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RESUMO

Dor orofacial ¢ toda e qualquer dor relacionada a tecidos moles e mineralizados da
cavidade oral e da face e vém sendo estudada com relagdo a uma maior prevaléncia no
sexo feminino, possivelmente em decorréncia do carater hormonal envolvido. Algumas
terapias vém  sendo  desenvolvidas, como recursos fisioterapéuticos
(fotobiomodulagao, por exemplo) e o reposicionamento de medicamentos. O estudo
teve como objetivo avaliar o efeito antinociceptivo da fotobiomodulacdo e da
metformina na dor orofacial pds-cirurgica em ratas com hipoestrogenismo. Tratou-se
de um estudo experimental realizado com ratas Wistar separadas em 12 grupos (n =
6/cada) em diversas categorias de tratamento. O hipoestrogenismo foi induzido pela
ovariectomia bilateral (OVX). As citologias vaginais foram analisadas a fim de
observar a fase do ciclo estral de cada rata. Apos atingirem o estagio de menopausa,
foi realizada a cirurgia de transeccdo do nervo infraorbital (IONX). Grupos sham e
naives foram incluidos (n = 6/cada). Os grupos foram tratados com metformina (MET
250 mg/kg), laser vermelho ou laser infravermelho ou a associacdo dos recursos
durante 14 dias consecutivos. No 10, 30, 50, 70, 100 e 140 pds-operatorio, as ratas
receberam acetona na vibrissa para avaliar a hipersensibilidade ao frio. O ntimero de
rubbing faciais foi utilizado como parametro de nocicep¢ao. Os animais dos grupos
MET, controle, sham e naive tiveram scus tecidos cerebrais coletados e analisados
imunohistoquimicamente com reagentes para mTOR e ATF3. A transec¢cdo do nervo
infraorbital promoveu hipersensibilidade ao frio nas ratas ndo ovariectomizadas (nao-
OVX) e ovariectomizadas (OVX) desde o 1° dia pds-operatorio até o 7° dia, em
comparagdao aos grupos sham e naive. No 7° dia, as ratas OVX+IONX apresentaram
numero de maior de comportamentos nociceptivos (**p < 0,01) em relagdo ao grupo
submetido somente a cirurgia IONX. As ratas OVX e ndo-OVX tratadas com MET,
laser vermelho e infravermelho apresentaram menor nimero de comportamentos
nociceptivos, quando comparadas aos grupos Controle OVX e Controle OVX+IONX
até o 7° dia pos-operatorio. Nao houve diferenca entre os grupos de ratas OVX e nao-
OVX tratadas com laser vermelho e infravermelho, exceto no 7° dia pds-operatorio
quando as ratas OVX diminuiram os comportamentos nociceptivos em relagdo grupo
ndo-OVX (****p<(0,0001). A associacdo de MET e laser vermelho ou infravermelho
prolongou o efeito antinociceptivo até o 10° dia pds-operatéorio. MET reduziu a
imunoexpressdo da sinalizagdo de mTOR (**p<0,001) e ATF-3 (*p<0,05) em tronco
enceféalico e ganglios trigeminais. Conclui-se que o laser vermelho e o infravermelho
apresentam efeito antinoceptivo em ratas normais e ovariectomizadas quando
comparadas ao grupo controle, sendo o efeito analgésico foi mais prolongado quando
utilizado o laser infravermelho. A metformina apresenta efeito neuroprotetor, levando
a um carater analgésico. Ratas tratadas com metformina associada ao laser vermelho
ou infravermelho apresentaram redug¢do do comportamento nociceptivo quando
comparados ao grupo controle, sendo esse efeito prolongado quando se usa
infravermelho. Nao ha sobreposicdo de resultados quando usado a associacdo de
metformina e laser vermelho ou infravermelho.

Descritores: Dor orofacial. Hipoestrogenismo. Antinocicepgdo. Terapia a Laser de
Baixa Poténcia. Metformina.



ABSTRACT

Orofacial pain is any pain related to soft and mineralized tissues of the oral cavity and
face and has been studied in relation to a higher prevalence in females, possibly due
to the hormonal character involved. Some therapies are being developed, such as
physiotherapeutic resources (photobiomodulation, for example) and drug
repositioning. The aim of this study was to evaluate the antinociceptive effect of
photobiomodulation and metformin on postoperative orofacial pain in rats with
hypoestrogenism. This was an experimental study conducted with Wistar rats separated
into 12 groups (n = 6 / each) in different treatment categories. Hypoestrogenism was
induced by bilateral ovariectomy (OVX). Vaginal cytologies were analyzed to observe
the estrous cycle phase of each rat. After reaching the menopause stage, infraorbital
nerve transection (IONX) surgery was performed. Sham and naive groups were
included (n = 6 / each). The groups were treated with metformin (MET 250 mg / kg),
red laser or infrared laser or resource combination for 14 consecutive days. At 10, 30,
50, 70, 100 and 140 postoperatively, the rats received acetone on the vibrissa to assess
cold hypersensitivity. The number of facial rubbing was used as a nociception
parameter. MET, control, sham and naive animals had their brain tissues collected and
immunohistochemically analyzed with mTOR and ATF3 reagents. Infraorbital nerve
transection promoted cold hypersensitivity in non-ovariectomized (non-OVX) and
ovariectomized (OVX) rats from the 1st postoperative day until the 7th day, compared
to sham and naive groups. On the 7th day, the OVX + IONX rats presented higher
number of nociceptive behaviors (** p <0.01) compared to the group submitted to
IONX surgery alone. The OVX and non-OVX rats treated with MET, red and infrared
laser showed less nociceptive behavior when compared to OVX Control and OVX +
IONX Control groups until the 7th postoperative day. There was no difference between
the groups of OVX and non-OVX rats treated with red and infrared laser, except on
the 7th postoperative day when the OVX rats decreased nociceptive behavior in
relation to non-OVX group (**** p <0, 0001). The combination of MET and red or
infrared laser prolonged the antinociceptive effect until the 10th postoperative day.
MET reduced mTOR (** p <0.001) and ATF-3 (* p <0.05) signaling
immunoexpression in brainstem and trigeminal ganglia. It was concluded that the red
and infrared laser have antinoceptive effect in normal and ovariectomized rats when
compared to the control group, and the analgesic effect was longer when the infrared
laser was used. Metformin has a neuroprotective effect, leading to an analgesic
character. Rats treated with red or infrared laser metformin showed reduced
nociceptive behavior when compared to the control group, and this effect was
prolonged when using infrared. There is no overlap of results when using the
combination of metformin and red or infrared laser.

Keywords: Orofacial pain. Hypoestrogenism. Antinociception. Low Power Laser
Therapy. Metformin.
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1 INTRODUCAO
1.1 Dor orofacial

Dor orofacial ¢ toda e qualquer dor relacionada a tecidos moles e mineralizados
(pele, vasos sanguineos, ossos, dentes, glandulas ou musculos) da cavidade oral e da
face, sendo, por conseguinte, derivada de varios tecidos alvos como as meninges, a
cornea, as mucosas oral/nasal, a polpa do dente e a articulagdo temporomandibular

(Figura 1) (CARRARA; CONTI; BARBOSA, 2010; HARGREAVES, 2011).

Figura 1. Representacdo esquemaitica dos tecidos alvos da dor orofacial (TSNC: complexo
nuclear sensorial trigeminal, Vg: ganglio trigeminal, TMJ: articulacio temporomandibular; Vp:

principal; VO: oralis; Vi: unipolaris; Vc: caudalis).

Orofacial Pain:
Unique Anatomical Tissues
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Fonte: Carrara; Conti; Barbosa (2010); Hargreaves (2011).

A dor orofacial estd ligada a um conjunto de transtornos, incluindo desordens
temporomandibulares (DTMs), cefaleias, nevralgias, odontalgias e dor idiopatica

(AGOSTONI; FRIGERIO; SANTORO, 2005).

Possui um elevado predominio na populagdo, apresentando sinais e sintomas em
até 86% da populacdo ocidental, ocorrendo principalmente na faixa etaria de 13 a 35
anos, sendo quatro vezes mais presente em mulheres do que em homens, estando ligada
a sofrimento para os pacientes. Comprometem significativamente as atividades
cotidianas e a realizacdo das atividades profissionais, o que gera impacto negativo na

economia e nos gastos em saude (BASTOS; GIGANTE; PERES, 2008).
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1.2 Epidemiologia da dor orofacial

A dor atualmente é considerada um grave problema na sociedade moderna. Sua
prevaléncia ¢é ascendente e simboliza hoje a principal causa de procura por assisténcia
a saude sendo, dessa forma, apontada como um preocupante caso de saude publica

(SCHAPPERT; BURT, 2006).

Segundo Teixeira et al. (2012) as pesquisas relacionadas sobre a epidemiologia
da dor ainda sdo obscuras em decorréncia da variedade da apresentagdo, mudangas
sazonais, regionais e inexisténcia de regulamentagdo de catalogacdo das afecg¢des

algicas.

Mesmo se tratando de um caso de Satde Publica e acarretando graves prejuizos
pessoais e de cardter econdmicos, pouco se sabe ainda sobre a epidemiologia, natureza
e os prejuizos advindos da dor cronica em criancgas, adultos e idosos brasileiros. Os
estudos sobre o tema sdo escassos, € quando encontrados, geralmente, referem-se a
dores especificas (BASTOS; ALMEIDA FILHO; SANTANA, 1993; KRELING; DA
CRUZ; PIMENTA, 2006).

Macedo (2004) afirma que a prevaléncia de dor na populagdo ¢ de cerca de 1,9
bilhdes de individuos mundialmente e cerca de 50 milhdes de pessoas no Brasil. De
acordo com dados da Global Industry Analyst (2011) esses dados sdo em torno de 1,5

bilhdes de pessoas no mundo acometidos por algum tipo de dor.

Dellaroza; Pimenta; Matsuo (2007) afirmam que a estimativa ¢ de que 7 a 40%
da populacdo mundial sofra de dor cronica, neste contexto, a dor tem um dramatico

efeito na sociedade do ponto de vista social, econdmico e pessoal.

Ruviaro e Filippin (2012) complementam que a suposi¢do de dor crénica (DC)
afeta em torno de 30 e 40% da populagdo brasileira, vindo a ser o motivo preponderante
de absenteismo, licengcas médicas, aposentadoria precoce, indenizagdes trabalhistas e

baixa produtividade.

No que diz respeito a dor orofacial Lipton, Ship e Larach-Robinson (1993)
complementam que estas sdo prevalecentes na populacao geral, chegando a atingir 12%

das amostras estudadas, percentual semelhante ao da dor toracica, ficando atrds das
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lombalgias (41%), cefaleias (26%) e dores abdominais (17%). Outros estudos mostram
que 22% da populagdo americana referiu algum tipo de dor orofacial nos seis meses

antes da pesquisa.

Kohlman (2002) apreciou a prevaléncia de dor orofacial (DOF) nos habitantes
da Alemanha, em uma amostragem constituida por 7.124 individuos, através da
avaliagdo de elementos obtidos pelo The German National Health Survey e outros
estudos tipicos de outras regides do pais, que proveram repercussdes sobre a
prevaléncia de DOF em relagdo a género e idade. O estudo notificou uma prevaléncia
de 16% de DOF no ultimo ano, e de 7% nos ultimos 7 dias, sendo as mulheres mais
impactadas que os homens. O estudo consumou que a qualidade de vida dos portadores
de DOF, mensurada pelo questiondrio SF-36, pode ser vigorosamente abalada por esta

circunstancia dolorosa.

Em outra pesquisa desenvolvida no Reino Unido por Macfarlane et al. (2002)
com o intuito de verificar a prevaléncia de DOF na populacdo e em subgrupos
populacionais, notificou-se 2.504 individuos de 18 a 65 anos de idade apresentavam
varias condi¢des de dor durante o més que antecedeu a pesquisa (dor na articulagao,
ao redor dos olhos, a frente dos ouvidos, nas témporas e sensibilidade muscular) e
caracteristicas em relacdo ao tempo, frequéncia e duracdo dos episddios de dor. A
frequéncia das queixas foi superior em mulheres e, para ambos os sexos, a maior taxa
de prevaléncia foi descrita entre as idades de 18 a 25 anos de idade, e, a menor, no
intervalo entre 56 a 65 anos. Somente 46% das pessoas que relataram dor buscaram
assisténcia médica e 17% precisaram se retirar do trabalho ou ndo conseguiram realizar

as atividades normais por causa da dor.

A grande parte das pesquisas feitas sobre a prevaléncia da DOF concentraram-
se, principalmente, em populagdes caucasianas. Portanto, um estudo de base
populacional, desenvolvido com a na populacdo adulta de Hong Kong, China que
mensurou a presenca de varios tipos de dor (dor articular, dor odontogénica, dor facial
e ardéncia bucal), e caracteristicas como frequéncia, intensidade e duracdo nas quatro
semanas que antecederam a pesquisa, avaliou 1.222 pessoas acima dos 18 anos de
idade e constatou que 41,6% dos entrevistados informaram a presenga de algum
sintoma de DOF, estando de acordo com os achados de paises ocidentais (McMILLAN

et al., 20006).
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Diversos estudos foram desenvolvidos no Brasil, com as mais diferentes
populagdes a fim de avaliar a prevaléncia de dor orofacial. Michel-Crosato et al. (2006)
entrevistaram 401 trabalhadores de um frigorifico da Regido Sul do Brasil com
objetivo de mensurar a repercussdo da situacdo bucal na qualidade de vida; 73,10%
dos trabalhadores questionados afirmaram ter apresentado dor de dente provocada, dor
de dente espontanea ou queimacdo de lingua nos seis meses anteriores, tendo maior
proporcdo de dor leve e moderada. O trabalho encontrou correlacdo entre DOF e
qualidade de vida, de modo que 29,4% das pessoas que referiram dor, apresentaram

contratempo para limpar os dentes e 25,4% relataram dificuldade para se alimentar.

Leung, McMillan e Wong (2008) realizaram uma pesquisa com individuos
adultos de Hong Kong em que avaliaram 1.352 pessoas acerca de sintomas
relacionados a DOF correntemente episddicas ou presentes ha seis meses e notificaram
uma prevaléncia de 57% de dor corrente ou episddica, e apenas 13,2% de dor presente
hé seis meses, sendo a dor de dente o sintoma mais comum, relatado por 42,2% das
pessoas que referiram dor. Inclui também nos achados que, mesmo a DOF
apresentando uma severidade devido a sua forte intensidade, o impacto psicossocial
foi pequeno, fato que pode estar associado a estratégias mais eficazes de enfrentamento

da dor nesta cultura.

Outro estudo realizado por Lacerda, Traebert ¢ Zambenedetti (2008) a fim de
verificar a prevaléncia de dor orofacial e sua relagio com absenteismo em
trabalhadores do setor metalirgico e mecanico do municipio de Xanxeré, Santa
Catarina notificou que todos os trabalhadores eram do sexo masculino (n = 480) das
13 industrias do setor na cidade e que a prevaléncia de dor orofacial foi de 66,1%,

sendo dor de dente provocada ou dor de dente espontdnea os tipos mais comuns.

Em pesquisa desenvolvida por Lacerda et al. (2011) com 267 trabalhadores de
uma industria téxtil em Laguna/SC obtiveram que a prevaléncia de DOF experimentada
pelo grupo nos ultimos seis meses foi de 32,2% e o impacto oral no desempenho didrio
foi de 28,5%, sendo as atividades mais afetadas: comer e apreciar comida, e higienizar

os dentes e a boca.

