresenta-se a linha do tempo geral, o que ¢ valido para todos os grupos. A seguir,
representamos também, cada linha do tempo, em detalhes, para cada tipo de protocolo
experimental. Na Figura 7, representada em azul, temos o protocolo com exercicio em meio
aquatico e passam pelo processo de adaptagdo pré cirirgico e o tratamento pos cronificacdo da
constricdo do nervo. Na figura 8, representada em Rosa, o grupo tratado apenas com
Fotobiomodulagao, ndo realizam a adaptagdo ao meio aquatico e, portanto, tem repouso até a
data da cirurgia, contando com apenas as medidas de comportamento anteriores a ela. Por fim,
0 grupo que recebeu tratamento associado, exercicio e fotobiomodulagdo, representado em lilas
(Figura 9).

Brevemente, apds os animais chegarem no biotério, os mesmos passaram pela primeira
semana de adaptagdo ao ambiente onde serdo desenvolvidos todos os ensaios comportamentais.
A seguir, foi realizada a medida basal (BL) em todos os grupos a fim de se obter o limiar basal
sem nenhum procedimento, e, iniciamos o protocolo de adaptagdo ao meio aquatico. Apos o
periodo de adaptacdo ao meio aquatico, reavaliamos os animais (P6s- habituagao-MI). No dia
seguinte (dia 1), foi realizado a cirurgia (CCI ou SHAM), e 15 dias pds cirurgico foi realizado
medidas comportamentais (M1) e iniciados os protocolos experimentais de PBM ou exercicio
ao meio aquatico conforme ja descrito anteriormente. Apds cada semana dos tratamentos, ou
na forma individual ou na forma associada, realizamos os ensaios comportamentais
(Hiperalgesia mecéanica- Randall e Von Frey), hiperalgesia térmica, mensuragdo da resposta ao
estimulo ao frio, e teste de incapacitancia), portanto teremos 3 time-point (M1, M2 e M3) para
cada ensaio comportamental representado nas imagens abaixo. 24horas ap6s o término de todas
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as semanas de tratamento (Dia 37), os animais foram eutanasiados e os tecidos coletados para
futura andlise. Cabe mencionar, que as analises comportamentais, histologicas e proteicas

foram realizadas em todos os 8 grupos citados acima.

TIMELINE

Habituagao ao Mo

biotério PRE MI DIA1-DIA 14

3 M1 M2 M3 M4
CIRURGICA POS . DIA 1 DIA15 DIA 22 DIA 29 DIA 36 DIA 37
(BL) HABITUACAO
HABITUAGAO
AQUATICA

Chegada dos
animais (PRE CIRURGICA)
DIA 17 - DIA 21 DIA 24 -DIA 28 DIA31-DIA 35
Tratamentos Especificos de cada grupo
de segunda a sexta
Medidas comportamentais aos sabados

Repouso aos domingos

——

xercicio em meio
Habituagao ! Medidas Cirurgia Aquatico o
ituag @ i irurgi Repouso @ ~d 34

Aquatica Comportamentais CCIl/Sham e —1 Fotobiomodulagao Eutanasia

Figura 6: Linha do tempo representando a linha do tempo do experimento geral.

LINHA DO TEMPO

Grupos Exercicio em meio aquatico

REPOUSO :‘R(: MI DIA1-DIA 14 M1 M2 M3 Ma
CIRURGICA POS DIA 1 DIA 15 DIA 22 DIA 29 DIA 36 DIA 37
(BL) HABITUACAO
HABITUACAO I
Chegada dos AQUATICA
animais (PRE CIRURGICA)

Exercicio em meio aquatico
Segunda a Sexta ( 5x na Semana)

P

R
. 1 . : . Exercicio em mei
Adaptacao ao Medida ICXJ Cirurgiade Repouso x. - Eutanasia
meio aquatico Comportamental CCl/FOP S aquatico

Figura 7: Linha do tempo representando a linha do tempo do experimento dos grupos

exercicio em meio aquatico.
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LINHA DO TEMPO

Grupos Fotobiomodulagao

MO
REPOUSO DIA1-DIA 14

PRE M1 M2 M3 M4

CIRURGICO DIA1 DIA 15 DIA 22 DIA 29 DIA 36 DIA37
(BL)

Chegada dos

animais no
biotério Fotobiomodulag¢ao Fotobiomodulagcao Fotobiomodulagao

—
. Medida Clrur iade p
@ g RGPOUSO Fotobiomodulagao Eutanasia
Comportamental CCl/FOP S

Figura 8: Linha do tempo representando a linha do tempo do experimento dos grupos

fotobiomodulagao.
Grupos Associacao
REPOUSO MI DIA1-DIA 14
PRE CIRURGICO M1 M2 M3 M4
(BL) ROS DIA 1 DIA 37
HABITUACAO DIA 15 DIA 22 DIA 29 DIA 36
HABITUAGAO
Chegada dos AQUATICA
Animais (PRE CIRURGICA)

‘x. Exercicio em meio aquatico

——— ( Segunda a Sexta)
Comportamentos (Sabados)
Fotobiomodulagao
(Segundas, quartas e sextas)

/D

Exercicio em meio // ®
! — : o : Aquati y
Habituagao @ Medidas Cirurgia ' BB @ Aquatico

Aquatica Comportamentais CCl/Sham Fotobiomodulagao Eutanasia

Figura 9: Linha do tempo representando a linha do tempo do experimento dos grupos

exercicio em meio aquatico e fotobiomodulacio.
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3.6. Ensaios comportamentais:

Cabe mencionar, que os tempos de avaliagdo dos diferentes testes experimentais foram
os mesmos e estao descritos a seguir: os testes foram aplicados antes do inicio dos tratamentos
(M0 - Medida na chegada dos animais; MI - medida inicial, pés Adaptacdo), e em diversos
tempos apos a indugdo da neuropatia (M1- Medida pos cirtrgicas ou 15 dias apés CCI/SHAM,;
M2 -Medida apds primeira semana de tratamentos ou 22 dias pés CCI/SHAM; M3 - Medida
apoOs segunda semana de tratamentos ou 29 dias p6s CCI/SHAM; M4 - Medida apos terceira
semana de tratamentos ou 36 dias pos CCI/SHAM). A seguir descrevemos em detalhes cada

ensaio comportamental.

3.6.1. Determinacio da hiperalgesia mecanica

Para a avaliagdo da sensibilidade dolorosa dos animais utilizamos o teste de pressdo da
pata de ratos (Analgesy-Meter Ugo Basile®, Italia), realizado de acordo com o método descrito
por Randall e Sellito (1957) [94]. Neste teste, uma for¢ca em gramas (g), de magnitude crescente
(16 g/s), ¢ continuamente aplicada sobre o dorso da pata posterior operada do rato e
interrompida quando o animal apresenta a reagdo de "retirada" do membro (Figura 10). Neste

modelo, o limiar de dor ¢ representado como a forca (g) necessaria para a indugdo da reagdo.

Figura 10 - Ilustracio do teste de pressiao de pata

3.6.2. Hiperalgesia Mecanica (Von Frey Eletronico)

Para determinagdo da hiperalgesia mecanica foi utilizado o teste de von Frey eletronico,
utilizando-se de um analgesimetro digital (Insight ®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), segundo
método descrito por Guerrero et al. (2006) (Tena et al., 2012)[95], com suas devidas adaptacdes
ao nosso trabalho (Figura 11). O analgesimetro ¢ composto de um transdutor de pressao, onde
encontra-se acoplada uma ponteira universal do equipamento, este que ¢ ligado por um cabo a
um detector digital de forga. A ponteira do transdutor ¢ pressionada contra a superficie plantar
da pata direita dos animais (Pata Ipsilateral, onde foi realizada a cirurgia de SHAM ou CCI). A
pressdo aplicada ¢ expressa em gramas (g) e representa a forca necessaria para gerar um reflexo

de retirada do membro.
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Figura 11 - llustracio do teste de Von Frey Eletronico.

i P

3.6.3. Teste de Hiperalgesia Térmica (Hargreaves)

A determinacdo da hiperalgesia térmica foi feita por meio do teste plantar descrito por
Hargreaves [96], conforme ilustrado na Figura 12. O teste consiste em aquecimento por meio
de fonte de luz infravermelha aplicada na regido plantar da pata posterior do rato, até que o
animal apresente o comportamento de retirada da pata ou o aquecimento da pata atinja o limite
de tempo predeterminado (tempo de corte de 30 segundos — para que ndo “queime” a pata do
animal caso ele ndo a retire). Os animais foram colocados em compartimentos de acrilico
individual com tampa com pequenos orificios para ventilagdo e posicionados sobre uma
plataforma de vidro especial, que permite a passagem de forma homogénea da luz e do calor.
Uma fonte de luz infravermelha estd acoplada a um monitor digital (Figura 12). A fonte de luz
¢ colocada embaixo do vidro, sendo posicionada e acionada sob a pata traseira do animal.
Quando a fonte de luz ¢ posicionada e acionada pelo pesquisador, um crondometro digital ¢
deflagrado no monitor que fica acoplado a fonte luminosa, até que o animal retire a pata,
quando, entdo, a fonte de luz cessa e o cronometro para automaticamente. Caso o animal nio
apresente o comportamento de retirada da pata em 30 segundos, automaticamente a fonte de
luz ¢ cortada para a preservagdo da integridade fisica do animal. Os resultados foram avaliados

por meio de comparagao das médias obtidas nos diferentes grupos experimentais.

Figura 12: Imagem ilustrativa do modelo

experimental de Hiperalgesia térmica.

3.6.4. Teste de Alodinia ao frio

Os animais foram aclimatados por 1 hora dentro de uma caixa de acrilico sob uma

estante elevada, de malha de aco inoxidavel, com espacamento de um quarto de polegada entre
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a malha (Figura 13). A alodinia ao frio foi medida com a utilizagdo da acetona como descrito
por Choi et al. (1994) e Silva et al. (2019) Hong Xing (2007) e Choi em 1994[97, 98]. Com o
auxilio de uma seringa, 50 uL de acetona foi aplicado sobre a parte central da superficie plantar
da pata posterior conforme imagem (Figura 13), a seguir, foi avaliado o comportamento do
animal durante o tempo de 30 segundos pds aplicagdo da acetona. Reagdes como lamber,
morder, cheirar ou bater a pata, foram contabilizadas e acrescentadas mais 30 s de observacdo
caso o animal tivesse reacdo. A soma total das reagdes foi dada como o resultado em segundos

da reacdo total e avaliada comparando antes e apds as sessdes de tratamento.

Figura 13— Painel A) Ilustracio do teste da Alodinia ao frio utilizando acetona — a cor azul
foi usada apenas para facilitar a observacdo do local aplicado. Painel B) Foto tirada para

mostrar a aplicacio e o conteiner utilizado.

3.6.5. Teste de Incapacitiancia: “Static Weight Bearing”

Durante o experimento, os animais foram colocados, individualmente, em um suporte
onde suas patas traseiras se mantinham sob duas placas contendo sensores separados como
mostrado na Figura 14 conforme protocolo do aparelho [99, 100]. Os animais se instalavam no
ambiente e realizavam uma adaptacdo de 5 a 10 minutos antes do inicio do teste. A forca
exercida por cada membro posterior (medida em gramas) ¢ calculada em média ao longo de um
periodo de 5s. Cada ponto de dados ¢ a média de trés leituras. O valor espontaneo do peso
aplicado em cada sensor ¢ mostrado na tela da unidade de controle. A mudanga na distribuicao
do peso dos membros posteriores ¢ calculada pela diferenga na quantidade de peso (g) entre os
membros. Os resultados foram apresentados como a diferenca na sustentagdo de peso entre o

membro direito (ipsilateral-lesionado) e o membro esquerdo (controle-contralateral).
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Figura 14: Painel A, B e C Imagens ilustrativas do teste “Static Weight Bearing” ou Teste
de Incapacitincia em ratos. As imagens dos painéis B e C foram tiradas no laboratorio de

neuroanatomia funcional da dor, no ICB 3 da Universidade de Sao Paulo.

3.7. Ensaio de Western Blotting:

Esse procedimento tem como objetivo a deteccao de proteinas especificas em um tecido
alvo e pode ser dividido em 5 principais fases, sendo elas: (1) extragdo e quantificagdo das
proteinas; (2) fracionamento das proteinas da amostra em um gel de poliacrilamida; (3)
transferéncias dessas proteinas para uma membrana; (4) incubacdo da membrana com um
anticorpo para detectar a proteina especifica a ser analisada; e (5) revelagdo dessa membrana
para andlise dos dados (Figura 15). Apos os tratamentos (fotobiomodulacdo e exercicio em
meio aquatico) e protocolos especificos para cada grupo, incluindo os testes comportamentais,
os animais foram eutanasiados, e realizada a coleta de material, sendo a retirada do musculo
gastrocnémio como tecido de interesse. O musculo gastrocnémio dos animais foi submetido ao
congelamento em nitrogénio liquido e permaneceram em freezer a - 80°C até o momento de
analise. A extragdo de proteina total do tecido foi realizada utilizando um tampao de lise (90mM
KCl, 10mM Hepes, 3mM MgCI? +, 5SmM EDTA, glicerol 1%, ImM DTT, 0,04% SDS, 20mM
Aprotinina, 20mM Pepstatina, 20mM, Leupepstatina, 40uM PMSF, 100mM Ortovanadato). O
material teve seu contetido proteico isolado e dosado pelo método de Bradford. Apods a
quantifica¢do de proteina total, os materiais foram diluidos em um mesmo volume de tampao
Laemmli, contendo 54 mg/ml de DTT, em seguido as amostras foram fervidas em banho-maria
por 5 min, para que o material fosse aplicado em gel de poliacrilamida (gel de gradiente 12%)),
este que foi submetido a eletroforese com corrente continua de 120 V e corrente constante de
2500 mA. Com a separagdo eletroforética, as proteinas foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose (Millipore, 0,2 um de diametro). Os antigenos presentes na membrana de
nitrocelulose foram submetidos a caracterizagdo imunoenzimatica. Seguido de um bloqueio