No que diz respeito a prevaléncia de dor orofacial em universitarios, Medeiros,
Batista e Forte (2011) aplicaram um questionario com 347 estudantes de graduagao do

primeiro e ultimo ano dos cursos de Odontologia, Medicina, Farmacia, Fisioterapia e
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Enfermagem em Jodo Pessoa, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) obtiveram
que a maioria dos estudantes apresentaram disfun¢do leve (54,5%), e apenas 2,6%
disfuncdo severa. Os hébitos parafuncionais mais frequentes foram colocar a mao no

queixo (36,31%) e dormir de um lado (32,27%).

Na pesquisa desenvolvida por Ferreira ef al. (2012) com 153 estudantes de
Odontologia da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) de todos os periodos,
com idades entre 17 e 25 anos verificou-se que 39% dos graduandos apresentaram
algum tipo de Disfun¢do Temporomandibular (DTM), sendo que 73% eram do género
feminino. Foi observada uma porcentagem de 93% de desordens articulares e 7% de
desordens musculares, tendo sido 78% isoladas e 22% associadas. A DTM articular
mais prevalente, independente do género, foi o deslocamento do disco com reducdo de

68%.

Custodio et al. (2017) a fim de notificar a ocorréncia de DTM em estudantes do
primeiro e do ultimo ano de cursos de Educacao Fisica, Enfermagem e Fisioterapia do
Centro Universitario do Planalto de Araxa (UNIARAXA), totalizando 114 alunos,

verificou-se prevaléncia de DTM leve em 78% dos participantes.

Em uma pesquisa realizada por Silva ef al. (2012) em Ribeirdo Preto (SP) com
99 pessoas do sexo masculino, na faixa etdria de 18 a 66 anos de idade, por meio da
aplicagdo do Oral Impact on Daily Performances (OIDP), que mensurou, nos seis
meses anteriores a pesquisa, vivencia de dor na boca, dentes ou préteses e como estas
podem repercutir na atividade didria. Das pessoas entrevistadas, 56,6% referiram DOF
nos ultimos seis meses, sendo assim considerada uma alta prevaléncia e seu efeito

negativo na vida das pessoas.

Siqueira et al. (2013) em sua pesquisa, averiguou a ocorréncia de cefaleia e
DOF em adultos e idosos da cidade de Ermelino Matarazzo, Sdo Paulo. Foram
questionados 505 adultos de 18 a 59 anos de idade e 385 idosos acima dos 60 anos e
verificou-se que 55,5% afirmaram possuir algum tipo de DOF, sendo a dor de cabega
a mais preponderante (41,1%), seguida da dor de dente (10,2%), dor facial (7,7%) e
dor na lingua (0,7%). A pesquisa ainda achou correlacdo entre a prevaléncia de dor e
a existéncia de disturbios do sono e pior qualidade de vida, sendo que 48,6% dos
adultos e 58,7% dos idosos relataram alguma perda das atividades diarias devido a dor,

evidenciando assim, a repercussdo das condi¢des dolorosas sobre a qualidade de vida
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desses individuos.

Cavalcanti et al. (2015) em pesquisa com idosos ndo institucionalizados, com
idades iguais ou superiores a 60 anos, cadastrados no Programa da Saude da Familia
(PSF) do municipio de Areia, Paraiba, Brasil verificou-se uma prevaléncia de DTM no

grupo estudado foi de 46,5%.

Os estudos epidemioldgicos brasileiros sobre dor cronica, inclusive orofacial,
ainda sao deficientes, portanto, alguns achados mostram a alta prevaléncia desses casos
e a comum associacdo entre eles em um mesmo individuo. Esses achados sao
insignificativos para a compreensdo da dor orofacial no Brasil e para determinar
estratégias de controle e combate a dor em nossa populagdo (CARRARA; CONTI;
BARBOSA, 2010).

Outra modalidade de dor ¢ a dor pds-operatoria. De acordo com Haggman-
Henrikson, Rezvani, List (2014); Khan et al. (2019) algum tipo de trauma ou lesdo na
regido dentaria e tecidos adjacentes, assim como lesdes na cabeca e no pescogo podem
induzir a dor em carater imediato ou a longo prazo em algumas regides, como 0s
musculos mastigatorios, a coluna cervical, articulagdio temporomandibular,

articulagdes e coluna vertebral.

Sessle (2000) afima que exite uma relagcdo de dor pos-operatéria e dor
mandibular e que esta ocorre em 75% dos pacientes, mostrando que hda mecanismos
fisiologicos envolvidos na propagacdo da dor na regido trigeminal, fundamentando
presenca dor mandibular muscular associada, em diversos musculos, como temporal e
masseter. Essa dor muscular, por sua vez, possui carater difuso, levando a uma

sensibilizacdo central, podendo ser resistente e com causas diversas.

Jaaskelainen (2004); Siqueira et al. (2006) complementaram que processos
cirirgicos afetam bastante a sensibilidade da regido mandibular, sendo notdvel
conduzir e mensurar essas anormalidades, visto que podem evoluir para dor

neuropatica.

A sensibilizagdo periférica ocorre por liberacdo de mediadores inflamatorios
que sdo langcados em consequéncia a um trauma, que irdo estimular nociceptores e

impulsionar a atividade neuronal (TAL; ELIAV, 1996; ELIAV et al., 1999).

Em caso de lesdo nervosa ocorre indugcdo da expressdo de neuropeptideo no
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ganglio trigeminal, induzindo a alteragdo nervosa, como por exemplo em fibras AP e
c¢lulas gliais no SNC, importantes na iniciagdo e manuten¢do da dor cronica. Ha
relacdo com diversos neutransmissores, podendo desprender moléculas excitatorias
como as citocinas pro-inflamatorias e glutamato em consequéncia a neuro-sinais

internos (SALTER, BEGGS, 2014; PENG et al., 2016).

1.2.1 Custos de tratamento e absenteismo na dor cronica

A dor cronica ¢ vista como um caso de saude publica e gera graves danos

pessoais e socioecondmicos (VON KORFF; DWORKIN; LE RESCHE, 1990).

Para Rossetto ef al. (1999) ¢ inadiavel a necessidade de estimar sua grandeza e
dimensionar sua despesa para a sociedade, investigar as transformac¢des nas relacdes
interpessoais, a limitacdes dos papéis sociais, como restricdes nas atividades de
trabalho, na convivéncia familiar e na vida social, buscando qualificar a demanda por

acoOes de saude.

Sternbach (1986) realizou um estudo com 1.254 individuos nos Estados Unidos
a fim de verificar a prevaléncia e seriedade dos diferentes tipos de dor, os atributos
demograficos daqueles com dor, o impacto da dor no trabalho e outras atividades, a
associagdo entre dor e mecanismos de estresse, a procura por médicos e demais
profissionais da saude no tratamento da dor, e o éxito de diversos tratamentos para o
manejo da dor. Obteve-se que 500 milhdes de dias de trabalho foram perdidos devido

a dor entre os individuos empregados.

Em outro estudo, conduzido por Seers (1992) mostrou que a dor lombar ¢
incumbida por uma perda de 1.400 dias de trabalho por mil habitantes por ano, o que
revela um grande custo médico e social. Nos Estados Unidos, o custo da dor crdonica
foi mensurado em 40 bilhdes de dodlares, sendo a dor cronica o fator mais usual de

limitacdo em pessoas até 45 anos e a segunda razdo de consulta médica.

Segundo Teixeira et al. (1995) no Brasil, em pesquisa desenvolvida com
individuos com dor cronica, achou-se que 94,9% possuia algum tipo de
comprometimento da atividade profissional, como queda do desempenho e

absenteismo ao trabalho.

Rossetto et al. (1999) complementa que se estima que 50% das consultas
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médicas possuem associacdo com a dor cronica e que 50% dos doentes que possuem
podem ter algum tipo de incapacitacdo gerada pela dor. Os resultados sociais da dor
cronica e a relevancia de estratégias para sua minimizagdo e tratamento foram
comprovadas através do risco relativo de mortalidade referente a ocorréncia de dor

cronica.

De acordo com Rotta et al. (1985) um estudo brasileiro que avaliou dores
multiplas em individuos vinculados aos consultorios e as clinicas médicas para a
caracterizagdo da dor encontrou que técnica de amostragem concluiu que o estudo nao

possibilita representacdo da dor cronica na populagdo geral.

Melo, Ribeiro e Storpirtis (2006) afirmam que o crescimento da eficiéncia na
prevencdo e no tratamento de doencas resultou no prolongamento da expectativa de

vida.

Os custos sdo classificados como diretos, indiretos e intangiveis. Os custos
diretos sdo em relacdo aos cuidados médicos e medicamentos, enquanto os indiretos
sdo associados pela auséncia de capacidade produtiva dos pacientes em decorréncia da
morbidade ou mortalidade. Os intangiveis, por sua vez, sdo relacionados a dor e ao
sofrimento, de modo a serem os mais dificeis de quantificar e avaliar, visto que
interferem na qualidade de vida dos individuos (ROBERTSON; LANG; HILL, 2003;
LESSARD; CONTANDRIOPOULOS; BEAULIEU, 2009).

Vlainich et al. (2010) afirmam que os custos mensais médios dos medicamentos
para tratamento ambulatorial da dor cronica sdo em média de R$127,74, mostrando
que os custos de medicamentos ndo diferem de forma significativa, levando-se em

conta o tipo de dor envolvida.

1.3 Dor orofacial e dimorfismo sexual

Hé bastante tempo que estudos diferenciando homens e mulheres em relacdo a
prevaléncia da dor e da busca de tratamento médico em condi¢des dolorosas, como
também no comportamento em resposta a dor e aos tratamentos vem sendo realizados.
Os motivos sdo bem diversos, sejam por questdes bioldgicas, sejam diferengas
genéticas ou hormonais, e pontos psicossociais, caracterizadas por fatores

experienciais e socioculturais, assim, como o limiar de dor e a tolerdncia aos
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tratamentos associados (HURLEY; ADAM, 2008; MOGIL, 2012; TORGRIMSON;
MINSON, 2005).

Fillingim; Gear (2004); Gaumond; Arsenault; Marchand (2005); Thompson et
al. (2008); Hagiwara (2010) demonstraram que essa possibilidade ¢ apoiada por
diversos achados em estudos realizados com animais e Berkley (1997); Fillingim e
Gear (2004) em humanos. No entanto, as diferengas precisas, bem como sua

magnitude, ainda ndo estdo bem esclarecidas.

Macfarlane, Glenny e Worthington (2001) realizaram uma revisdo sistematica
em que tratava da relagdo do género e idade. A prevaléncia de todos os tipos de DOF
foi mais afirmada em mulheres. A dor odontogénica, feridas intra-orais e a dor articular
decresceram com a idade, no entanto a taxa de prevaléncia de ardéncia bucal cresceu
com aumento da idade e a dor facial manteve-se constante. Notificou-se também a
presenca de uma relacdo entre idade, género e fatores psicoldgicos e a DOF,
ressaltando dessa forma, a indispensabilidade de se realizar pesquisas epidemioldgicas
de qualidade na populacao geral, com amostras apropriadas para a defini¢do exata da

prevaléncia e deteccdo de significativos aspectos concatenados.

De acordo com a American Board of Orofacial Pain (AAOP) (2008) e Bettoni
et al. (2008) as mulheres apresentam prevaléncia significativamente maior de dor que
os homens com idades similares e que segundo Conti ef al. (2012) e Blanco-Aguilera
et al. (2013) os fatores bioldgicos e culturais fundamentam tais dessemelhangas
sexuais. A influéncia sexual na ocorréncia de dor reduz-se nas idades mais avangadas.
Predomina nas mulheres e em individuos deprimidos. Prevalecem mais em mulheres,

em individuos com idades de 55 a 64 anos € em mais idosos.

Figueiredo et al. (2009) complementa que os individuos que mais buscam
atendimentos para disfun¢do temporomandibular (DTM) sdo mulheres com idades
entre 20 e 40 anos e que as principais queixas aferidas sdo dor articular e dor muscular.
Porém as queixas mais prevalentes sdo o ruido, a dor articular e a ocorréncia de

cefaleia.

A localizacdo da dor de acordo com as partes do corpo também pode amplificar
essa diferenca relacionada ao sexo, porque essa discrepancia ¢ mais pronunciada no
caso da dor craniofacial, mais comum em mulheres. Além disso, mais mulheres do que

homens sofrem de neuralgia do trigémeo. Estes dados indicam que os hormdnios
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sexuais podem influenciar o desenvolvimento de condi¢des de dor no trigémeo
(KATUSIC et al., 1990; SACCO; TANAKA, 2008; MULLER et al., 2011; FEJES-
SZABO et al., 2018).

No que diz respeito as questdes hormonais, uma fase importante vivenciada
pelas mulheres € o climatério, que vem do grego Klimacter e significa periodo critico.
O climatério ¢ um periodo compreendido na vida da mulher em que ocorre a transi¢ao

do periodo reprodutivo ao ndo-reprodutivo (FERNANDES; BACARAT; LIMA, 2004).

O Ministério da Saude afirma que este periodo ocorre entre 40 e 65 anos de
idade, sendo dividido em: pré-menopausa, quando inicia apds os 40 anos, levando a
reducdo da fertilidade em mulheres com ciclos menstruais regulares ou com padrao
menstrual similar ao ocorrido durante a vida reprodutiva; perimenopausa, o qual inicia
dois anos antes da ultima menstruagdo e vai até um ano apds (apresenta ciclos
menstruais irregulares e alteracdes endocrinas); pés-menopausa, em que comec¢a um

ano apos o ultimo periodo menstrual (BRASIL, 2008).

Trata-se de uma etapa de extrema importancia na vida da mulher, visto que
ocorre uma redu¢do gradual da producdo de hormdnios sexuais femininos a partir dos
ovarios. Sendo assim, leva a diversos sinais e sintomas desagradaveis, conhecidos
como sindrome do climatério, além de patologias comuns nessa fase, como osteoporose
e doencgas cardiovasculares. A maioria dos sintomas tipicos do climatério sdo
decorrentes da redug¢do dos niveis de estrogénio, em que os mais comuns sdo a
instabilidade vasomotora, disturbios menstruais, sintomas psicologicos, atrofia
genitourinaria, presenca de casos de alodinia em maiores proporgdes e, posteriormente
osteoporose e alteragdes cardiocirculatérias (FERNANDES; BACARAT; LIMA, 2004;
MOREIRA, 2014).

Moreira (2014) complementa que esse tipo de sintomas psiquicos e
vasomotores, tipicos do periodo menopdusico e pds-menopausal, se devem ao

hipoestrogenismo em consequéncia da disfun¢do ovariana na mulher.
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1.4 Dor neuropatica

A Associag¢do Internacional para o Estudo da Dor (IASP) vem debatendo acerca
da nomenclatura da Neuropatia Trigeminal Dolorosa Pods-Trauméatica (PTTN),
idealizada pela Sociedade Internacional de Cefaléia (IHS). Esse termo traduz as dores
de origem neuropatica que interferem no nervo trigémeo e estdo localizadas na regido
da cabega, face ¢ cavidade oral. Essa nova nomenclatura vem substituindo termos
como, dor por desaferentacdo, neuropatia traumatica, dor fantasma (WODA et al.,
2005; MELIS; SECCI, 2007, BAAD-HANSEN, 2008; ZAGURY et al., 2011;
BENOLIEL et al., 2012; BAAD-HANSEN et al., 2013).

A dor neuropatica € caracterizada por lesdes de nervos ou que envolva o sistema
somatosensor, ¢ normalmente acomete as fibras nervosas periféricas. Os mecanismos
moleculares envolvidos na dor neuropatica sdo complexos e apresentam
comprometimento da expressdo génica de canais idnicos comuns, receptores,
neuropeptideos e enzimas (MOSS et al., 2008; BASBAUM et al., 2009; COSTIGAN;
SCHOLZ; WOOLF, 2009; CHRISTOPH et al., 2011; JONGEM et al., 2014).

Como exemplo de dor neuropdtica, tem-se a neuralgia do trigémeo (NT),
estando localizada na face, podendo ser encontrados sintomas faciais dolorosos

intensos e espasmos no periodo de exacerbacdo da doenca (RUDOLPH, 2008).

A incidéncia anual da NT ¢ de 4,3 para cada 100.000 habitantes, sendo mais
prevalente no género feminino e em 90% dos casos afeta pessoas acima de 40 anos de
idade (RUDOLPH, 2008; ZAGURY et al.,, 2011; PENNAROCHA et al., 2012,
PESCHILLO; DELFINI, 2012; BAAD-HANSEN et al., 2013; EL-TALLAWY et al.,
2013; PIGG et al., 2013; SIQUEIRA et al., 2013).

1.4.1 Sintomatologia da dor neuropdtica de cardter pos traumdtica

Acontece caracteristicamente no ponto alvo do trauma, ou no dermatomo distal
do nervo afetado. Em casos de traumas em segmentos nervosos mais extensos, pode
ocorrer alodinia grave (WODA et al., 2005; RENTON; YILMAZ, 2011; BENOLIEL
etal., 2012).

De acordo com Haanpdd et al. (2001) a alodinia é um sintoma comum em
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individuos que apresentam dor devido a uma doenca ou lesdes no sistema nervoso,
dentre elas a dor orofacial de carater neuropatico. E caracterizada por dor decorrente
de um estimulo que frequentemente ndo causa dor, sendo manifestada em locais com
area de inervacdo da estrutura nervosa lesionada ou afetada por doenca, podendo, no
entanto, ocasionalmente, extravasar a mesma. Normalmente, tem um inicio precoce e
pode regredir com o tempo apos uma lesdo aguda, mas também pode aumentar com o
tempo e evoluir para condigdes de dor neuropatica de progressdo lenta. A
hipersensibilidade precoce pode aumentar a probabilidade de dor neuropéatica

persistente.

A alodinia pode ser classificada em fun¢do da modalidade sensorial que provoca
a dor, ou seja, térmica (frio ou calor) ou mecanica (toque dindmico, picada de agulha
e pressao). A alodinia mecanica é decorrente de uma dor provocada por um leve toque
na pele; a alodinia de pressdo (estatica e profunda)é provocada por pressdao colocadas
na pele e no tecido profundo; a alodinia ao estimulo de picada de agulha sdo em vista
ao estimulo por agulha ou monofilamento e a alodinia ao frio e ao calor s@o provocadas

por estimulos frios ou quentes aplicados na pele (JENSEN; FINNERUP, 2014).

A hiperalgesia e outras mudangas sensoriais podem ser decorrentes de
alteragdes mais expressivas no desencadeamento somatossensorial central (LIST;

LEIJON; SVENSSON, 2008; BAAD-HANSEN et al., 2013).

A PTTN apresenta dor de carater unilateral podendo haver acometimento do
sistema nervoso central em casos mais especificos quando apresenta caracteristica
mais difusa, porém raramente atravessa a linha média (JAASKELCAINEN, 2004;
WODA et al, 2005; BENOLIEL et al., 2012).

Pode — se apresentar diariamente, ou ndo, ndo havendo predilecdo de dias e
horarios, com intensidade moderada a forte, dor em queimagdo, e podendo queixar-se
de edema, corpo estranho, calor ou frio, vermelhiddo ou rubor local (WODA et al.,
2005; BAAD-HANSEN et al., 2008; BAAD-HANSEN et al, 2013; RENTON;
YILMAZ, 2011; DAGSDOTTIR et al., 2016).

Ocorre ainda, nesse tipo de patologia, questdes psicossociais bem claras e
aqueles individuos com dor mais grave, normalmente possuem casos altos de depressao
e exacerbacdo da dor, assim como queda da qualidade de vida (BAAD-HANSEN, 2008;
PENNAROCHA et al., 2012; PIGG et al., 2013; SMITH et al., 2013; FORSSELL et



30
al,, 2014).

Normalmente os casos sdo tipicos de diversas consultas com inumeros
profissionais de varias especialidades sem um diagndstico e tratamento comum, tendo,
na maioria das vezes, tratamentos com objetivo de reduzir a dor, que incluem
farmacoterapia, ajustes oclusais e cirurgia (BAAD-HANSEN et al., 2008; PIGG et al.,
2013; FORSSELL et al., 2014; HAVIV et al., 2014).

De acordo com Baad-Hansen (2008), mediante essas multiplas condutas, por um
tempo, varios pesquisadores acreditavam ser uma doenca de origem psicogénica,

todavia, essas hipoteses ndo foram aprovadas cientificamente.

O processo de lesdo nervosa gera um processo inflamatério que induz a liberagdo de
citocinas pro-inflamatorias, fatores de crescimento, enzimas hidroliticas e 6xido nitrico (NO),
assim como reducdo do limiar de ativagdo dos nociceptores e incremento da excitabilidade da
fibra nervosa (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Outros mecanismos periféricos importantes no processo de lesdo neuronal que vao
adiante da inflamacdo e da liberacio de mediadores inflamatorios sdo a liberagdo de
neuropeptideos e fatores neurotroficos, alteracdes degenerativas das fibras nervosas decorrentes
do dano direto, como lesdo axonal e desmienilizacdo. Em lesdes centrais e periféricas as
citocinas fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas 1 beta (IL-1B) e 6 (IL-6) estdao
presentes. O TNF-a ¢ liberado em grande parte das células do sistema imunoldgico, assim como
pelas células da glia, gerando alteracdes metabolicas e hemodindmicas e ativando outras
citocinas. Esta citocina proporciona a hiperexcitabilidade neuronal, incrementa a excita¢do e
gera inflamagdo em diversos locais do sistema nervoso, sendo considerado um mediador
expressivo da dor neuropdtica cronica, assim como um importante alvo terapéutico (AUSTIN;
MOALEM-TAYLOR, 2010). A IL-1p gera inflamacdo sist€émica, leva a produgdo de
substancia-P (SP) e NO, tendo importante fun¢do no desenvolvimento e na manutengao da dor.
Ja a IL-6 desenvolve maturacdo e ativagdo de neutrofilos, maturacdo de macrofagos e
diferenciacio de linfocitos-T citotoxicos. E principalmente pro-inflamatéria na dor neuropética,
levando a aumento da inflamag@o por meio da inducdo de células da glia no sistema nervoso
central (AUSTIN; MOALEM-TAYLOR, 2010; DE OLIVEIRA et al., 2011). Esta, pode vir a
desencadear, no local da lesdo, acdo antinociceptiva e a regenera¢do do axonio periférico
(SINGH; BEG; LOPEZ-OLIVO, 2010), sendo considerado um bom centro terapéutico para o
tratamento da dor neuropatica, quando comparado as outras citocinas (AUSTIN; MOALEM-

TAYLOR, 2010).
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De acordo com De Corato et al (2011) neuropeptidios também estdo envolvidos na dor
neuropatica, visto que geram transformacdes na expressdo destes, como SP, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), polipeptideo vasoativo intestinal (VIP) e
neuropeptideo Y (NPY) no nervo trigémeo e no ganglio trigeminal. Sugere-se, entdo, que a
grande concentracdo de neuropeptideos no local da lesdo pode ter relacdo com a atividade
neural ectdpica e ao desenvolvimento e a modulacdo da dor neuropdtica.

Outro marcador que aparece em processos de neuronal é o Fator de Transcrigdo
Ativador 3 (ATF-3). O ATF-3 ¢ um pertencente da familia de proteinas de ligacdo a
elementos responsivos a ATF de fatores de transcri¢do bésicos do tipo ziper de leucina
e ¢ induzido por diversas situacdes de estresse, incluindo lipopolissacarideo (LPS) nas
c¢lulas endoteliais, células musculares lisas e macrofagos (HAI et al., 1999; CAI et

al., 2000).

O ATF-3 surge em diversos sinais extracelulares, no entanto a maioria deles sao
caracterizados como sinais advindos do estresse, estando genes ligados a remodelagao
tecidual, reorganizagdo citoesquelética, angiogénese, inflamagdo e reepitelizagdo. O
ATEF3 ¢ induzido durante as respostas celulares a muitos sinais de estresse e pode ser
notificado como um gene induzivel ao estresse (HAI ef al., 1999; KIM et al., 2014;
PEREIRA et al., 2017).

O ATF-3 ndo ¢ expressado de forma tipica nos ganglios da raiz dorsal e medula
espinhal, sendo somente induzido em neurdnios submetidos a transcec¢do axonal. Esse
marcador também ¢ induzido em neurdnios sensoriais ¢ motores da medula espinhal
apos lesdo do nervo, sendo, assim, considerado um marcador de injuria neuronal

(TSUJINO et al., 2000).

2 OPCOES DE TRATAMENTO PARA DOR OROFACIAL NEUROPATICA

Farmacos, como os analgésicos, antidepressivos e anticonvulsivantes sdo as
principais escolhas para os tratamentos das dores neuropaticas, no entanto, possuem
muitas contraindicagdes e muitos deles ndo sdo eficazes para algumas pessoas
(RICHEIMER, 1997; FINNERUP et al., 2001; BACKONIJA, 2002; SCHESTATSKY
et al., 2008).

Dessa forma, considerando as inumeras causas e a alta incidéncia da dor
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orofacial na populacdo e consequentemente os multiplos tratamentos especificos e
inespecificos e a auséncia de tratamento definitivo, sdo necessarias pesquisas para que
se chegue a uma medida altamente eficaz para tratd-la. Devido seu carater
multifatorial, tratamentos conservadores e reversiveis veem sendo usados para
amenizar o processo inflamatério (GONDIM, 2012; BALASUBRAMANIAM;
KLASSER, 2014).

2.1 Tratamento medicamentoso

De acordo com Finnerup et al. (2001) o tratamento para dor neuropatica ¢
inespecifico, uma vez que grande parte dos pacientes fazem uso de drogas de eficacia
ndo-demonstrada ou em subdoses da medicagdo apropriada. Esta, por sua vez, deve ser
tratada com farmacos antidepressivos triciclicos e anticonvulsivantes, ja que a dor

neuropdatica ndo possui boa resposta a analgésicos comuns.
2.1.1 Anticonvulsivantes e antidepressivos

A dor orofacial aguda pode, em geral, ser tratada com o arsenal terapéutico
disponivel, no entanto, a dor orofacial cronica (especialmente a de natureza
neuropdatica), apresenta diagnostico e tratamento dificeis. Um fator importante que
influencia para o diagnostico e tratamento da dor orofacial cronica ¢ a incerteza da

etiologia e patogénese (RICO et al., 2016).

De acordo com Medawar; Matheus (2012) os antidepressivos triciclicos (ADT’s) e
os gabapentidides sdo os farmacos de primeira escolha para o tratamento farmacologico da dor

neuropatica.

2.1.1.1 Amitriplina

A amitriptilina é considerada o padrdo-ouro dos analgésicos antidepressivos (MICO et
al, 2006). De acordo com Verdu et al (2008) o mais importante mecanismo de a¢do ¢ por meio
do bloqueio da recaptagdo de serotonina e noradrenalina (monoaminas) na fenda sinaptica.
Estuda-se que esta age na dor neuropatica através de seus efeitos sobre a serotonina e
noradrenalina, promovendo a interacao destas sobre os seus respectivos receptores localizados

nos interneurdnios inibitdrios do corno dorsal da medula, aumentando a quantidade de sinapses,
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gerando um incremento do limiar de ativagdo dos neurdnios secundarios da via nociceptiva.
Dessa forma, a condug@o da dor ao talamo fica prejudicada e a consequéncia ¢ uma resposta
inferior a esta condi¢@o. A amiptriplina também atua na inibi¢ao da recaptagdo de monoaminas,

levando a resposta da dor, devido a ligagdo dos ADTs aos receptores opiodides.

Sindrup et al (2005); Verdu et al (2008) complementam que o mecanismo de a¢do na
dor neuropatica pode estar ligada ao antagonismo de receptores N-metil-D-aspartato, canais de
sodio e canais de calcio voltagem- dependente, visto que a inibi¢cdo destes canais ¢ possivel
causar gerar uma queda nos impulsos nervosos, gerando hiperpolarizacdo dos neurdnios
envolvidos na dor, inibir a exocitose de substancias estimulatorias da resposta a dor (i.e.

glutamato e substancia P), assim como demais agdes indiretas a este bloqueio.

No que diz respeito as condi¢des clinicas para tratamento da dor neuropatica mostrou-
se que os ADT’s possuem bons resultados, principalmente na dor neuropatica periférica como
polineuropatia diabética e ndo-diabética, neuralgia pds-herpética, sindrome dolorosa pos-
mastectomia e em grupos de pacientes com diferentes condi¢des de dor neuropatica periférica

(SINDRUP et al.,2005).
2.1.1.2 Gabapentinoides

Assim como os ADT’s, os anticonvulsivantes, principalmente a gabapentina e
pregabalina, sdo usados no tratamento da dor ha bastante tempo, desde a década de 60, sendo

considerados os mais importantes no tratamento da dor (PARK et al., 2010).

Santos et al (2011) afirmam que os anticonvulsivantes na dor neuropatica atuam devido
aos mecanismos fisiopatologicos parecidos com a epilepsia, em que ocorre uma
hiperexcitabilidade neuronal presente em ambos casos. Sendo assim, os medicamentos sdo
estabilizadores de membrana e agem por meio dos canais de sodio e célcio voltagem-
dependente, incrementando os efeitos inibitdrios do dcido y-aminobutirico (GABA) e reduzindo

a transmissao excitatdoria do glutamato.

A gabapentina atua no alivio da dor, melhora do humor e disturbios do sono em casos
de dor neuropatica mista, neuralgia pos-herpética, neuropatia diabética dolorosa, lesdo na
medula espinhal (FINNERUP et al., 2005) e dor por membro fantasma (JENSEN et al., 2009).

Atua como neuromodulador através da ligacdo seletiva a subunidade protéica a2 dos canais
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de célcio voltagem- dependente em vdrias areas do cérebro e no corno dorsal da medula

espinhal (HOWARD et al. 2011).

A pregabalina, por sua vez, possui efeitos parecidos com a gabapentina e atua gerando
uma redu¢do do influxo de célcio nos neurdnios, seguido da inibi¢do da liberagcdo de
neurotransmissores excitatorios relevantes na produgao da dor. Possui ainda inicio de agdo mais
rapido e efeito ansiolitico (SANTOS et al., 2011), porém com custo mais elevado quando

comparado a gabapentina.

2.1.2 Metformina

A metformina (MET) é um composto derivado da espécie Galega officinalis
(Figura 2) que era usada em algumas regides da Europa no periodo da Idade Média
para o tratamento de pacientes com polilria, e posteriormente, no Diabetes Mellitus

(WITTERS, 2001; BAILEY; DAY, 2004).

Figura 2. Espécie vegetal Galega Figura 3. Estrutura quimica da
officinalis. metformina.

Fonte: Bailey e Day (2004). Fonte: Pubchem (2019).