com leite desnatado 5% em tampao Tris-Salina (Tris 10 mM e NaCl 0,15 M, pH 7,5), por 2
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horas, as membranas foram incubadas com o anticorpo monoclonal para marcador de
crescimento muscular MYOD (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, UE) e PAX-7 (1:1000,
Santa Cruz Biotechnology, UE) por 16 horas a 4°C. Em seguida, as membranas foram lavadas
com Tris-Salina e incubadas por 2 horas com o anticorpo secundario feito em “mouse” (1:5000,
Santa Cruz Biotechnology, UE)[101, 102]. Seguido esse processo, as membranas foram
reveladas em aparelho UVITEC utilizando o Kit ECL de quimioluminescéncia (Amershan
Biosciences, NJ/EUA) e foram analisadas quanto a densidade das bandas marcadas, utilizando
o programa Image J (NIH, MD/EUA). A corre¢do foi realizada pela densidade Optica para a
GAPDH (1:5000 Sigma, St. Louis, MO/EUA).

- Visualizar a Marcagao de
K ] — anticorpo especifico

Extragao

—mmmm===)

AN

Pipetagem /

da amostra
no gel

-

|

Eletroforese Transferéncia
Created in BioRender.com  bio
Figura 15: Imagem Representativa da técnica de Western Blotting, montada no aplicativo

biorender.

3.8. Técnicas de Coloracao:

Apos a coleta do musculo gastrocnémio, realizamos secgdes transversais de 10 um de
espessura no ventre do musculo gastrocnémio com o auxilio de equipamento criostato (Leica
CM3050). As laminas de ventre muscular foram coradas com a técnica de Hematoxilina-Eosina
(HE), para a evidenciar os componentes celulares [80, 103-105], e para destaque do tecido
conjuntivo e colageno associado foi utilizado Picro-sirius red [105, 106]sendo assim possivel

avaliar qualitativamente e comparar o processo inflamatério e fibrotico em nossos grupos
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experimentais (Figura 16). As imagens (n = 12 imagens por animal por grupo) foram obtidas
com o auxilio do microscépio de luz (Nikon, modelo E800) e mensuradas por meio do software
Image]® este que foi previamente calibrado para a % de area. Para dar inicio a mensuragao ¢
necessario selecionar a aba “Set Scale/Analyze”, seguido da aba “Image” pelas opgodes
“Type/RGB Stack” e selecionar a demarcagdo evidente do tecido analisado, por fim a tecla M

deve ser pressionada para apresentacao dos resultados, sendo nosso foco a % de érea.
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Figura 16: Imagem Representativa das técnicas de Coloracio montada no aplicativo

biorender.

3.9. Analise estatistica:

Os dados apresentados como média + E.P.M. A andlise estatistica foi gerada utilizando o
programa GraphPad Prism versdo 8 (utilizando-se GraphPad Software Inc., CA, USA). A
comparagdo estatistica entre os grupos foi realizada usando a analise de variancia de duas vias

(ANOVA), seguido pelo teste de Tukey. O indice de significancia considerado foi de p<0,05.

4. RESULTADOS
4.1. Ensaios Comportamentais:
Para a analise dos resultados das técnicas comportamentais, podemos dividir nossos

resultados em trés grupos: grupos Exercicio; grupos Fotobiomodulagdo (FBM); e grupos
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Exercicio + Fotobiomodulacdo (FBM), que foram utilizados para a comparacdo em todas as
analises comportamentais. Para todos utilizamos a legenda abaixo para facilitar o entendimento:
MO - Medida na chegada dos animais

MI - Medida pos Adaptacao

M1- Medidas pos cirargicas (15 dias apos CCI- cirurgia)

M2, M3, M4 - Medidas com tratamentos (Primeira semana de tratamento — 22 dias poés
CCI/SHAM; segunda semana de tratamento — 29 dias pés CCI/SHAM; terceira semana de
tratamento — 36 dias pos CCI/SHAM)

As cores abaixo representam, o periodo em que os animais passaram pelo tratamento e estao

representadas nos graficos.

Adaptagdo ao meio aquatico
Treinamento Aquatico
Tratamento de Fotobiomodulagao

Treinamento Aquatico associado com o tratamento de Fotobiomodulacdo

Cabe mencionar, que em todas as imagens representamos a pata ipsilateral. A pata contralateral
foi medida, porém, ndo foi possivel observar alteragdo estatistica entre nenhum dos grupos

analisados, portanto, optamos por ndo apresentar os resultados.

4.1.1. Efeito das terapias na resposta a hiperalgesia mecinica:

Os resultados em relagdo a andlise comportamental de hiperalgesia mecéanica foram
utilizados os testes de Randall (Figura 17, Painel A-C) e o Teste de Von Frey Eletronico (Figura
1 , Painel D-F), a partir destes testes pudemos observar que ap6s a lesdo (CCI) foi possivel
visualizar uma diminui¢do do limiar nociceptivo a partir do 15° dia ap6s cirurgia (M1) e se
manteve ao longo de todas as medidas (M2, M3 e M4) Figura 17. Apo6s o tratamento com
exercicio em meio aquatico (CCI + Exercicio), observamos uma melhora do quadro nociceptivo
a partir da segunda semana de tratamento que se manteve até a tltima sessdao (M3; p <0,0126
e M4; p <0,0127) em comparagdo ao grupo CCI, sem tratamento (Figura 17 A). Por outro
lado, ndo foi possivel observar alteragdo na resposta a hiperalgesia mecanica no grupo tratado
apenas com PBMT (Figura 17 B). No entanto, ao tratar os animais com ambas as técnicas (CCI+

Exercicio+ FBM), a melhora do quadro nociceptivo foi observada a partir da primeira sessao
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(M2; p <0,0007; M3; p <0,0001; M4; p <0,0022) em relagdo ao grupo sem tratamento (CCI)
(Figura 17 C).