A metformina ¢é classificada como uma biguanida e ¢ usada no tratamento da
diabetes tipo 2. No entanto, seu mecanismo de acdo ainda ndo estd completamente
elucidado. Ela facilita a captacdo muscular de glicose desencadeada pela insulina,

assim como em outros tecidos periféricos, podendo também diminuir o apetite, e levar
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a perda de peso. Atua no hepatocito, levando a um processo de inibigdo da
gliconeogénese e da glicogenolise, e estimulacdo da glicogénese. Em contrapartida,
nos tecidos periféricos insulino-dependentes, especialmente na musculatura
esquelética, desencadeia acréscimo da captacdo de glicose levando a uma diminuigdo
acelerada da glicemia plasmatica. Somado a acdo do metabolismo glicidico, ainda atua
no metabolismo lipidico, reduzindo os triglicérideos plasmaticos e os acidos graxos
livres em decorréncia de inibi¢ao da lipolise. Possui ainda efeito relaxante no endotélio
diminuindo levemente a pressdo arterial (CUSI; DEFRONZO, 1998; DeFRONZO,
1999; ZHOU et al., 2001).

A nivel molecular, os principais efeitos gerados pela MET sdo em consequéncia
da ativagdo (exceto no hipotalamo) da proteina quinase ativada pela adenosina
monofosfato (AMPK) (ZANG et al., 2004; DZAMKO et al., 2009; LIM; KOLA,
Blrtins; KORBONITS, 2010).

A AMPK em estado de ativacdo, é responsavel pelo metabolismo da glicose e
dos lipidios, expressdo génica e sintese protéica. A AMPK atua no figado, musculo
esquelético, coragdo, tecido adiposo e pancreas. Esta sofre ativagdo quando hé reducao
do conteudo celular e sua maior agdo ¢ desativar as vias consumidoras de ATP e

estimular as vias metabodlicas produtoras de ATP (ZHOU et al.,2001; HARDIE, 2003).

Hardie (2003) complementa que a AMPK ¢ responsavel pelo equilibrio
energético celular e ¢ ativada pelo aumento da razdao AMP/ATP. A AMPK, por sua
vez, ¢ um inibidor do alvo da rapamicina (mTOR) de mamiferos e da sinalizagdo da

proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK).

A ativacdo da AMPK reduz a excitabilidade dos neurdnios do ganglio da raiz
dorsal e os ativadores da AMPK sao eficazes na redugao da dor cronica em modelos
inflamatoérios, pds-cirirgicos e neuropaticos de roedores (PRICE; DAS; DUSSOR,
2016; TERENZIO et al., 2018).

Quando ocorre a lesdo do nervo periférico ha aumento da sinalizagdo de mTOR
e MAPK, notificando que a ativa¢do dessas vias de sinalizagdo tem sido associada ao
aumento da excitabilidade do nociceptor. A metformina, por sua vez, diminui a
excitagdo mecanica e a excitabilidade do nociceptor (MELEMEDJIAN et al., 2010;
MELEMEDIJIAN et al.,2011; TILLU et al.,2012; MELEMEDIJIAN et al., 2013; MOY
et al., 2017, TERENZIO et al., 2018;).
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Das et al. (2019a) afirmam que realizagdo de um tratamento precoce com
metformina pds-trauma ¢ capaz de reprimir a alodinia mecdnica em um modelo
complexo de sindrome de dor regional em camundongos. Sugere-se ainda, que os
ativadores da proteina quinase ativada por AMP podem ser um alvo terapéutico vidvel
para o tratamento da dor associada a sindrome dolorosa regional complexa. A ativacdo
de vias opioidérgicas medeia parcialmente a atividade antinociceptiva da metformina.
Em conjunto, os resultados indicam que a metformina deve ser mais investigada
visando seu reposicionamento no tratamento de pacientes com diferentes condigdes

dolorosas.

3 FOTOBIOMODULACAO

3.1 Caracteristicas do laser de baixa poténcia

A palavra “/aser” ¢ um acronimo em lingua inglesa de “Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation”, ou seja, amplificagio de luz por emissdo
estimulada de radiagdo. A radiacdo emitida pelo /aser é de origem eletromagnética ndo

ionizante, podendo vir a ser visivel ou invisivel (AGNE, 2017).

O primeiro laser foi construido em 1960 por Theodore Mainan, com cristal de
rubi. J& em 1962, Leon Goldman usou o primeiro laser de alta poténcia ou laser
cirirgico, visto que possuia poténcia acima de 1 W e caracteristicas ablativas. O /aser
de baixa poténcia, por sua vez, so surgiu na década de 1970, com o médico e professor
hungaro Endre Mester, com objetivo de estimulo de cicatrizagdo tecidual, sendo usado

na cicatrizacdo de feridas e ulceras abertas inicialmente (OLIVEIRA et al., 2014).

O laser atua através de propriedades com uma radiagdo de alta energia, sendo
empregado um comprimento de onda especifico de acordo com o objetivo terapéutico
(Figura 4). O comprimento de onda atua por meio de células alvos, conhecidas como
cromoforos, que sdo capazes de absorver aquela luz e atuar de maneira especifica para
cada tipo de terapéutica. Os efeitos bioldgicos da terapia de /aser de baixa poténcia
baseiam-se em que um ou mais cromodforos absorvem a luz e provocam efeitos
fisiolégicos e modulagado bioenergética. A depender do cromo6foro alvo ¢ desencadeado
um tipo de reagdo especifica (SUTHERLAND, 2002; BORGES; SCORZA, 2016;
MARTINS, 2017).
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De acordo com Huang et al. (2009) os principais cromoéforos absorvidos pelos
tecidos humanos sdo: 4dcido nucléico, proteina, hemoglobina, melanina, agua, lipidios,
flavinas, porfirinas, citocromo C oxidase. O comprimento de onda, por sua vez, ¢é
determinado de acordo com a localiza¢do da cavidade dptica que se encontra a volta

do meio, que ird produzir o feixe de luz (Figura 5).

Figura 4. Representacio do espectro eletromagnético e os seus diferentes comprimentos de onda.
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Fonte: Adaptado de Garcez, Ribeiro e Nuiiez (2012).

Figura 5. Representacdo da curva de absorcio dos principais cromo6foros absorvidos pelo laser
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Fonte: Adaptado de Gonzalez-Rodriguez e Lorente-Gual (2015).

As caracteristicas distintas entre os diversos tipos de lasers sdo vistas pelas

variagdes nos comprimentos de onda, assim como os efeitos biolégicos intimamente
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relacionados com a dose. Podem ser caracterizados como /asers continuos e pulsados

(ZECHA et al., 2016).

3.2 Interac¢io da luz com os tecidos bioldgicos

Em meados dos anos 60 e 70 o pesquisador Endre Mestre se dedicou a descobrir
como os /asers de baixa poténcia, responsaveis pelos efeitos atérmicos, atuavam nos
tecidos biologicos. Observaram que a luz interage com os tecidos bioldégicos por meio
de dois mecanismos: absor¢do e dispersdo. Absorcdo ¢ a capacidade de os tecidos
biologicos absorverem um foton em sua totalidade. J& a dispersdo caracteriza-se pela
passagem dos fotons caminharem em direcdo ao nivel de energia, a medida que passam

por diferentes tecidos (SOUSA et al., 2012).

O mecanismo bioldgico particularmente envolvido com os efeitos do /aser ¢
apontado pela absor¢ao da luz vermelha e infravermelha por cromé6foros, em especial,
o Citrocomo C Oxidase (CCO), sendo uma unidade da cadeia respiratdria localizado
no interior das mitocondrias. Possui como hipdtese que a absorcdo dessa energia
luminosa desencadei uma fotodissociagdo do oOxido nitrico inibitério de CCO,
provocando um incremento na atividade enzimatica, deslocamento de elétrons,
promovendo a respiragdo mitocondrial e geracdo de trifosfato de adenosina (ATP)

(KARU; KOLYAKOV, 2005).

Sendo assim, o tratamento com /aser de baixa poténcia ¢ capaz de modificar o
estado redox da célula, levando a um processo de estimulo de diversas vias de
sinalizagdo intracelular, modificando a interacdo dos fatores de transcri¢do ligados a
proliferacdo celular, a sobrevivéncia, ao reparo tecidual e a regeneragao (CHUNG et

al.,2012; AVCI, 2013).

As luzes vermelhas e infravermelhas sdo absorvidas por croméforos especificos
localizados na mitocondria. E desencadeada na cadeia respiratéria, producdo de ATP
em maior quantidade, geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e liberacao
ou geragido de Oxido Nitrico (NO). Estas respostas, por sua vez, podem modificar a

transcrigao através da ativagdo dos fatores de transcrigdo (COSTA, 2015).

EROs vem sendo estudados na laserterapia devido haver um incremento de sua

concentragdo em consequéncia da laserterapia, de modo que a sintese de ATP aparenta
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possuir a mesma correlagdo (LUBART et al., 2005; WONG-RILEY et al., 2005; HU
et al., 2007, LAPCHAK; DE TABOADA, 2010; CHEN et al., 2011).

J4

Outro estudo evidenciou que o pico de incremento da sintese de ATP ¢
alcancado 5 min apos a irradiacdo e diminui até os niveis basais em 6 horas (CHEN et

al., 2011).
3.3 Efeitos terapéuticos do /aser de baixa poténcia

Laser de baixa poténcia ¢ atérmico e quando ocorre aumento da temperatura
local ¢ em consequéncia do aumento do metabolismo celular e da vasodilatacao
provocada na regido. Os principais efeitos casuados sdo efeitos ndo térmicos, como
efeitos fotoquimicos, fotofisicos e fotobioldgicos (RIBEIRO; ZEZEL, 2004),
exercendo efeito terapéutico a atermia, fotobiomodulagdo e interagcdo celular

(FORTUNY; GALLARDO; LIBANEO, 2018) (Figura 6).

Figura 6: Efeitos atribuidos a fototerapia com /asers em baixa intensidade.
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Fonte: Ribeiro e Zezell (2004).
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Legenda:
ATP = trifosfato de adenosina;
RE = reticulo endoplasmatico.

O laser de baixa poténcia atua principalmente em células debilitadas, ou seja,
sobre orgdos e tecidos enfraquecidos, como alguma desordem funcional (RIBEIRO;

ZEZELL, 2004).

3.3.1 Processo de reparo

O processo de reparo ¢ constituido por diferentes episddios, como a inflamagao,
a proliferagdo celular e a sintese de elementos constituintes da matriz extracelular,

incluindo as fibras coladgenas, elasticas e reticulares (PUGLIESE et al., 2003).

Sendo assim, a inflamacgao ¢ tida como uma reacdo tecidual apos ter sofrido uma
agressao local. Ocorre nas primeiras horas apos a lesdo e desencadeia diversos

processos biologicos que servirdo para reconstruir o tecido lesado (COLLINS, 2000).

Em consequéncia a fase inflamatoria ocorre um processo de remog¢dao do
exsudato e das células mortas, em que ird substituir o tecido lesado por células do
tecido conjuntivo, havendo assim, a reposi¢do por um tecido igual ao original,
iniciando o processo de cicatrizacio. Essa é a fase proliferativa (CAMARA;

CARVALHO, 1997).

3.3.2 Mecanismos anti-inflamatorios e analgésicos do laser terapéutico

Em processo de lesdo tecidual ocorre uma série de fatores que levam ao
desencadeamento de um ambiente com alteragdes a nivel tecidual, como a redugao do
pH e da concentracdo de oxigénio, aumento dos niveis de ATP circulante e liberagao

de mediadores quimicos (HOUCK et al., 2011).

Diante desse ambiente alterado, Taylor e Moncada (2010) complementam que
as células integras se adaptam, de modo que na presenca de baixas concentra¢des de
oxigénio na mitocondria ocorre a liberagdo de Fator Induzido por Hipodxia-1 (HIF1)

que promove ligagdes irreversiveis com subunidades no Citocromo C-Oxidase (Cco).

O laser de baixa poténcia atuara quebrando essas ligagdes e ajuda no processo
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de respiracdo mitocondrial, leva a restruturagdo de varios processos metabolicos e

consequentemente, melhorando o quadro inflamatério (BARATTO et al., 2011).

O laser possui como mecanismo de acdo principal a fotobiomodulagdo que
ocorre por meio do estimulo dos itens da cadeia respiratéria mitocondrial. Dessa
formar ir4d desencadear uma cascata de sinalizacdo gerando a proliferacdo celular e a
citoproteccdo. Uma grande parte das evidéncias relacionam que o citocromo c-oxidase

(complexo 4) ¢é o fotorreceptor de luz vital (EELLS et al., 2004). (Figura 8)

Em estudo realizado por Silveira, Streck e Pinho (2007) verificaram que o
succinato desidrogenase (complexo II) também ¢ ativado por esta irradiagdo. A
mitocondria possui boa capacidade de receber a luz monocroméatica do laser,
incrementando, assim, o metabolismo respiratério de algumas células, promovendo

efeitos biomodulatorios.

O laser de baixa poténcia possui uma das suas principais fungdes, a reducdo da
inflamac¢do, em decorréncia da diminui¢do dos mediadores quimicos inflamatorios
(prostaglandinas, leucocitos e fator de necrose tumoral), leva também ao incremento
da concentracdo de proteinas dos mediadores quimicos, como a interleucina 10 (IL10)
e da proteina do choque térmico (HSP) (BJORDAL; LOPES-MARTISN; IVERSEN,
20006).

Outros estudos mostraram que o laser de baixa poténcia modula e acelera a
cicatrizacdo tecidual por atuar no aumento da atividade mitotica, fibroblastos, sintese
de colageno, neovascularizacdo e reduz inflamacgao e estresse oxidativo (CARVALHO

et al., 2006; FATHABADIE et al., 2013; GONCALVES et al., 2013).

A acdo benéfica da irradiacdo laser induz a ativacdo de células (leucdcitos,
fibroblastos, queratindcitos etc.) expressas em aumento da atividade bactericida,
proliferacdo celular e produg¢do de proteinas e citocinas. Esses eventos produzirdo
efeitos clinicos como cicatrizacdo de feridas, incremento na microvascularizacao,
regeneracdo e imunomodulagio (VLADIMIROV; OSIPOV; KLEBANOV, 2004).
(Figura 7).

Diversos estudos também vém sendo desenvolvidos para mostrar o alivio da dor
nocioceptiva e neuropdatica por conseguir inibir parcialmente a condu¢do nervosa e

reducdo da estimulacdo aferente (HAMBLIN et al., 2017). (Figura 7).



42

Figura 7. Esquema representativo da atuacio do Laser de baixa poténcia nos sistemas biolégicos

para alivio da dor nocioceptiva.

Incremento na atividade

Geragdo de Espécies Reativas

Efeito antiinflamatorio e
analgésico

Fonte: Elaborada pela pesquisadora (2019).

Existem alguns mecanismos de acdo responsaveis pela diminui¢do da dor, que
seria por meio da reducdo do estresse oxidativo e fadiga dos musculos esqueléticos,
inibicdo da transmissdo na juncdo-neuromuscular, diminuindo a sensibilidade no

pontos dolorosos e efeitos anti-inflamatorios (LOPES-MARTINS et al., 2006).

A aplicagdo do laser atua bloqueando parcialmente a conduc¢do nervosa,
principalmente as fibras Ad e C, que transmitem os estimulos nociceptivos, assim
como a liberacdo de serotonina no SNC como um mecanismo de reducdo da dor nos

nervos periféricos (CHOW et al., 2009).

Zeng (2018) acrescentou que emissdes de comprimento de onda de 650 a 830nm

com o /aser de baixa poténcia ¢ capaz de reduzir a dor p6s-operatoria.
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3.4 Tipos de lasers

3.4.1 Laser vermelho X Laser infravermelho

As irradiagdes vermelha e infravermelha sdo responsaveis por gerar uma
reorganizacdo a nivel do metabolismo celular, induzindo, assim, a processos de
ativacdo metabdlica e ativacdo celular. A luz torna-se o ponto gatilho para indugao
desses processos. Dessa forma, as doses usadas para desencadear bioestimulagdo sdo

baixas (0,1 a 10J/cm2), com tempo de irradiagdo curto (10 a 100s) (KARU, 1989).

A luz visivel vermelha é capaz de gerar estimulo aos sistemas bioldgicos, em
que ocorre alteragdes fotoquimicas nos receptores mitocondriais e consequentemente,

altera o metabolismo celular (Figura 8) (KARU, 1989).

A radiagdo infravermelha, por sua vez, desencadeia rotacdes e vibragdes
moleculares, propriedades diferentes da radiagdo visivel. Sendo assim, sugere-se que
luz infravermelha, em decorréncia das suas propriedades fotofisicas e fotoquimicas,
seja capaz de gerar a cascata de eventos metabdlicos por meio de efeitos fotofisicos
nas membranas, atuando nos canais de calcio. Mesmo possuindo efeitos diferentes, o
laser vermelho e infravermelho possuem respostas iguais (Figura 8) (RIBEIRO;

ZEZELL, 2004).

Figura 8. Modelos para estimulagdo dos sistemas bioldgicos pelo laser em baixa poténcia.
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O laser infravermelho possui melhor efeito na redu¢do da dor, devido possuir
um comprimento de onda maior e permitir atingir maiores profundidades de tecido
(OZDEMIR; BIRTANE; KOKINO, 2001; HAKGUDER et al., 2003; KREISLER et al.,
2003; MATERA; TATARUNAS; OLIVEIRA, 2003; CHOW et al., 2004; GUR et al.,
2004; NES; POSSO, 2005).

4 JUSTIFICATIVA

A dor orofacial atinge cerca de 30 a 40% da populagdo brasileira, sendo motivo
preponderante de absenteismo, licencas médicas, aposentadoria precoce, indenizacdes

trabalhistas e baixa produtividade (RUVIARO; FILIPPIN, 2012).

Os medicamentos antidepressivos e anticonvulsivantes sdo grandes aliados ao
combate da dor neuropdtica, porém devido as suas contraindicagdes, alta capacidade
de dependéncia fisica e efeitos colaterais, outros medicamentos, possibilidades
terapéuticas e associagdes de tratamentos vém sendo propostas. A metformina, por sua
vez ¢ um medicamento de baixo custo, ja conhecido hd muito tempo na Medicina com
uma boa op¢do terapéutica nas desordens ligadas a diabetes, e em pesquisas mais
recentes o seu efeito positivo ja foi observado quando se trata de efeito nociceptivo

em dor de carater neuropatico.

O laser ¢ um recurso muito usado em processos inflamatorios e dolorosos, ja
sendo respaldado em diversos estudos por seus mecanismos bioestimuladores. Excita
as mitocondrias celulares, desencadeando um incremento na producdo de ATP
intracelular, fundamentando seu efeito antiedematoso e antiinflamatorio, levando,
assim a aumento da endorfina circulante favorecendo a agdo analgésica na dor
inflamatéria. Dessa forma, o uso do laser terapéutico ¢ uma 6tima opg¢do, de facil
acesso, baixo custo e com boa resposta no manejo da dor, em especial, a de carater

neuropatico.

Sendo assim, propomos esta pesquisa, que se torna inédita, ao usar a metformina

e a fotobiomodulacdo, associadas ou ndo, no controle da dor orofacial neuropatica.
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5 OBJETIVOS

5.1 Geral

Analisar o efeito da fotobiomodula¢do e da metformina na neuralgia trigeminal
experimental e a influéncia do hipoestrogenismo.

5.2 Especificos

- Avaliar o comportamento nociceptivo orofacial em ratas ovariectomizadas na

neuralgia trigeminal.

- Apreciar o possivel efeito antinociceptivo da metformina em ratas normais e

ratas ovariectomizadas na neuralgia trigeminal.

- Verificar o possivel efeito antinociceptivo da fotobiomodulagcdo em ratas

normais e ratas ovariectomizadas na neuralgia trigeminal.;

- Avaliar o efeito antinociceptivo da associacdo entre metformina e
fotobiomodulagdo em ratas normais e ratas ovariectomizadas na neuralgia

trigeminal,
- Investigar o efeito neuroprotetor da metformina no ganglio trigeminal;

- Investigar a participagdo do m-TOR e ATF-3 no efeito neroprotetor da

metformina no ganglio trigeminal.
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6 METODOS

6.1 Animais

Os experimentos foram realizados em ratas (Rattus norvergicus, variedade
albina) Wistar, fémeas maduras, com peso entre 150 a 250 g, provenientes do Nucleo
de Biologia Experimental (NUBEX), da Universidade de Fortaleza (UNIFOR),
mantidas em gaiolas depolissulfona e policarbonato, em condi¢des controladas de
temperatura (22 £ 2°C) e luminosidade (ciclos claro/escuro de 12 horas), em instalagdo
especifica de patogenos livres (SPF) em Gaiolas Techniplast de VCI (5 animais / cada)
com livre acesso a agua autoclavada e dieta com ragdo extruzada (Purina, Sdo Paulo,

Brasil).

Os experimentos foram desenvolvidos em sala silenciosa, com exaustdo de
gases, mantendo-se o controle da temperatura e sempre durante a fase clara do ciclo.
Os protocolos experimentais seguiram as diretrizes éticas do Conselho Nacional para
o Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pelo Comité de
Etica em para uso de animais da UNIFOR (CEUA) sob os numeros 8811280818 ¢
9601181117.

6.2 Grupos experimentais

As ratas foram distribuidas em 14 grupos de seis animais cada, conforme o

Quadro I:

Quadro 1 - Grupos experimentais e respectivos tratamentos.

Grupo 1- CT1 (Controle) Ratas normais + IONX
Grupo 2- CT2 (Controle) Ratas OVX + IONX
Grupo 3 — MET1(250mg/kg) Ratas normais + IONX + MET
Grupo 4 — MET2 (250mg/kg) Ratas OVX + IONX + MET (250mg/kg)
Grupo 5 — LASERI1 Ratas normais + IONX + LASER
Grupo 6 — LASER2 Ratas OVX + IONX + LASER
Grupo 7 — INFRALASERI1 Ratas normais + IONX + INFRA
Grupo 8 — INFRALASER2 Ratas OVX + IONX + INFRA
Grupo 9 —- METLASER1 Ratas normais + IONX + MET(250mg/kg) + LASER
Grupo 10 - METLASER?2 Ratas OVX + IONX + MET(250mg/kg) + LASER
Grupo 11 — METINFRA1 Ratas normais + IONX + MET(250mg/kg) + INFRA
Grupo 12— METINFRA2 Ratas OVX + IONX + MET(250mg/kg) + INFRA
Grupo 13— SHAM Sham: animais fémeas OVX + falso IONX
Grupo 14— NAIVE Naive: animais fémeas normais

Fonte: Elaborado pela pesquisadora.
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Legenda:

CT - Controle

OVX - Ovariectomizada;

IONX - cirurgia do nervo infraorbital;

MET - metformina; LASER — laser vermelho; INFRA — laser infravermelho.

6.3 Inducio do hipoestrogenismo

O hipoestrogenismo foi induzido por ovariectomia bilateral (OVX), cirurgia
para retirada dos ovdrios, provocando assim uma queda nos niveis de estrdgeno,
simulando uma menopausa. Os animais foram submetidos a anestesia geral, com a
mistura cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) por via
intraperitoneal. Apos o estabelecimento do plano anestésico, verificado pela auséncia

de reflexos motores e protetores, os animais foram submetidos a ovariectomia bilateral.

As ratas anestesiadas foram posicionadas em dectibito dorsal em uma tabua
confeccionada com madeira e coberta com EVA, e suas patas foram presas com fita
adesiva. A superficie abdominal foi submetida a assepsia com iodopovidine e com
iodo ativo a 3%. A laparotomia foi realizada em condi¢des semi-assépticas através de
incisdo cirargica com lamina de bisturi na regido abdominal. Todo o material utilizado
na cirurgia foi previamente esterilizado em autoclave de bancada por 60 min. O trato
reprodutor foi examinado para confirmag¢ao da normalidade

Os planos foram divididos, os ovarios foram visualizados e entdo foi feita a
excisdo destes 6rgaos. A hemostasia foi realizada com fio cirurgico de nylon da marca
Procare 4.0. Em seguida, as ratas foram colocadas em gaiolas separadas e observadas
até o retorno as condi¢cdes normais. Nos dias seguintes, as ratas foram acompanhadas
a fim de notificar a boa evolugdo cirtrgica, por meio da cicatrizagdo tecidual, boa

movimentagdo e alimentagcdo adequada do animal (Figura 9).
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Figura 9: Etapas da cirurgia de ovariectomia bilateral (OVX). O circulo azul indica o ovario da

rata.

Fonte: Acervo da pesquisadora (2019).

Para o grupo sham, procedimentos gerais semelhantes ao descrito anteriormente
foram realizados, exceto que durante o ato cirurgico, em que os ovarios foram
exteriorizados, porém nao foram removidos. Um grupo de fémeas que ndo sofreu
procedimento cirurgico foi utilizado para controle (Naive). Trés dias apos o
procedimento cirurgico, os animais dos grupos OVX, sham e naive tiveram suas
citologias hormonais vaginais avaliadas diariamente durante quinze dias. O peso

corporal de cada animal foi registrado durante todo o experimento.

6.4 Avaliacao do ciclo estral

O ciclo estral de todos animais foi acompanhado por citologia vaginal durante

uma semana antes da cirurgia, € os animais que ndo ciclaram regularmente foram

retirados do experimento. Apdés 20 dias de repouso das ratas, as mesmas foram
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acompanhadas por citologia vaginal a fim de verificar a fase do ciclo estral a qual se

encontravam.

Dessa forma, a secrecdo vaginal das ratas foi coletada e o lavado vaginal nao
corado foi observado a fresco, em microscopio 6tico (LONG; EVANS, 1922; HOAR;
HICKMAN, 1975).

Devido a ag¢do dos hormonios sexuais (estrogénios e progesterona) sobre o
epitélio vaginal podemos avaliar a fase do ciclo estral. Os estrogénios causam
proliferacdo e queratinizagdo, j& a progesterona promove mucificagdo. O uso das
objetivas de aumento de 10 vezes facilitou a analise da proporcdo entre os trés tipos
celulares presentes no material. O uso das objetivas de aumento de 40 vezes permitiu
o reconhecimento de cada um dos tipos celulares (VILELA; SANTOS JUNIOR;
SILVA, 2007).

Para a coleta do lavado vaginal, as ratas foram contidas e colocou-se uma pipeta
de plastico preenchida com volume de 10 pL de solugdo salina (NaCl a 0,9 %)
inserindo a ponta na vagina do rato, mas nao profundamente, e coletou-se material
suficiente para observacdo da citologia vaginal. O fluido vaginal foi colocado em
laminas de vidro e uma lamina de vidro diferente foi usada para cada animal. Uma gota

foi coletada com uma ponta limpa de cada rata.

Os tipos celulares do esfregaco vaginal de ratas e a caracteristica celular define
a fase do ciclo estral da rata podem ser verificados na Figura 11. A rata ¢ um animal
do tipo poliestro, em que apresenta ciclos estrais curtos e sucessivos. A maioria das
ratas, cerca de 60 a 70% possuem um ciclo estral de 4 - 5 dias. Porém algumas ratas
desenvolvem ciclos mais regulares e outros irregulares. As irregularidades sdo
definidas no momento em que a rata permanece numa mesma fase, durante 4 - 5 dias,
ou ciclos, em que a oscilacdo entre as fases ndo segue a ordem de proestro, estro,
metaestro e diestro. O proestro habitualmente possui uma durabilidade de 15 horas, o
estro 12 horas, o metaestro de 12 horas ¢ o diestro de 48 - 62 horas (VILELA; SANTOS
JUNIOR; SILVA, 2007).

O esfregaco de um metaestro possui células epiteliais acidéfilas anucleadas e
nucleadas, células cianofilas e leucocitos em mesma propor¢do (Figura 10). O
esfregaco de diestro hd predominancia de leucodcitos (Figura 11), ja4 o do proestro

possui predominancia de células epiteliais acidofilas e eosinofilas nucleadas (Figura
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12), e por fim, o estro tem grande quantidade de células cornificadas anucleadas

(Figura 13) (VILELA; SANTOS JUNIOR; SILVA, 2007).

Figura 10. Metaestro Figura 11. Diestro. Figura 12. Proestro  Figura 13. Proestro
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Fonte: Marcondes, Bianchi e Tanno (2002).

6.5 Neuragia trigeminal experimental por transeccio do nervo infraorbital

(IONX)

Apbs o periodo de acompanhamento (20 dias), as fémeas dos grupos OVX foram
submetidas a cirurgia de transec¢do do nervo infraorbital (IONX). Os animais operados
foram previamente anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina e
cloridrato de xilazina (ver 8.2). O nervo infraorbital foi dissecado dos tecidos
adjacentes, através de uma incisdo de 2 mm (Figura 14 a, b). O grupo sham foi
submetido a0 mesmo procedimento cirtrgico, porém ndo houve a transec¢do do feixe
nervoso. J& o grupo naive ndo passou por nenhum procedimento. As ratas foram
devolvidas as suas gaiolas e alimentados com puré de comida triturada e monitoradas
diariamente durante o pods-operatorio (IMAMURA; KAWAMOTO; NAKANISHI,
1997).



51

Figura 14. Cirurgia do nervo infraorbital (IONX) (a; b).

(b)

Fonte: Acervo da pesquisadora (2019)

6.6 Avaliacao da hipersensibilidade ao frio

No dia anterior a cirurgia (IONX) os animais receberam 50 pL. de acetona na
vibrissa ipsilateral e avaliou-se a quantidade de vezes em que a rata friccionou
(rubbing; Figura 15) a area afetada por 1 minuto (4area ipsilateral e contralateral). Esse
protocolo foi repetido nos dias 1, 3,5, 7, 10 e 14 pds-cirurgico. Os animais dos grupos
controle e sham receberam tratamento com veiculo (salina; via oral - v.0), € os grupos
teste receberam metformina na dose de 250 mg/kg (v.0), laser vermelho 2J ou

infravermelho 2J. Outros grupos receberam a combinac¢do dos recursos.

Figura 15. Representacio esquematica do comportamento de rubbing facial com as patas

dianteiras e traseiras em roedor.

Fonte: Romero-Reyes et al. (2013)

O teste da acetona ¢ caracterizado por uma medida da alodinia a frio e mensura
0s comportamentos aversivos provocados pelo resfriamento evaporativo. A acetona
pode ser esfregada ou pulverizada na superficie plantar da pata traseira ou na regido

periorbital. A acetona ¢ decorrente de um resfriamento da pele as temperaturas de 15
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—21°C, podendo variar de acordo com a temperatura da sala, temperatura da pele e da
quantidade de acetona aplicada (CARLTON et al., 1994; CHOI et al., 1994; VISSERS;
MEERT, 2005).

Um aplicador foi treinado para a realizacdo da aplicagcdo da acetona na regido
das vibrissas, assim como para a contagem do numero de cogadas na regido. O

aplicador ndo possuia conhecimento do tipo de tratamento que os animais receberam.

6.7 Aplicacao do laser terapéutico

Foi utilizado o equipamento de Laser AsGa de baixa intensidade (Gallium
Arsenium, KLD Biosistemas Equipamentos Eletronicos Ltda., Brasil; Modelo
LLT1307), operando com dois comprimentos de onda: 660 nm para o /aser vermelho
e 904 nm para o /aser infravermelho durante todo o experimento para irradia¢do na

regido do nervo infraorbital animais, de acordo com o grupo selecionado.