Em relacdo ao teste de Von Frey, pudemos observar uma diferenga estatistica apenas nos
grupos tratados com fotobiomodulacao (CCI + FBM) comeg¢ando a partir da primeira semana de
tratamento até a Gltima (M2; p = 0,0213; M3; p = 0,0023; M4; p = 0,0104) quando comparado
com o grupo CCI (Figure 16 E).
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Figura 17 — Analise comportamental da hiperalgesia mecinica pelos testes de Randall
(painéis A-C) e Von Frey (painéis D-F). Ambos os testes t€ém seus resultados expressos como
forca, em gramas (g). A forca dos animais foi definida antes de qualquer procedimento (medida
inicial; MO0), ap6s o periodo de adaptacao (MI), 15 dias apos cirurgia (M1) e apds tratamentos
(M2 — primeira semana — 22 dias pos-cirurgia), (M3 — segunda semana — 29 dias pos-cirurgia),
(M4 — quarta semana 36 dias pods-cirurgia). Os resultados apresentam a média = E.P.M.
ANOVA de duas vias seguida de pods-teste de Tukey. Os simbolos (*) representa diferenca
estatistica entre o grupo SHAM e o grupo CCI; O simbolo (#) foi utilizado para mostrar a
diferenca estatistica entre os animais lesionados (CCI) e os tratados (CCI + Exercicio ; CCI +
FBM ; CCI + Exercicio + FBM ).
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4.1.2. Efeito das terapias na resposta ao estimulo térmico:

Os resultados em relagdo a analise comportamental dos testes de hiperalgesia térmica
(Figura 18, Painel A-C) e alodinia ao frio (Figura 18, Painel D-F), demonstraram, ap6s a lesao
(CCI), uma diminui¢do do limiar nociceptivo a partir do 15° dia apds cirurgia (M1). Essa
diminui¢do do limiar nociceptivo se manteve ao longo de todas as medidas (M2, M3 e M4)
Figura 18. Em relacdo ao teste de hiperalgesia térmica (Hargreaves) foi possivel observar uma
melhora do quadro nociceptivo no grupo tratado apenas com exercicio ao meio aquatico (CCI +
SW) em relacdo ao grupo sem tratamento (CCI) (Figura 18, Painel A). Cabe mencionar, que a
reversdo do quadro nociceptivo sé foi observada a partir da terceira semana de tratamento (M4;
p < 0.0311). Nao foi possivel observar alteragdo estatistica entre os grupos CCI e CCI tratado
com FBM (Painel B) ou mesmo quando utilizamos ambos os tratamentos (CCI + Exercicio +
FBM- Painel C).

Em relagdo ao teste de alodinia ao frio foi observada uma melhora do quadro algico a
partir da Giltima semana de tratamento com exercicio (CCI+SW; Painel D) em relagdo aos animais
sem tratamento (CCI) (M4; p <0,0001). J4, quando tratamos os animais com fotobiomodulac¢ao
(CCI+FBM,; Painel E), essa melhora foi observada apds a segunda semana de tratamento (M1; p
<0,0497; M3; p <0,0002; M4 ; p <0,0001). No entanto, quando os animais foram tratados com
a associagdo de ambas as terapias (CCI+SW+FBM; Painel F) essa melhora foi observada apenas

apos o término do tratamento (M4; p < 0,0001).
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Figura 18 —Analise comportamental da hiperalgesia térmica (Painel A - C) e alodinia ao
frio (Painel D - F). Os resultados de ambos os testes foram expressos em segundos (s). Definido
antes de qualquer procedimento (medida inicial, MO0), apds o periodo de adaptacao (MI), 15
dias apo6s cirurgia (M1) e ap6s tratamentos (M2 — primeira semana — 22 dias pos-cirurgia) e
(M3 — segunda semana — 29 dias p6s-cirurgia) (M4 — quarta semana 36 dias pos-cirurgia). Os
resultados apresentam a média + E.P.M. ANOVA de duas vias seguida de pos-teste de Tukey.
Os simbolos (*) representa diferenca estatistica entre o grupo FOP e o grupo CCI; O simbolo
(#) foi utilizado para mostrar a diferenga estatistica entre os animais lesionados (CCI) e os
tratados (CCI + Exercicio; CCI + FBM ; CCI + Exercicio + FBM ).

4.1.3 Efeito dos tratamentos na funcio motora através do uso do teste de incapacitiancia.

Os resultados em relagdo a andlise da diferenca entre os membros lesionados
(ipsilateral) e ndo lesionados (contralateral), demonstraram que apds a lesdo (CCI) foi possivel
observar uma diminui¢do da diferenca entre os membros a partir do 15° dia ap6s cirurgia (M1)
(Figura 19). Com relagdo aos grupos tratados com exercicio (Painel A), foi possivel observar
uma diminui¢do na diferenca entre os membros na segunda semana de tratamento (M3; p <
0,0447; Figura 19A). Nao foi possivel observar diferenca estatistica em relagdo a terapia de

fotobiomodulagdo ou mesmo quando ambas as terapias foram associadas (Painel B e C).
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Figura 19 — Anailise comportamental da Incapacitincia dos animais tratados com
exercicio em meio aquatico (Painel A), com fotobiomodulacio (Painel B) e com ambas as
técnicas (Painel C). Os resultados dos testes de incapacitancia foram expressos através da
diferenca entre o0 membro ipsilateral divido pelo membro contralateral. A medida basal dos
animais foi definida antes de qualquer procedimento (medida inicial, MO0), ap6s o periodo de
adaptacao (MI), 15 dias apos cirurgia (M1) e apds tratamentos (M2 — primeira semana — 22
dias pos-cirurgia), (M3 — segunda semana — 29 dias pds-cirurgia), (M4 — quarta semana 36 dias
pos-cirurgia). Os resultados apresentam a média = E.P.M. ANOVA de duas vias seguida de
pos-teste de Tukey. Os simbolos (*) representa diferenca estatistica entre o grupo SHAM e o
grupo CCI; O simbolo (#) foi utilizado para mostrar a diferenga estatistica entre os animais
lesionados (CCI) e os tratados com exercicio (CCI + Exercicio).
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4.2 Diferencas na musculatura dos animais

As imagens a seguir tem a funcdo apenas de ilustrar a alteracdo do tamanho dos
musculos dos animais em seus diferentes grupos (Figura 20). Para tanto, ap6s a eutanasia, fotos
foram retiradas para melhor ilustrar. Na Imagem abaixo, Painel A, observamos o grupo SHAM,
sem nenhum tipo de tratamento, onde podemos observar um musculo integro. Apos lesdo (CCI-
Painel B) observamos um musculo atrofiado, com sua massa muscular muito reduzida em
compara¢do aos animais controle. Apos tratamento com exercicio (CCI + Exercicio, Painel C
ou com a associagdo de ambas as técnicas (Painel E, CCI + Exercicio + FBM) observamos um
regressdo ao estado basal do musculo, sendo portanto a hipertrofia do musculo, que
anteriormente se encontrava atrofiado. E como mostrado visualmente, apds o tratamento com
FBM isolado, ndo foi possivel observar alteracdo de tamanho em relacdo ao grupo doente
(Painel D), mostrando que o tratamento isolado com a fotobiomodulacdao ndo ¢ eficaz na

hipertrofia muscular.

A) B)

Figura 20 — Imagens realizadas na eutanasia dos animais, Ilustrativa da diferenca de
tamanho do musculo dos animais. Painel A — SHAM ; Painel B — CCI ; Painel C — CCI +
Exercicio; Painel D — CCI + FBM; Painel E — CCI + Exercicio + FBM
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4.3 Ensaios de Western Blotting no musculo gastrocnémio

Em relagdo aos resultados, esses foram obtidos através da andlise da expressdo proteica
realizada pela técnica de Western blotting para as proteinas Pax-7 e MYOD. Para a analise de
tais proteinas foi utilizada a técnica de normalizacdo onde a densidade Optica da quantificacao
proteica corresponde a razdo proteina de proteina de interesse/GAPDH e representado em
porcentagem. Cabe mencionar que utilizamos apenas o lado ipsilateral do ventre muscular para

analise.