Tanto para o laser vermelho, quanto para o infravermelho, em carater analgésico
utiliza-se uma fluéncia de 1 a 3J/cm?. Para fins terapéuticos e de padronizagdo,

utilizamos 2J/cm? (MARTINS, 2017).
Os parametros dos /asers foram os seguintes:

a) Laser Vermelho (aplicador APLC 660): Frequéncia: 80 Hz; Modo: continuo;
Poténcia 100 mW; Comprimento de onda 660 nm; Largura de pulso: 100 ns; Area de
abrangéncia: 0,035 cm2; Energia usada: 2 J; Tempo de aplicagdo: 20 s (Quadro 2)
(KLD, s.a).

b) Laser Infravermelho (aplicador APLP 904): Frequéncia: 80 Hz; Modo:
continuo; Poténcia 70 mW; Comprimento de onda 904 nm; Largura de pulso: 100 ns;

Area de abrangéncia: 0,010 cm2; Energia usada: 2 J; Tempo de aplicagdo: 30 s (Quadro
2) (KLD, s.a).

O programa de utiliza¢do do laser terapéutico constou da aplicacdo durante 14
dias ininterruptos de /aser vermelho e infravermelho, sendo 1 vez ao dia (Figuras 16 e
17). Vale ressaltar que o tempo de aplicagdo do laser vermelho foi menor, por possuir

uma poténcia maior.
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Figura 16: Aplicacio laser vermelho (660nm). Figura 17: Aplicacido laser infravermelho
(904nm).

’4‘
7

Fonte: Acervo da pesquisadora (2019). Fonte: Acervo da pesquisadora (2019).

Todas as aplicagdes foram realizadas de forma pontual, posicionada
perpendicularmente sobre a superficie de tratamento na regido do nervo infraorbital
dos animais. Os aplicadores e os animais usaram oculos de prote¢do ocular com filtro
de protecdo ocular para laser infravermelho invisivel com comprimento de onda de
830 a 970 nm e também o6culos com comprimento de onda de 630 a 750 nm para /aser
vermelho visivel, com atenuacdo maxima de 95 % para garantir a satde ocular e lesdes

na retina.

O experimento foi realizado nos grupos do laser vermelho e infravermelho. Nos
grupos que havia associagdo com a metformina, os mesmos foram aplicados 30 minutos

apos a aplicagdo da mesma.

6.8 Avaliaciao da expressio de mTOR e ATF-3 e co-marcaciao de neurdnio através

da marcacido de NeulN

6.8.1 Perfusdo cardiaca com uso de Paraformaldeido (PFA)

Para realizagdo do PFA e testes posteriores foram selecionados os seguintes
grupos: Controle I, Controle II, Naive, Sham, Metformina I e Metformina II. Os grupos
foram selecionados a fim de mostrar o efeito da metformina no efeito nociceptivo apos

cirurgia do IONX.
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Apos a realizagdo dos testes, os animais foram anestesiados (8.2) e em seguida
posicionados em uma tabua vazada acoplada a pia "zfoi realizada uma incisdo lateral
de 5 a 6 cm através do tegumento e da parede abdominal bem abaixo da caixa toracica.

O figado foi separado cuidadosamente do diafragma.

Em seguida, outra pequena incisdo foi realizada no diafragma usando a tesoura
curva e sem corte (Figura 18). O corte seguiu por toda a extensdo da caixa toracica
para expor a cavidade pleural. Uma tesoura romba foi acoplada ao longo de um dos
lados das costelas, deslocando cuidadosamente os pulmdes e um corte na caixa toracica

foi realizado até a clavicula.

Figura 18: Descri¢io do preparo do animal para perfusio.

O 0O

Fonte: Gage, Kipk; Shain (2012).

Da mesma forma foi feito no lado contralateral. Posteriormente, levantou-se o
esterno, e cortou com cuidado qualquer tecido que o conecte ao coragcdo. Uma pequena
incisdo foi realizada na extremidade posterior do ventriculo esquerdo. Uma agulha de
perfusdo de 15 gauge foi passada através do ventriculo cortado para a aorta ascendente.
Por fim, realizou-se uma incisdo no atrio direito do animal usando uma tesoura de iris
para criar a maior saida possivel sem danificar a aorta descendente. Neste ponto, o
animal estava pronto para ser perfundido transcardiacamente com paraformaldeido 4

% em tampao fosfato (0,1 M; pH 7,4).
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6.8.2 Extracgdo dos nucleos espinhais trigeminais (SP5C) e gdnglio trigeminal

Apds, o animal estar completamente perfundido, o cérebro foi retirado, os
tecidos remanescentes foram removidos e toda a regido adjacente foi limpa
cuidadosamente até avistar o cérebro do animal que foi acomodado em um bloqueador
de cérebro de rato (Figura 19 a, b), a fim de corresponder aos planos do atlas de Paxinos
e Watson (1986) para realizacdo de cortes de tecido cerebral, em que o mesmo ¢
encaixado e cada regido corresponde a uma porg¢ao especifica do tecido cerebral, de

acordo com o plano estereotdxico do cérebro do rato em coordenadas estereotaxicas.

(Figuras 20 e 21).

Figura 19 (a, b). Acomodacio do cérebro no bloqueador cerebral.

Fonte: Acervo da pesquisadora (2019).

Figura 20. The Brain bloker. Figura 21. Lamina para corte no bloqueador.

Fonte: Watson e Paxinos (1989). Fonte: Watson e Paxinos (1989).

As fatias cerebrais sdo cortadas com auxilio de laminas de barbear (Figura 22).

O cérebro foi removido, e o tronco encefalico e ganglio trigeminal esquerdo foram
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separados. O tronco encefélico foi colocado em caixa de acrilico com molde para o

corte com navalha.

Posteriormente, os tecidos foram fixados em PFA 4% por 2h e realiada a
crioprote¢do com solucdo de sacarose 30% por 72h. Os tecidos foram congelados por
meio de tissue tek e cortados com criostato a -20°C na espessura de 10 micrometros.
Apos foram aramazenados a tempartura de -80°C para posterior marcagdo por

imunoflorescéncia para mTOR e ATF-3 e observagdo em microscopio confocal (Figura
22).

Figura 22: Desenho esquemaitico para ensaiso de imunoflorescéncia de glinglio trigeminal e

tronco encefalico.

Perfusdao Cardiaca - PFA

c Remocao dos tecidos cerebrais ;

Microscopia Confocal

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

6.8.3 Preparo das laminas com uso do criostato

Foi utilizado o criostato para confeccionar cortes de tecidos que foram
congelados. De acordo com Molinato, Caputo e Amendoeira (2010) esse equipamento

consiste de um microtomo rotatério acondicionado dentro de uma camara frigorifica
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com temperatura - 20°C. O sistema desse micrétomo ¢ usado para blocos com
fragmentos grandes, podendo ser utilizado para bloco de gelatina ou parafina. E um
micrétomo bastante pesado, de modo que evita qualquer tipo de vibragdo mecéanica.

Muito utilizado para a confeccdo de cortes de tecido nervoso.

6.8.4 Imunoflorescéncia de tecido extraido do trato espinhal do trigémeo, do gianglio

trigeminal

Foi realizado ensaio de imunofluorescéncia especifico para a deteccdo da
expressdao de mTOR e ATF-3 e co-marcagdo de neurdnio através da marcagao de NeuN.
Para isso, os cortes histologicos foram submersos em metanol por 2 minutos, lavado
em seguida com tampdo trifosfato (PBS) e feita recuperacdo antigénica em tampao
citrato, sob aquecimento em banho maria (95°C), por 18 minutos. Apds o resfriamento,
obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas lavagens com

solucdo tamponada de fosfato (PBS).

Realizou-se bloqueio para liga¢des especificas com solucdo de glicina e BSA
5%, por 30 min e posterior lavagem com PBS por 5 minutos. Os cortes foram incubados
“overnight” (4°C) com os anticorpos primarios m-TOR e ATF-3. Ap6s lavagens, os
cortes foram incubados com anticorpo secundario por 1 h e 30 min (Alexa Flior® 594
ou 488). Estudos de controle de imunomarcacdo foram realizados por omissdo dos
anticorpos primarios (controle negativo). Dupla marcagdo foi realizada
simultaneamente com dois anticorpos primarios obtidos de espécies diferentes. Para
diferenciacdo de neurdnios foi utilizado o anticorpo fluorescente anti-NeuN por
imunofluorescéncia direta (conjugado a Alexa fluor® 488). Alguns cortes foram ainda

incubados com o marcador nuclear DAPI durante 30 min.

Apos lavagens, todas as se¢des foram montadas em Prolong Gold® e as imagens
foram coletadas sequencialmente usando microscopio de varredura a laser confocal. A
quantificacdo da drea marcada nas fotos foi realizada diferenciando as areas marcadas

(pixels) pela maior saturacdo de cor associada a marcac¢do (vermelha ou verde).

Para isso, foi utilizado o programa Fuji Image J — NIH. O procedimento foi
baseado na saturacdo da cor associada a marcacdo positiva para um determinado

marcador. Os limites necessarios para definicdo de pixels marcados e ndo marcados
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foram definidos previamente e padronizados para cada grupo de marcadores utilizados.

A area marcada foi determinada em percentagem.

6.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do programa Graph Prism 8.0
para MacBook (EUA). A comparagdo entre as médias foi realizada empregando-se a
analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferronni e ¢ de student para
avaliar 2 grupos. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
quando o nivel de significadncia foi de 5% (p < 0,05), assinalando-se com o simbolo

[*] os valores significantes nas comparagdes inter-grupais.
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7 RESULTADOS

7.1 Avaliacio da nocicep¢io orofacial neuropatica em ratas ovariectomizadas e

nao ovariectomizadas

A transeccdo do nervo infraorbital (IONX) provocou hipersensibilidade ao frio
nas ratas ndo ovariectomizadas (n20-OVX) ¢ ovariectomizadas (OVX) desde o 1° dia
pos-operatorio até o 7° dia, em comparacdo aos grupos sham e naive (Grafico la, 1b).
No 7° dia poés-operatorio, as ratas OVX apresentaram numero de maior de
comportamentos nociceptivos (**p < 0,01) em relagdo ao grupo submetido somente a
cirurgia IONX (Grafico 1).

Grafico 1: Avaliacdo da nocicep¢io orofacial neuropatica em ratas ovariectomizadas e nio

ovariectomizadas.

60—

Controle | (IONX) - a

Controle 11 (OVX + IONX) - b

Rubbing Facial

Sham (OVX + Falso IONX) - ¢

,‘." ,ﬂ + x Naive - d

Baseline 1°PO  3°PO 5°PO 7°PO 10°PO 14°PO

a** 7°PO. **p<0,01 vs controle Il (OVX + IONX)
b ** 7° PO. **p<0,01 vs controle | (IONX)
¢ **** 1° PO; 3° PO, 5° PO, 7° PO.*** 10° PO. ***p<0,001; ****p<0,0001 vs controle Il (OVX + IONX)

d*** 1° PO; 3° PO, 5° PO, 7° PO, 10° PO. ****p<0,0001 vs controle | (IONX) vs controle Il (OVX + IONX)

Os resultados representam as médias do nimero de comportamentos de rubbing
facial durante 60 segundos e sdo apresentados como média + erro padrido da média
(EPM) para 6 animais/grupo. a** p<0,01 vs controle II (OVX + IONX); no 70 dia;
b** p<0,01 vs controle I (IONX) no 7° dia; ¢ *** p<0,0001 Controle II vs Sham nos
10, 30,50, 70 ¢ *** p<(0,001 no 10° dia; d **** p<0,0001 Controle I ¢ Controle II vs
Naive (OVX + IONX) do 1° aol10°. (ANOVA seguida de Bonferronni). OVX —
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ovariectomia; IONX — transec¢do do nervo infraorbital.

7.2 Avaliacio do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da metformina em

ratas normais e ovariectomizadas

Asratas OVX e na0-OVX tratadas com metformina apresentaram menor niimero
de comportamentos nociceptivos, quando comparadas aos animais dos grupos Controle

OVX e Controle OVX+IONX até o 7° dia pds-operatorio (Grafico 2).

Grafico 2: Avaliacdo do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da metformina em ratas

ovariectomizadas e nio ovariectomizadas (comparados com os grupos Controle).
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Os resultados representam as médias do nimero de comportamentos de rubbing
facial durante 60 segundos e sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM) para 6 animais/grupo. a** p<0,05 vs controle II (OVX + IONX); no 70 dia;
b** p<0,05 vs controle I (IONX) no 70 dia; ¢ *** p<0,0001 MET I vs Controlel nos
10, 50, 70, 70 diaS; d **** p<0,0001 MET II vs Controle II (OVX + IONX) nos 10,
30, 70 dias; e **** p<0,0001 Naive vs controle I (IONX) e controle IT (OVX + IONX)
do 10 PO ao 100 PO. (ANOVA seguida de Bonferronni). OVX — ovariectomia; IONX

— transec¢do do nervo infraorbital.
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7.3 Avaliaciao do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico do laser vermelho

em ratas normais e ovariectomizadas

As ratas OVX e ndo-OVX tratadas com laser vermelho apresentaram menor
numero de comportamentos nociceptivos, quando comparadas aos animais dos grupos
Controle OVX e Controle OVX+IONX até o 7° dia pds-operatodrio (Grafico 3 e 4). Nao
houve diferenca entre os grupos de ratas OVX e ndo-OVX tratadas com laser vermelho,
exceto no 7° dia pds-operatorio quando as ratas OVX diminuiram os comportamentos
nociceptivos em relagdo grupo ndo-OVX (****p<0,0001).

Grafico 3: Avaliacdo do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico do laser vermelho em ratas

ovariectomizadas e nao ovariectomizadas.
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Os resultados representam as médias do nimero de comportamentos de rubbing
facial durante 60 segundos e sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM) para 6 animais/grupo. a** p<0,05 vs controle II (OVX + IONX); no 70 dia;
b** p<0,05 vs controle I (IONX) no 70 dia; ¢ **** p<0,0001 LASER vs Controle I
(IONX) nos 19, 3%, 7% dias e *** p<0,001 no 5° PO; d **** p<0,0001 LASER vs
Controle IT (OVX + IONX) nos 1°, 39, 59, 70 dias; e **** p<0,0001 NAlive vs controle
I (IONX) e controle II (OVX + IONX) do 1° PO ao 10° PO. (ANOVA seguida de

Bonferronni). OVX — ovariectomia; IONX — transec¢dao do nervo infraorbital.
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Grafico 4: Avaliacdo do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico do laser vermelho em ratas

ovariectomizadas e nao ovariectomizadas.
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Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 6
animais/grupo. a** p<0,05 vs Laser II (OVX + IONX) no 70 dia. (ANOVA seguida

de Bonferronni). OVX — ovariectomia; IONX — transeccdo do nervo infraorbital.

7.4 Avaliacdo do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico do laser

infravermelho em ratas normais e ovariectomizadas

As ratas OVX e ndo-OVX tratadas com laser infravermelho apresentaram menor
numero de comportamentos nociceptivos, quando comparadas aos animais dos grupos
Controle OVX e Controle OVX+IONX até¢ o 7° dia pos-operatério (Grafico 5). Nao
houve diferengca entre os grupos de ratas OVX e ndo-OVX tratadas com laser
infravermelho, exceto no 7° dia pds-operatorio quando as ratas ndo-OVX diminuiram

0s comportamentos nociceptivos em relagdo grupo OVX (****p<0,0001) (Grafico 6).
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Grafico 5: Avaliacio do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico do laser infravermelho em

ratas ovariectomizadas e nio ovariectomizadas (comparados aos grupos controles).
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Os resultados representam as médias do nimero de comportamentos de rubbing
facial durante 60 segundos e sdo apresentados como média + erro padrido da média
(EPM) para 6 animais/grupo. a** p<0,05 vs controle II (OVX + IONX) no 70 dia; b**
p<0,05 vs controle I (IONX) no 70 dia; ¢ **** p<0,0001 INFRA vs Controle I (IONX)
nos 19, 3% 50 79 dias; d **** p<0,0001 INFRA vs Controle II (OVX + IONX) nos 1°,
30, 7% dias, *** p<0,001 no 5° PO e ** p<0,001 no 10° PO e **** p<0,0001 Naive vs
controle I (IONX) e controle IT (OVX +IONX) do 1° PO ao 10° PO. (ANOVA seguida

de Bonferronni). OVX — ovariectomia; IONX — transeccdo do nervo infraorbital.

Grafico 6: Avaliagcio do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico do laser infravermelho em

ratas ovariectomizadas e nio ovariectomizadas.
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Os resultados representam as médias do nimero de comportamentos de rubbing
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facial durante 60 segundos e sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM). Os grupos foram comparados entre si. Nao houve relevancia significativa entre

0S grupos.

7.5 Avaliacio do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da associacio entre

metformina e laser vermelho em ratas normais e ratas ovariectomizadas

As ratas OVX e ndao-OVX tratadas com a associacdo de metformina e laser
vermelho apresentaram menor numero de comportamentos nociceptivos
(****p<0,0001), quando comparadas aos animais dos grupos Controle OVX e Controle
OVX+IONX até o 10° dia pos-operatério (Gréaficos 7 e 9). No entanto, ndo houve
diferenca entre os tratamentos isolados (metformina e laser vermelho) e a associagdo

destes (metformina + laser vermelho) (Graficos 8 e 10).

Grafico 7: Avaliacdo do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da associacido entre

metformina e laser vermelho em ratas normais (comparadas aos grupos Controle).
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Os resultados representam as médias do nimero de comportamentos de rubbing
facial durante 60 segundos e sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM) para 6 animais/grupo. b **** p<(0,0001 vs controle I (IONX) nos 19, 5% ¢ 7°
dia; ¢ **** p<0,0001 LASER vs Controle I (IONX) nos 1°, 3% ¢ 7° dias de PO ¢ ***
p<0,001 no 5°PO; d **** p<0,0001 LASER vs Controle I (IONX) nos 1°, 39, 59 70
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dias e **** p<0,0001 Naive vs controle I (IONX) do 1° PO ao 10° PO. (ANOVA
seguida de Bonferronni). OVX - ovariectomia; IONX - transec¢do do nervo
infraorbital.

Grafico 8: Avaliacdo do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da associacido entre

metformina e laser vermelho em ratas ovariectomizadas (comparadas aos grupos Controle).
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Os resultados representam as médias do nimero de comportamentos de rubbing
facial durante 60 segundos e sdo apresentados como média + erro padrido da média
(EPM) para 6 animais/grupo. b **** p<0,0001 MET II vs Controle II (OVX + IONX)
nos 19, 3%, 7% dias e * p<0,05 no 5° PO; ¢ **** p<0,0001 LASER vs Controle II (OVX
+IONX) nos 19, 39,59 79 dias; d **** p<0,0001 MET + LASER II vs controle I (OVX
+IONX) do 1° PO ao 7° PO e *** p< 0,001 no 10° PO; e p<0,0001 MET + LASER II
vs controle II (OVX + IONX) do 10 PO ao 7° PO e **** p< (0,0001 Naive vs Controle
II (OVX + IONX ) do 1° ao 10° PO; (ANOVA seguida de Bonferronni). OVX —

ovariectomia; IONX — transec¢do do nervo infraorbital.
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Grafico 9: Avaliacdo do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da associacido entre

metformina e laser vermelho em ratas ovariectomizadas.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2019).

Os resultados representam as médias do nimero de comportamentos de rubbing
facial durante 60 segundos. Os grupos foram comparados entre si. Nao houve

relevancia significativa entre os grupos.

7.6 Avaliaciao do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da associacio entre

metformina e laser infravermelho em ratas normais e ratas ovariectomizadas

As ratas OVX e ndao-OVX tratadas com a associacdo de metformina e laser
infravermelho apresentaram menor nuimero de comportamentos nociceptivos
(****p<0,0001), quando comparadas aos animais dos grupos Controle OVX e Controle
OVX+IONX até o 10° dia pos-operatorio (Grafico 10 e 12). Houve diferenca entre os
tratamentos isolados (metformina e laser infravermelho) apresentou relevancia
significativa no 3° PO (**p<0,01) e a associagdo destes (metformina + laser
infravermelho) apresentaram relagdo significante (**p<0,001) no 5° PO (Graficos 11

e 13).
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Grafico 10: Avaliacdo do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da associacio entre

metformina e laser infravermelho em ratas normais (comparadas aos grupos Controle).
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Os resultados representam as médias do nimero de comportamentos de rubbing
facial durante 60 segundos e sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM) para 6 animais/grupo. b **** p<(0,0001 MET I vs Controle I (IONX) nos 19, 59,
79 dias; ¢ **** p<0,0001 LASER vs Controle I (IONX) nos 1°, 3%, 5°, 70 dias e * p<0,05
no 10° PO; d **** p<0,0001 MET + INFRA I vs controle I (OVX + IONX) do 1° PO
ao 7° PO e *** p< 0,05 no 10 0 PO; e p<0,0001; e **** p< (0,0001 Naive vs Controle
I (IONX ) do 1° a0 10° PO; (ANOVA seguida de Bonferronni). OVX — ovariectomia;

IONX - transecg¢ao do nervo infraorbital.
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Grafico 11: Avaliacdo do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da associacio entre

metformina e laser infravermelho em ratas normais.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2019).

Os resultados representam as médias do nimero de comportamentos de rubbing
facial durante 60 segundos e sdo apresentados como média + erro padrido da média
(EPM) para 6 animais/grupo. a ** p<0,01 MET I vs INFRA I (IONX) no 3° dia de PO.
(ANOVA seguida de Bonferronni). OVX — ovariectomia; IONX — transec¢do do nervo

infraorbital.

Grafico 12: Avaliacdo do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da associacio entre

metformina e laser infravermelho em ratas ovariectomizadas (comparadas aos grupos Controle).
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Os resultados representam as médias do nimero de comportamentos de rubbing
facial durante 60 segundos e sdo apresentados como média + erro padrido da média
(EPM) para 6 animais/grupo. b **** p<0,0001 MET II vs Controle II (OVX + IONX)
nos 19, 3% 7% dias ¢ * p< 0,05 no 5° PO; ¢ **** p<0,0001 INFRA II vs Controle II
(OVX + IONX) nos 19, 3%, 59 ¢ 7° dias e * p<0,001 no 10° PO; d **** p<0,0001 MET
+ INFRA II vs controle II (OVX + IONX) do 1° PO ao 7° PO e *** p< 0,05 no 10 °
PO; e p<0,0001; e **** p< 0,0001 Naive vs Controle II (OVX + IONX ) do 1° a0 10
°PO; (ANOVA seguida de Bonferronni). OVX — ovariectomia; IONX — transec¢io do

nervo infraorbital.

Grafico 13: Avaliacdo do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da associacio entre

metformina e laser infravermelho em ratas ovariectomizadas.
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a ** 59P0Q, ** p<0,01, **** p<0,0001 vs Metformina +Infra [1 ( OVX + IONX)

Os resultados representam as médias do nimero de comportamentos de rubbing
facial durante 60 segundos e sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM) para 6 animais/grupo. b ** p<0,01 MET II (OVX + IONX) vs MET II + INFRA
II (OVX + IONX) no 5° PO. (ANOVA seguida de Bonferronni). OVX — ovariectomia;

IONX - transecg¢ao do nervo infraorbital.
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7.7 Avaliaciao ponderal das ratas

Grifico 17: Avaliagiio ponderal das ratas normais e ratas ovariectomizadas. Grifico 18: Avaliagio ponderal das ratas normais e ratas ovari i bmetidas

a metformina.
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Grafico 21: Avaliacdo pondcral das ratas normais ¢ ratas ovaricctomizadas submecetidas a associacio Grafico 22: Avaliaciao ponderal das ratas normais ¢ ratas ovaricectomizadas submecetidas a associaciao
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7.8 Imunoflorescéncia para mTOR em tronco encefilico e ganglios trigeminais, de

ratas com dor orofacial.

Conforme pode ser verificado no Gréafico 22, houve aumento da imunoexpressao
de mTOR em tronco encefélico e ganglios trigeminais das ratas submetidas a cirurgia
de transec¢do do nervo infraorbital (IONX) em relagdo ao grupo Sham (***p<0,001).

No entanto, o tratamento com metformina (250mg/kg) reverteu esse aumento

(**p<0,001 vs IONX).

Grafico 20: Andlise quantitativa da imuexpressdo para mTOR no tronco encefialico, gianglios

trigeminais, PAG e e tilamo de ratas com dor orofacial subemetidas a administraciao da MET.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2019).

Os grupos tratados com MET e o grupo SHAM foram comparados ao grupo
IONX. Os tratados com MET relacionados com apresentaram relacdo significante
(**p<0,001), assim como o SHAM (***p<0,0001).

Foi observado diminui¢do da imunoexpressdo para mTOR nos grupos tratados

com MET (250mg/kg) e Sham (FIGURA 23).
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Figura 23. Fotomicrografia da imunoexpressio de MTOR no tronco encefilico e ginglios

trigeminais de ratas submetidas a administracio de MET.

NeuN MTOR DAPI

Naive

MET IONX

Sham

Verde: NeuN (marcador de neurdnio); Vermelho; laranja: fusao - Merge; Azul: células
em geral (NAPI); Naive: animais normais (Controle); Sham: animais falso operados
do IONX; IONX: animais submetidos a cirurgia do nervo infraorbital; MET:

metformina. Foto representativa de 1 animal por grupo experimental. Aumento de

200x.
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7.9 Imunoflorescéncia para ATF-3 em tronco encefalico e ginglios trigeminais

de ratas com dor orofacial

Conforme pode ser verificado no Gréafico 23, houve aumento da imunoexpressao
de ATF -3 em tronco encefélico e ganglios trigeminais das ratas submetidas a cirurgia
de transec¢do do nervo infraorbital (IONX) em relagdo ao grupo Sham (*p<0,05). No

entanto, o tratamento com metformina (250mg/kg) reverteu esse aumento (*p<0,05) vs

IONX).

Grafico 21: Andlise quantitativa da imunoexpressio para ATF-3 no tronco encefilico e gianglios

trigeminais de ratas com dor orofacial subemetidas a administracio da MET.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2019).

Os resultados sdo apresentados como média = erro padrao da média (EPM). Os
grupos tratados com MET e o grupo SHAM foram comparados ao grupo IONX. Os
tratados com MET relacionados com apresentaram relagdo significante (*p<0,05),
assim como o SHAM (*p<0,05).

Foi observado diminui¢do da imunoexpressao para ATF-3 nos grupos tratados

com MET (250mg/kg) e Sham (FIGURA 24).
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Figura 24. Fotomicrografia da imunoexpressio de ATF-3 no tronco encefilico e ganglios

trigeminais, de ratas submetidas a administracio de MET.

NeuN ATF-3 DAPI Merge

IONX

MET

Sham

Verde: NeuN (marcador de neurdnio); Vermelho; laranja: fusao - Merge; Azul: células
em geral (NAPI); Naive: animais normais (Controle); Sham: animais falso operados
do IONX; IONX: animais submetidos a cirurgia do nervo infraorbital; MET:
metformina. Foto representativa de 1 animal por grupo experimental. Aumento de

200x.
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8 DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro estudo que apresenta o efeito antinociceptivo orofacial

neuropatico da metformina e da fotobiomodula¢do em ratas ovariectomizadas.

Os resultados desse estudo apresentam grande importancia no que diz respeito
aos achados relevantes frente ao tratamento da dor orofacial, por se tratar de dor de
carater cronico e com alta prevaléncia ¢ considerada caso de Satde Publica, de modo
a acarretar altos danos pessoais e socioecondmicos. Sendo assim, necessario
quantificar os custos para a sociedade, assim como o impacto desta nas relacdes
interpessoais, nas restrigdes das atividades de trabalho, na convivéncia familiar e na
vida social, buscando, assim, tratamentos eficazes e de baixo custo (VON KORFF;

DWORKIN; LE RESHE, 1990; ROSSETO ef al., 1999).

No que diz respeito, aos achados clinicos mais comuns da dor orofacial
apresentam carater multifatorial, decorrentes de diversos fatores categorizados em
traumas, fatores psicossociais e fatores fisiopatologicos. Os fatores culturais,
econdmicos, sociais, religiosos e geograficos também influenciam a etiologia das
lesdes craniomaxilofaciais no mundo. Sendo assim, se totna necessario € de extrema
importancia conhecer sobre a doenga, tratamentos efetivos e a prevencao dessas lesdes.
Sendo assim, a metformina ¢ a fotobiomodulagdo encaixam-se nesse contexto e se
apresentam como uma boa alternativa no tratamento da dor orofacial por se tratarem
de uma terapéutica acessivel e com resultados eficientes no controle da dor orofacial

(GRANIJA; LIMA; MACHADO, 2004; SILVA; LIMA; TORRES, 2009).

8.1 Relac¢io do efeito nocieoceptivo orafacial em ratas ovariectomizadas e normais

Fejes-Szabo et al. (2018) afirmam que existe diferen¢a entre homens e mulheres
na percepc¢do a dor e a localizagdo da dor parece amplificar essa diferenca, uma vez
que essa discrepancia ¢ mais acentuada no caso da dor craniofacial, dor
temporomandibular e neuralgia do trigémeo, geralmente mais comum em mulheres.
Esses dados indicam que os hormonios sexuais podem influenciar o desenvolvimento
de condig¢des de dor trigeminal, no entanto, existem poucos e conflitantes estudos

avaliando essa relagao.
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Portanto, para Beery (2018); Shansky (2019) o que existe, na verdade, ¢ uma
crenca de que o sexo feminino possui mais varidveis a serem consideradas, em
decorréncia do ciclo estral ou menstruais em diversas espécies, porém esta ja foi

desconceituada.

As ratas normais e com hipoestrogenismo submetidas a cirurgia do nervo
infraorbital (IONX) apresentaram aumento do numero de comportamentos
nociceptivos até o 10° dia pos-operatério. No 7° dia pos-operatdrio, houve aumento do
comportamento nociceptivo nas ratas hipoestrogénicas em relagdo ao grupo de ratas
submetidas ao IONX. No entanto, essa diferenca ndo se manteve nas analises
posteriores (10° e 14° dias pds-operatorio). Esse resultado relatou o aumento da
sensibilidade nociceptiva de ratas ovariectomizadas em modelos de nocicepg¢ao aguda,

tonica e emocional; mas ndo em modelo de nocicepcdo cronica (LI et al., 2014).

Segundo Malyshikin, Shekunova e Kashkin (2009) os hormdnios sexuais
parecem exercer uma fun¢do determinante na interferéncia das diferengas sexuais a
percepcdo da dor, em que o estrogénio surge como um gatilho no comportamento da
dor em ratas em periodos de dor inflamatoria. Esses mesmo autores verificaram que a
sensibilidade ao frio foi maior em ratas normais e ovariectomizadas (tratadas com
estradiol) em comparacdo com ratas ovariectomizadas em modelo de ligacdo do nervo
cidtico. O grupo verificou ainda que as ratas normais eram mais sensiveis ao estimulo
mecanico do que as ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol, levando-os a

conlcuir que a sensbilidade ao frio pode vir a ser parcialmente modulada pelo estradiol.