4.3.1 Quantificacio proteica de Pax7

Apos a avaliagcdo dos testes comportamentais e tratamentos especificos de natacdo e
fotobiomodulagdo, os animais foram eutanasiados no 37° dia pds cirurgia, onde o musculo
gastrocnémio ipsilateral foi coletado, armazenado e processado para o ensaio de Western
blotting. A fim de analisar e quantificar a expressdo de proteina Pax7, importante transcritor
muscular na regeneracao, realizamos a analise no musculo gastrocnémio dos animais. Em nossas
analises, pudemos observar, um leve aumento na expressao de pax-7 no grupo CCI em relacao
aos outros grupos, contudo esse aumento ndo foi estatisticamente diferente (Figura 21). Com
relacdo aos grupos tratados com exercicio (Painel A), fotobiomodulacdo (Painel B) ou com
ambas as terapias (Painel C) podemos observar, que todos os tratamentos foram capazes de
induzir uma expressao menor do pax-7 em relacdo ao grupo lesionado (CCI). Contudo essa

diminui¢do ndo foi estatisticamente diferente.
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Figura 21 — Grafico de barras representando a expressao proteica do anticorpo Pax-7 no
musculo gastrocnémio ipsilateral dos animais tratados com exercicio (Painel A),
fotobiomodulacdo (Painel B) e com ambas as terapias (Painel C). Nossos resultados
representam a quantificacdo da expressao da proteina de Pax-7, com peso molecular de 57kDa.
Os resultados apresentam a média = E.P.M. ANOVA de duas vias seguida de pds-teste de
Tukey. O simbolo (*) representa diferenca estatistica entre o grupo CCI e os demais grupos,
sendo no Painel A (SHAM; SHAM + Exercicio; CCI + Exercicio) , no Painel B (SHAM;
SHAM + FBM ; CCI + FBM) e no Painel C (SHAM; SHAM + Exercicio + FBM ; CCI +
Exercicio + FBM).

4.3.2 Quantificacio proteica de MYOD

Em nossas andlises, pudemos observar que o grupo lesionado (CCI) apresenta uma
quantidade minima de expressdo de proteina MYOD (Figura 22). Em relagdo aos animais
tratados com exercicio, podemos observar um aumento nos niveis de expressdo de Myod

quando comparado com o grupo CCI (Painel A). O mesmo foi observado no grupo que recebeu
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tratamento com FBM, observamos um aumento na expressao dessa proteina apds tratamento
(Painel B). Porém, quando analisamos o tecido do grupo que recebeu ambos os tratamentos, os
valores estavam semelhantes ao grupo lesionado (CCI- Painel C). Conforme descrito

anteriormente, pretendemos adicionar um numero maior de animais que confirmar esses

resultados.
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Figura 22 — Grafico de barras representando a expressiao proteica do anticorpo MYOD
no musculo gastrocnémio ipsilateral dos animais tratados com exercicio (Painel A), com
fotobiomodulacdo (Painel B) e com ambas as terapias (Painel C). Nossos resultados
representam a quantificagdo da expressao da proteina de MyoD, com peso molecular de 45kDa.
Os resultados apresentam a média = E.P.M. ANOVA de duas vias seguida de pds-teste de
Tukey. O simbolo (*) representa diferenca estatistica entre o grupo CCI e os demais grupos,
sendo no Painel A (SHAM; SHAM + Exercicio; CCI + Exercicio) , no Painel B (SHAM;
SHAM + FBM ; CCI + FBM) e no Painel C (SHAM; SHAM + Exercicio + FBM ; CCI +

Exercicio + FBM).
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4.4 Disposicao dos grupos celulares - Hematoxilina e Eosina (HE)

Apos a avaliagdo dos testes comportamentais e tratamentos especificos, conforme ja
mencionados anteriormente, os animais foram eutanasiados no 37° dia p6s cirurgia, o muasculo
gastrocnémio ipsilateral foi coletado a fresco, emblocado e congelado, vale ressaltar que o
mesmo musculo foi utilizado para as técnicas de Hematoxilina e Eosina e a técnica de Picro
Sirius Red. A seguir o material foi secionado e distribuido em laminas gelatinizadas para a
técnica de Hematoxilina e Eosina. Os cortes transversais corados com HE foram analisados
através de microscopio Optico para avaliagdo qualitativa do comprometimento tecidual e da
progressdo dos nucleos celulares na regido (Figura 23). Foi possivel observar que no grupo
SHAM os nucleos se situam paralelos as fibras musculares, sendo um aspecto padrao a
morfologia tecidual do musculo estriado esquelético dos animais. Ja no grupo CCI foi possivel
identificar um acumulo massivo de nucleos celulares e algumas fibras com ntcleos
centralizados como tentativa de recuperar tais fibras musculares, além do calibre das fibras
musculares (e do proprio musculo) se encontrarem menores em relagdo ao grupo controle. Em
relacdo aos animais tratados (CCI + Exercicio; CCI + FBM; CCI + Exercicio + FBM) ¢ possivel
observar ainda um acimulo maior de nucleos centralizados devido a neuropatia induzida pelo
CCI, contudo nos grupos tratados com exercicio ja é possivel observar que as células
musculares vao retomando ao seu tamanho habitual, também j& aparentam sinais de
regeneragdo com aspectos circulares e os nucleos da regido apresentam dissipagdo em relagdo
ao Grupo CCI. Quando os animais foram tratados com Fotobiomodulagdo e a associacdo de
ambas as técnicas, apresentam um aspecto similar ao grupo controle, com os nucleos se situam
paralelos as fibras musculares, sendo um aspecto padrdo a morfologia tecidual do musculo
estriado esquelético dos animais. Contudo o grupo Fotobiomodulacdo apresenta um aspecto
padronizado das fibras circulares, ainda com alguns ntcleos adicionais no intersticio e onde as
células ndo sdo bem delimitadas como podemos ver nos grupos controle e associagdo (Figura
23).

Ap0s a captacdo das imagens, nosso proximo passo foi quantificar as imagens. Nossos
resultados (Figura 24) demonstram um aumento de 660% de nucleos inflamatorios no grupo
lesionado (CCI) em relagdo ao controle (SHAM, considerado 100%). Apds os diferentes
tratamentos pudemos observar diminui¢do da porcentagem desses nucleos centralizados, em
relacdo ao grupo CCI. Essa diminuicao foi de 45% (Painel A) para o grupo tratado com
exercicio (CCI + Exercicio), 67% para o grupo Fotobiomodulacao (CCI + FBM) (Painel B) e
76% para o grupo associacao (CCI + Exercicio + FBM ) (Painel C).
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Figura 24 — Grafico de barras representando a expressao de células inflamatérias no
musculo gastrocnémio ipsilateral dos animais tratados com exercicio (Painel A), com
fotobiomodulagao (Painel B) e com ambas as terapias (Painel C). Os resultados apresentam
a média + E.P.M. ANOVA de duas vias seguida de pos-teste de Tukey. Os simbolos (*)
representa diferenca estatistica entre o grupo CCI e demais grupos.
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4.5 Caracterizacdo do Colageno Intersticial - Picro Sirius Red

Como mencionado anteriormente, parte do material foi utilizado para a técnica de Picro
Sirius Red. Os cortes transversais foram corados e analisados através de microscopio Optico
para avaliagdo qualitativa da morfologia do colageno total e entre as fibras e para a identificagdo
das regides com fibrose tecidual. No grupo controle [92], foi possivel observar o aspecto padrao
de coladgeno intersticial entre as fibras musculares e a disposicao destas fibras e congruéncia.
Ja no grupo CCI, observamos um acumulo abundante de coldgeno e aspectos fibroticos com a
descaracterizacdo das fibras musculares e diminuicdo do calibre das mesmas. Nos grupos
tratados, foi possivel observar uma diminuicao da expressao do coladgeno e aspectos fibroticos,
sendo quase uma reversao total do quadro em relagdo aos animais lesionados e controle.
Também ¢ interessante citar que os grupos tratados (CCI + Exercicio; CCI + PBM ; CCI +
Exercicio + FBM) apresentam uma reducao do colageno total (%) e entre as fibras musculares
em comparagdo com o grupo SHAM e CCI (Figura 25). O mesmo que observamos no
experimento anterior. Nossos resultados demonstram um aumento de 203% de colageno no
grupo lesionado (CCI) em relagdo ao controle (SHAM, considerado 100%). Apds tratamentos
pudemos observar uma diminui¢do do colageno total (Figura 26). Essa diminui¢ao foi de 62 %
(Painel A), 58 % para o grupo Fotobiomodulagdo (CCI + FBM) (Painel B) e 66% para o grupo
associacdo (CCI + Exercicio + FBM) (Painel C).

Picro Sirius Red

CClI + Exercicio CCI + Exercicio + FBM

Figura 25 — Cortes transversais corados com a técnica de Picro Sirius Red. (Objetiva de
10x)
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Figura 26 — Grafico de barras representando a expressio de colageno no miusculo
gastrocnémio ipsilateral dos animais tratados com exercicio (Painel A), com
fotobiomodulacio (Painel B) e com ambas as terapias (Painel C). Os resultados apresentam

a média + E.P.M. ANOVA de duas vias seguida de pos-teste de Tukey. Os simbolos (*) (*)
representa diferencga estatistica entre o grupo CCI e demais grupos.

5. DISCUSSAO
A dor neuropatica ¢ definida por danos, doenga, lesdo e pressdo no sistema nervoso

periférico (SNP), central (SNC) e nervoso somatossensorial [3, 107]. E uma condi¢do comum de
dor cronica que possui grande impacto na qualidade de vida dos individuos, afetando cerca de 7-
10% da populacao geral global [108]. Tendo sua predominancia em pacientes acima de 50 anos
de idade, dificil tratamento e sem cura.

Alternativas ndo medicamentosas se fazem necessarias para uma melhora na qualidade
de vida do paciente, visto que os tratamentos medicamentosos ainda nao sdo totalmente eficazes
e apresentam efeitos colaterais adversos ao individuo [3, 4, 13-15, 22, 67, 68, 109]. Com
embasamento na literatura e pensando na qualidade de vida e tipo de dor que esses pacientes
sofrem com os diversos problemas causados pela dor neuropatica (como a atrofia muscular ou
o desuso dessa musculatura adjacente a lesdo), desenvolvemos nosso trabalho para duas

diferentes vertentes de terapia, a fotobiomodulacdo e o exercicio em meio aquatico, associados
ou isolados.
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A fotobiomodulagao j& apresenta resultados positivos na literatura em diversos tecidos
e diferentes doencas relacionadas a dor neuropatica [22, 69, 71-82, 84, 110], da mesma forma,
0 exercicio em meio aquatico também apresenta, na literatura, resultados positivos em relacao
a esse tipo de dor [2, 8, 55-62, 111]. Porém, pouco se sabe sobre o efeito dessas terapias no
tecido muscular, quando falamos do modelo de constricdo do nervo isquiatico. Nao foram
encontrados estudos onde tais terapias fossem associadas e analisadas neste tecido. Portanto,
nosso intuito foi identificar se a associagdo de ambas as terapias teria um efeito benéfico no
tecido muscular, e se possivelmente encontrariamos um efeito potencializado ap6s ambas as
terapias.

De maneira geral, nossa hipotese de que a associagdo de ambas as terapias poderia ter
efeito potencializado em relagdo a resposta nociceptiva e motora, ndo foi confirmada por
completo. Os grupos tratados com ambas as terapias apresentaram resultados benéficos apenas
em relacdo a diminuigdo da resposta nociceptiva quando avaliada em modelo de hiperalgesia
mecanica e térmica (especificamente ao frio).

Inicialmente avaliamos cada terapia de forma individualizada e posteriormente
associamos e comparamos cada uma delas. Sobre os grupos tratados com o exercicio em meio
aquatico, nossos resultados demonstraram uma melhora do quadro algico em resposta ao ensaio
de hiperalgesia mecanica (Randall) e térmica (quente e frio). Essa melhora do quadro
nociceptivo foi observado apos a segunda semana de tratamento para o teste de hiperalgesia
mecanica (Randall & Selitto). Nenhuma altera¢do foi observada quando os animais foram
avaliados em resposta a hiperalgesia mecanica no teste de Von Frey. Em relagdo a hiperalgesia
térmica (Hargreaves), foi possivel observar diminui¢do a hipersensibilidade ao calor apds a
terceira semana de tratamento, o0 mesmo resultado foi observado para a hipersensibilidade ao
frio.

Nossos resultados corroboram com os obtidos por Fazard et al., (2018) visto que em seu
trabalho a partir da terceira semana de tratamento, em meio aquatico, foi observada uma
melhora no quadro nociceptivo em relagdo a hiperalgesia mecanica e térmica nos animais
lesados (modelo de CCI) [56]. Ainda corroborando com nossos resultados, outros estudos
também demonstram efeito benéfico do exercicio aquatico reduzindo a resposta nociceptiva.
Como o estudo de Kuphal et al. (2007), onde observaram que o exercicio aquatico reduziu a
alodinia ao frio e a hiperalgesia térmica [55].

Quando os animais foram submetidos a terapia de Fotobiomodulacdo de forma isolada,
ndo foi possivel observar altera¢do na sensibilidade ao estimulo mecanico quando utilizamos o

teste de Randall & Selitto. No entanto, observamos um aumento do limiar nociceptivo quando
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utilizamos o teste de Von frey. Essa melhora do quadro algico foi observada a partir da primeira
semana de tratamento. O mesmo foi observado quando confrontamos os animais com estimulo
térmico, ndo observamos alteracdo estatistica apos o uso do estimulo quente, mas observamos
reversdo do quadro algico quando submetemos os animais ao estimulo frio.

Estudos anteriores, realizados pelo nosso grupo de pesquisa ja haviam demonstrado
efeito benéfico da FBM em modular a resposta nociceptiva usando o mesmo modelo
experimental e em outros modelos [18, 21, 81, 112]. No entanto, esses estudos, observaram
uma reversao do quadro nociceptivo utilizando os trés tipos de ensaios comportamentais. Esses
resultados discrepantes podem ser devido a quantidade de sessdes aplicadas por semana [81].
Ainda, nosso protocolo apresenta uma energia total diferente, variando nimero de sessdes e/ou
densidade de poténcia do aparelho, o que pode levar a resultados diferentes dentro do mesmo
grupo de trabalho.

Quando nos deparamos com os animais que foram submetidos a associacdo de ambas
as terapias, observamos melhora apenas quando submetemos os animais aos ensaios de
hiperalgesia mecénica, e ao estimulo frio. Um fato interessante, foi que a melhora do quadro
algico apds a associacao foi observada de forma mais recente, ou seja, iniciou-se apos a primeira
semana, demonstrando assim um efeito benéfico quando associado ambas as terapias. Quanto
a avaliagdo do estimulo frio, observou-se uma melhora comparavel aquela alcangada com o
tratamento de natacdo individual. No entanto, ¢ importante destacar que o tratamento a laser
demonstrou melhorias mais precoces, notadamente apds a primeira semana de intervengao.

Em relagdo a avaliagdo da funcdo motora dos animais, ou seja, a diferenga de peso
depositado nas patas ipsi e contralateral, realizada no teste de incapacitancia, observamos uma
melhora, a partir da segunda semana de tratamento nos animais que foram submetidos ao
exercicio em meio aquatico, sem nenhuma alteragcdo apds tratamento com FBM ou mesmo
durante associagdo de ambas terapias. Esse resultado foi um tanto surpreendente, pois
esperavamos, como apresentado na resposta nociceptiva, um efeito positivo, quando associado
ambas as terapias. No entanto, nossos resultados estdo de acordo com resultados observados
por Cobianchi, et al (2010) e Palandi (2020), onde também observaram uma melhora no quadro
motor ap6s o uso de exercicio em esteira [15, 113].

Nao temos na literatura trabalhos descritos com a terapia de FBM associada a natagdo no
modelo de dor neuropatica induzida pela constrigdo do nervo isquiatico, contudo alguns
resultados utilizando outros modelos experimentais, demonstraram efeitos benéficos na
associacdo de ambas as terapias. Como por exemplo no estudo de Beasi et al. (2021) onde a
combinagdo dessas duas terapias no processo de regeneracdo do musculo tibial anterior apds a
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criolesio demosntrou ser mais eficiente do que quando ambas terapias sdo aplicadas
isoladamente [43]. Ainda, o estudo de Malta et al. (2020) sugeriu um efeito benéfico da FBM de
forma individual ou em conjunto com suplemento de creatina durante programa de treinamento
de 12 semanas, resultando um desempenho muscular significativamente melhor e niveis mais
baixos de CK (marcador bioquimico de dano muscular) [114]. Ainda, trabalhos do grupo do
Farazi et al. (2022) também demonstrou que a combina¢do de FBM e um ambiente recreativo
pode ser eficiente na reducdo da depressio e comportamentos do tipo ansiedade em
camundongos, possivelmente através da modulagdo do nivel de corticosterona e da via
hipocampal BDNF/TrkB/CREB [115]. Dutra et al. (2022) observou que, em humanos, a FBM
melhora o desempenho da resisténcia muscular em exercicios uni articulares, mas nao ¢ eficaz
para o desempenho da for¢a muscular[116].

Esses dados, quando considerados em conjunto, evidenciam a eficicia de ambas as
terapias na melhoria do quadro nociceptivo e/ou motor, dependendo do modelo e tratamento
empregados. Além disso, ressalta-se o potencial impacto positivo dessas terapias nao
farmacoldgicas na qualidade de vida dos pacientes.

Adicionalmente aos ensaios comportamentais, a avaliagdo macroscopica do musculo
revelou-se crucial para compreender o impacto das diferentes abordagens terapéuticas. Notou-se
que os musculos dos animais lesados apresentaram menor tamanho em relagdo ao grupo controle.
Ap0s as terapias que envolviam exercicios em meio aquatico de forma isolada ou em associagdo
com a fototerapia, apresentaram significativo aumento de tamanho em comparagio aos grupos
lesionados e sem tratamento. Nenhuma alteragao foi observada apds o uso da FBM isoladamente.
Esses resultados evidenciam a eficacia sinérgica das interveng¢des combinadas, refletindo em um
desenvolvimento muscular notavel. Curiosamente, os musculos dos animais tratados com as
terapias mencionadas assemelharam-se visualmente aos dos animais do grupo SHAM, sugerindo
uma recuperacdo muscular notavel. Esta avaliagdo macroscopica ndo apenas destaca a eficacia
das terapias, mas também fornece uma perspectiva tangivel sobre o potencial impacto positivo
dessas abordagens na restauracdo da morfologia muscular e, por extensdo, na recuperacao
funcional.

Com o objetivo de analisar e quantificar a expressdo das proteinas Pax7 e MyoD,
fundamentais enquanto transceptores musculares no processo de regeneracdo, avaliamos a
expressao dessas proteinas nos musculo gastrocnémico dos animais apds tratamentos de foram
isolada ou em associa¢do. A avaliagdo destas proteinas desempenha um papel crucial na
compreensdo dos mecanismos subjacentes a regeneracdo muscular, sendo a Pax7 associada a
manutencdo da reserva de células satélites, enquanto o MyoD desempenha um papel central na
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diferenciagdo e maturacdo das células musculares. A quantificacdo precisa dessas proteinas
proporcionara insights valiosos sobre o estado e a eficiéncia do processo de regeneracao
muscular, informando avancos significativos na compreensao e potencial manipulacao desses
eventos biologicos complexos.

Nossos resultados demonstraram um aumento da proteina PAX7 no grupo lesionado
(CCI) em comparagdo ao controle e uma queda apos tratamentos de forma isolada ou em
associacdo. O inverso foi observado quando avaliamos os niveis de expressao de MYOD.
Nossos resultados demonstraram uma diminuigdo dessa proteina apds lesdo e um aumento apos
tratamentos. No entanto, para ambos, ndo foi possivel observar alteracdo estatistica entre os
grupos.

Trabalhos da literatura mostraram que Pax7 estd relacionado com a proliferacdo,
manuteng¢do, prevenc¢do da diferenciagdo celular [117], plasticidade muscular, além de coordenar
a expressao de MRFse MYOD [118]. O mesmo foi observado por Tian et. al., (2016) em modelo
de contusdo muscular, onde Pax7 e MYOD foram regulados positivamente pos lesdo (21
dias)[119]. Ainda, Wang et al., (2011) observou que Pax7 e Pax3 regulam a expressdo de Myod
[38] e Yagi et al., (2021) observaram que a expressdao de Pax7 ¢ restrita as células satélites e é
especificamente necessaria para sua manutencao, enquanto os MRFs, incluindo Myf5, MyoD,
Myog e Myt6 (MRF4), sdo ativados em estagios sucessivos para conduzir a miogénese[120].

Em 2015, foi observado por Roberts et al. que a imersao aquatica atenua mudangas no
numero de células satélite e quinases que regulam a hipertrofia [121], Fujimaki também teve
resultados positivos em seu trabalho quando associou o exercicio a essa via muscular, tendo
uma ativagdo de células satélite e recuperando a inatividade da sinalizag¢@o celular em animais
diabéticos [122]. Roman et al. (2021) observaram que lesdes musculares derivadas do exercicio
fisico ativam um mecanismo de auto reparagao de miofibras independente de células satélite, o
que leva a um aumento na velocidade de regeneracdo do sarcomero[123]. Nossos resultados
corroboram com os anteriores descritos na literatura, visto que o grupo CCI com treinamento
de exercicio aquatico teve uma diminui¢do na expressdo de Pax7 e uma maior expressao de
MYOD, o que demonstra uma possivel correlagao entre Pax7 e MYOD.

Um estudo mais recente, sobre doencas neuromusculares sugere aumento no nimero de
células positivas para Pax 7 em biopsias de pacientes, indicando disfungdo das células satélites
e fibras musculares podem ser diretamente afetadas pela doenca [33]. Ainda o estudo realizado
pelo grupo de Azhar, no mesmo ano, mostraram que as células satélite além de estarem
relacionadas com a cicatrizagdo, sdo potenciais fatores de transcri¢do para a producdo de
proteinas de divisao celular [124].
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A importancia dos ensaios histologicos, como a coloragdo por hematoxilina e eosina
(HE) e o picrosirius, ¢ inquestionavel no ambito da pesquisa cientifica e clinica. Essas analises
proporcionam uma visdo detalhada das caracteristicas microscopicas de tecidos e orgaos,
permitindo a identifica¢do de padrdes morfologicos, a avaliacdo de alteragdes patologicas e a
compreensdo dos efeitos de diferentes tratamentos ou condi¢des experimentais. No contexto da
regeneracdo muscular, a aplicagdo desses ensaios histologicos ¢ crucial para examinar a
arquitetura e a composi¢do do tecido, bem como para avaliar a natureza e a extensao de danos
ou reparos. A coloracdo por HE, por exemplo, destaca a morfologia celular, enquanto o
picrosirius ¢ especialmente valioso na visualizagdo de fibras colagenas. Essas técnicas nao
apenas enriquecem o entendimento cientifico, mas também desempenham um papel essencial
no desenvolvimento de estratégias terapéuticas, oferecendo insights significativos para a
otimizagdo de intervengdes médicas e terapias regenerativas.

Em relacdo as laminas marcadas com hematoxilina e eosina, foi possivel observar uma
diminui¢do de nucleos centralizados em todos os grupos tratados isoladamente ou em conjunto
em relacdo aos grupos CCI. Estes apresentaram aciimulo massivo de nucleos celulares e
algumas fibras com nticleos centralizados como tentativa de recuperar tais fibras musculares.
J& nos grupos tratados com exercicio ¢ possivel observar que as células musculares vao
retomando ao seu tamanho habitual, apresentando sinais de regeneragdo com aspectos
circulares. Nos animais tratados com Fotobiomodulagao ¢ a associa¢ao de ambas as técnicas, ¢
apresentado um aspecto similar ao grupo controle, onde os nucleos se situam paralelos as fibras
musculares, sendo um aspecto padrdo a morfologia tecidual do musculo estriado esquelético
dos animais.

Tais resultados corroboram com nossa quantificagdo, ou seja, observamos um nivel de
nicleos inflamatorios aumentado em 660% em relacdo ao controle. E uma diminui¢do da
inflamagao em 45% nos grupos apenas exercitados, 67% grupo tratado com Fotobiomodulagado
e 76% para o grupo associacao.

Com relagdo as laminas apresentadas para a coloragdo de Picro Sirius Red, foi possivel
observar o aspecto padrao de coldgeno intersticial entre as fibras musculares e a disposicao
destas fibras e congruéncia nos grupos controle. Quando realizada a lesdo neuropatica cronica
observamos um acumulo abundante de coldgeno intersticial e aspectos fibroticos com a
descaracterizagdo das fibras musculares, agora mostradas como atrofia muscular, caracterizada
pela diminuigdo do calibre das fibras musculares. Nos grupos tratados com as terapias isoladas
ou associadas, foi possivel observar uma diminui¢cdo da expressdo do coldgeno total em
porcentagem, redu¢do do coladgeno intersticial entre as fibras musculares e aspectos fibroticos.
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Nossas quantificagdes corroboram com nossos resultados visuais, onde foi apresentando
um aumento de 203% de coladgeno total nos grupos apenas lesados (CCI) e pos-tratamentos
especificos pudemos observar uma diminuig@o desse coldgeno total em 62 % para tratados com
exercicio, 58 % tratados com Fotobiomodulacao e 66% tratados com associacao.

Nossos resultados corroboram com diversos estudos onde sugerem efeito benéfico da
fotobiomodulagdao [125] e do exercicio [15, 56, 105, 126, 127] em diminuir resposta
inflamatoria e auxiliar na regeneracdo muscular. Em relagdo ao colageno, foi observado no
estudo de Shanti et al.,2013 que a combinacdo do colageno intra muscular com um agente anti
inflamatorio auxiliou na diminui¢do da dor em modelo de CCI [128]. Demonstrando assim, que
o colageno além da contribuicdo na reducdo da resposta inflamatoria, regeneracdo muscular,

atua também na melhora do quadro algico, mesmo de que indiretamente.

6. CONCLUSAO

De uma maneira geral, at¢ 0 momento podemos sugerir, que nosso modelo experimental
e capaz de induzir uma neuropatia e que ambos os tratamentos, de forma individual ou
associados, sdo capazes de melhorar o quadro algico em ratos com neuropdtica periférica.
Ainda, nossos resultados demonstram uma melhora no comportamento motor observada nos
animais neuropaticos tratados apenas com exercicio em meio aquatico.

Embora ainda ndo seja clara na literatura a correlagdo Pax7/MYOD e como ela
funciona, podemos sugerir que essa correlagdo existe entre ambos, uma vez que sua expressao
foi alterada apos lesdo.

Também ¢ possivel mencionar, que o exercicio ¢ eficaz na manuten¢do de massa
muscular em modelo de dor neuropatica, e que todas as terapias, isoladas ou associadas tem
efeitos no controle da inflamagdo do musculo e do controle do colageno infiltrado nas células
musculares.

Com isso, podemos afirmar que a associagdo de terapias tem resultados positivos e que
podem possivelmente melhorar a qualidade de vida dos pacientes com dor neuropatica.
Lembrando, que as terapias utilizadas em nosso projeto, sdo terapias ndo medicamentosas, sem
efeitos colaterais, com baixo custo e com uso clinico. Portanto qualquer melhora, mesmo que
seja minima, para esses pacientes, ¢ de suma importancia, pois trazem uma esperanca de
tratamento ou melhora no quadro doloroso, consecutivamente, melhora na qualidade de vida

de muitos.
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