E importante ressaltar que a ovariectomia estd associada a diminui¢do da
transmissdo serotoninérgica e opioidérgica, aumento dos niveis de I1-1p e deplecdo de
progesterona, o que contribui para a hipersensibilidade nociceptiva de inicio lento e
longa duracdo que pode ser evitada ou revertida pela administracdo exdgena de
estrogénio (RYBACZYK et al., 2005; FISCHER et al., 2008; PERCEGONI et al.,
2009; SANOJA; CERVERO, 2010).

A complexidade dos possiveis mecanismos envolvidos pode explicar os dados
conflitantes sobre o efeito do estrogénio na dor trigeminal e no sistema trigeminal.
Nesse estudo, apesar de termos encontrado também uma maior sensibilidade nas ratas
OVX, estes foram em momentos pontuais ¢ ndo durante todo o periodo de analise,

mostrando assim, ainda uma dificuldade de entendimento do mecanismo de agao da
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dor frente aos horménios sexuais femininos (FEJES-SZABO et al., 2018).

8.2 Efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da metformina

A metformina, além do seu efeito hipoglicemiante, também possui potencial
para o tratamento das dores neuropaticas. O efeito antinociceptivo orofacial da
metormina, tanto em modelo agudo como crénico. Nesse estudo, a metformina reverteu
o comportamento nociceptivo induzido pela transec¢ao do nervo infraorbital de forma
semelhante nas ratas nomais e hipoestrogénicas até o 7° dia pos-operatério (TAYLOR

et al.,2013; MAO-YING et al., 2014; MAGALHAES et al., 2018).

Inyang et al. (2019) relataram que a metformina inibe o desenvolvimento da dor
neuropdatica quando o tratamento ¢ administrado na época da lesdo e que a metformina
¢ igualmente eficaz na reversdo da hipersensibilidade mecéanica neuropatica quando o
tratamento ¢ iniciado semanas apos a lesdo e este efeito estaria associado a uma
inibicdo da ativagdo microglial. No entanto, esse efeito da metformina foi observado
somente em ratos machos, o que levou os autores a concluir que os efeitos da

metformina € especifico do sexo.

Essa relacdo efeito-sexo também foi observada por Ruddy et al. (2019). No
estudo, os autores concluem que a metformina tem efeito neuroprotetor em ratas, mas
ndo em ratos. Esse efeito seria dependente do estrogénio, ja que, nas ratas
ovariectomizadas, a metformina ndo promoveu a mesma expansao das células troncos

neuronais verificada nas ratas que receberam estradiol e metformina.

Como o efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da metformina foi
observado tanto em ratas normais como ovariectomizadas, pode-se sugerir que o seu
efeito, nessa situagdo, seria independente do estrogénio. O mecanismo de acdo
antinociceptivo da metformina ainda ndo estd claro. Varios estudos tém sido
publicados, nos anos recentes, com propostas de possiveis mecanismos como
modulacdo da via opidide, ativagdo da via AMPK no géanglio da raiz dorsal e
estimulagdo do fluxo de autofagia (AUGUSTO et al., 2016; DAS et al., 2019; WENG
et al., 2019).

Nesse estudo, observou-se redu¢do da imunoexpressdo de mTOR e ATF-3 no

tronco encefalico e ganglios trigeminais das ratas tratadas com metformina. Sugerindo
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que a metformina tem papel neuroprotetor, visto que esses dois marcadores estdo
associados ao processo de lesdo nervosa e injuria neuronal respectivamente
(MELEMEDIJIAN et al., 2010; MELEMEDIJIAN et al., 2011; TILLU et al., 2012;
MELEMEDIJIAN et al., 2013; PEREIRA et al 2019).

Resultados semelhantes foram obtidos por Pereira et al. (2019), em que a
metformina reduziu a expressdo de c-Fos e ATF-3 nos ganglios da raiz dorsal, o que
indica a preveng¢ado de ativagdo e dano neuronal. Nesse estudo verificou-se que o ATF-
3 ¢ e induzido em neurdnios sensoriais € motoneurdnios na medula espinhal apos lesao
nervosa e deve ser considerado como um marcador neuronal exclusivo da lesdo nervosa

no sistema nervoso periférico.

Os efeitos anti-inflamatérios da metformina em varios tipos de células,
incluindo células musculares lisas vasculares humanas e células endoteliais, mostrando
assim, uma possivel correlagdo também encontrada em nosso estudo com o efeito
nocioceptivo apresentado pelas ratas (HATORI et al., 2006; ISODA et al., 2006;
HUANG et al., 2009).

Com os achados desse estudo acredita-se que devido a MET ter apresentado um
papel protetor na indug¢do da expressdo de ATF-3 nos ganglios trigeminais e tronco
encefalico, hipotetiza-se que efeitos anti-noceptivos da metformina nos macréfagos se
devam a inducdo de ATF-3. Esses resultados também foram observados pelo autor que
investigou que o mecanismo anti-inflamatério da metformina foi visto ao usar
macrofagos, indizindo as condi¢des inflamatoérias pelo tratamento de células com LPS,

um produto bacteriano que induz inflamac¢ao metabdlica in vivo (BURCELIN, 2012).

Kim et al. (2014) complementa que a MET diminui a producdo de citocinas pro-
inflamatoérias estimuladas por LPS em macréfagos, por meio da regulagdo positiva da
expressao de ATF-3, mostrando que o recente conceito de que a modulagdo
farmacologica da expressdo ou ativacdo do ATF-3 pode oferecer um potencial meio
terapéutico para doencas de carater inflamatério e que hajam lesdo tecidual ou

neuronal.

Sugere-se que o efeito antinociceptivo orofacial da MET, observado neste
estudo, foi conseguiu aumentar a sinalizacdo de mTOR e ATF-3, de modo que houve
uma maior marcagao no trajeto da via de mTOR e de ATF-3, notificando o aumento da

excitabilidade do nervo. Sendo assim, observamos que a MTF apresenta efeito
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neuronal protetor, levando a um carater analgésico.

8.3 Avaliacio do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da fotobiomodulacao

(laser vermelho e infravermelho)

O efeito analgésico e anti-inflamatorio da fotobiomodulacdo ja é comprovado
cientificamente, através da inibi¢do parcial da conducdo nervosa, normalmente em
fibras Ad ¢ C ¢ reducao da estimulagao aferente ¢ da redugdo do estresse oxidativo e
fadiga dos musculos esqueléticos, inibicdo da transmissdo na jung¢do-neuromuscular,
reduzindo a sensibilidade no pontos dolorosos e efeitos anti-inflamatérios (LOPES-

MARTINS et al., 2006; HAMBLIN et al., 2017; CHOW et al., 2009).

Nesse estudo, a fotobiomodulagdo reverteu o comportamento nociceptivo
induzido pela transec¢do do nervo infraorbital de forma semelhante nas ratas nomais
e hipoestrogénicas até o 7° dia pods-operatorio. A atenuagdo da normalmente ¢
alcancado em uma ou duas sessdes, principalmente em casos de aguda, como foi o caso
do nosso estudo em que a dor foi pods-cirurgica, de carater agudo (PROCKT;

TAKAHASHI; PAGNONCELLI, 2008).

Eells et al. (2004) afirmam que esses fendmenos ocorrem pelos estimulos dos
componentes da cadeia respiratoria mitocondrial, induzindo a cascata de sinalizagao,

gerando a proliferacdo celular e citoprotecc¢ao.

A mitocondria ¢ receptiva a luz do laser, fazendo com que aumente o
metabolismo celular, estimulando as células (leucdcitos, fibroblastos, queratindcitos)
responsaveis por aumentar o efeito bactericida, proliferacdo celular e producdo de
proteinas e citocinas, sendo estes, responsaveis pela cicatrizacdo de feridas, melhoria
na microvascularizagdo, regeneracdo e imunomodulagdo (EELLS et al., 2004;

VLADIMIROV; OSIPOV; KLEBANOV, 2004; SILVEIRA, ef al., 2007).

O nosso estudo apresentou resultado positivo no tratamento da dor com a
utilizagdo dos laseres vermelho e infravermelho. Estes beneficios acontecem em
decorréncia da irradiacdo laser ser capaz de excitar as mitocondrias celulares,
desencadeando um incremento na producdo de ATP intracelular; contribuindo, assim,
com o metabolismo de 4cido araquidonico e a sintese de prostaciclina, fundamentando

seu efeito antiedematoso e antiinflamatoério, acarretando, entdo aumento da endorfina
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circulante favorecendo a ag¢do analgésica na dor inflamatéoria (MATERA;

TATARUNAS; OLIVEIRA, 2003; MAROVINO, 2004).

A laserterapia de baixa poténcia atua por meio de a¢do analgésica local, agindo
diretamente na dimininui¢do da inflamag¢do, havendo eliminacdo de substancias
alogénicas, incentiva uma ag¢ao reflexa e desencadeia a produgdo de substancias, como
a endorfina, no bloqueio da dor. Dessa forma, ocorre aumento da microcirculagdo local
e o aporte sanguineo nas areas com tensdo muscular. Sendo assim, a laserterapia
comporta-se como um coeficiente estabilizador do potencial de membrana em repouso,
agindo justamente sobre as terminagdes nervosas e fazendo com a analgesia haja por
mais tempo, confundindo a transmissdo do estimulo doloroso local (FIKACKOVA et
al., 2006).

O laser de baixa poténcia ¢ capaz de reduzir a inflamacdo por meio do
decréscimo da degeneracdo da bainha de mielina e de infiltrados inflamatoérios,
mostrando, assim que o laser de baixa poténcia pode possibilitar a redug¢ao do processo
inflamatorio em lesdes neuropdticas em ratos, o que reduz os estimulos dolorosos.
Esses efeitos fisiologicos foram encontrados em nosso estudo, em que verificamos a
redugdo da dor nas ratas submetidas a cirurgia do IONx e que foram submetidas ao

tratamento com laser (GONCALVES et al., 2013).

Um dos principais achados da dor neuropatica ¢ a hipersensibilizacdo, o que
também verificamos em nosso estudo que ocorre mudancgas na plasticidade do sistema,
dando-se perifericamente por diminui¢do do limiar de ativacdo dos nociceptores ou de
forma central, por meio da responsividade exacerbada da medula espinhal aos
estimulos sensoriais. Dessa forma, verificamos que as ratas dos grupos experimentais
do nosso estudo apresentaram maior nimero de cogadas no teste da acetona, mostrando
essa hipersensibiliza¢do neural (YAN; CHOW; ARMATI, 2011; CORADINI et al.,
2014).

Com relagdo a dosimetria usada, em nosso estudo utilizamos 2J por possuir
efeito analgésico e antiinflamatorio. Em estudo desenvolvido com 820 pacientes com
dor por meio de metandlise verificou que o laser de baixa poténcia demonstrou boa
eficacia em dor aguda e cronica a curto e médio prazo, usando doses que variam de 0,8

a 6] por ponto (CHOW et al., 2009).

Costa (2015) também obteve resultados positivos em estudo desenvolvido com
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60 pessoas para reducdo da dor na musculatura mastigatéria usando /aser de baixa
poténcia com comprimento de onda de 830nm e dose de 2,8J por ponto. Verificou-se
redugdo significativa de dor em cada ponto analisado, corroborando também com os

nossos achados.

Tavares; Mazzer; Pastorello (2005) desenvolveram um estudo com 30 ratos da
linha Wistar em que todos os animais foram submetidos a tenotomia do tenddo do
calcaneo direito e foram tratados apos 24h até 7 dias e outro grupo até 14 dias com
laser 4J/cm2. Foi verificado em andlise histolégica pela microscopia de luz, a presenca
de células inflamatorias, fibroblastos, vascularizacdo e deposi¢cdao de colageno. Dessa
forma, pode-se concluir que a terapia a laser é capaz de acelerar o processo cicatricial
na tenotomia calcaneana em ratos, devido ao aumento do depdsito de coldgeno na fase
aguda e tardia do tratamento. Esse estudo também se assemelha com os nossos achados,
mesmo embora ndo tenha sido feito andlise histologica para verificar a quantidade de
colageno depositada, houve uma diminui¢do da dor e inflamacdo da dor orofacial de
ratas. Podendo assim, levar a acreditar que o laser possui capacidades analgésicas e

anti-inflamatorias.

Em outro estudo desenvolvido por Bertolini et al. (2011) com animais que
tiveram compressao do nervo isquidtico e foram tratados com laser de baixa poténcia
com fluéncias de 4 J/cm? e 8 J/cm?, para redu¢do da dor. Verificaram que quanto maior
a fluéncia maior foi o resultado na reducdo da dor. Vale ressaltar que apesar dos autores
terem usados fluéncias maiores, em nosso estudo com fluéncias mais baixas de 2J/cm?
também obtivemos resultados satisfatéorios na reducdo da dor local, mostrando que

mesmo doses mais baixas também possuem efeito analgésico.

No que diz respeito as fluéncias usadas do laser terapéutico, ainda sdo muito
controversas e nao existe um pardmetro definido de qual seria a melhor opgdo a ser
usada, variando desde doses muito baixas até valores muito altos. Portanto, diferentes
fluéncias conseguem reduzir processos dolorosos, pois atuam em liberagdo de beta-
endorfina, que age diretamente na analgesia (MATERA; TATARUNAS; OLIVEIRA,
2003).

Em estudo mais recente através de uma revisdo sistematica, de Pedro et al.
(2019) verificou que diferentes parametros (equipamentos, comprimentos de onda,

fluéncias, poténcia, areas de feixe, densidades de poténcia, tempo de aplicagdo por
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ponto, numero de pontos, distdncia entre pontos, frequéncia e nimero de sessdes) vém
sendo utilizados para aplicar o LLLT. E ainda evidenciaram, em todos os estudos, que
os parametros diversos usados, obtiveram uma melhora na sensacdo de dor, ndo
havendo consenso em uso, no entanto ¢ necessario formar um protocolo para estudos

futuros.

As comparagdes com estudos de laser baixa poténcia sdo dificeis,
principalmente para dor neuropatica, visto que os pardmetros dosimétricos sdo muito

diferentes (BERTOLINI ef al., 2011; KHAMSEH et al., 2011).

Quando buscamos notificar qual /aser obteve melhor resposta, constatamos que
tanto o /aser vermelho quanto o infravermelho apresentaram efeitos parecidos na
redugdo da dor das ratas induzidas a dor neuropatica. Porém o /aser infravermelho,
apresentou resultado significativo (p< 0,0001) no 100 dia de PO, mostrando que um
efeito analgésico mais prolongado. Esses achados fundamentam-se que, em
decorréncia do seu maior comprimento de onda, em torno de 820-904 nm, o laser
infravermelho atinge uma maior penetragdo tecidual, fazendo assim, com que sua
irradiacdo seja mais profunda e consequentemente, os efeitos benéficos mais
expressivos, sendo entio mais efetivos para a analgesia (OZDEMIR et al., 2001;
HAKGUDER et al., 2003; KREISLER et al., 2003; MATERA et al., 2003; CHOW et
al., 2004; GUR et al., 2004; MAROVINO, 2004; NES; POSSO, 2005.

Por se tratar de laseres com respostas parecidas, sugere-se que a preferéncia de
uso em casos de dores neuropaticas se dé pelo laser infravermelho, por se tratar uma
irradiagdo com estimulo aos sistemas biologicos, em que ocorre alteragdes
fotoquimicas nos receptores mitocondriais e consequentemente, altera o metabolismo
celular, desencadeando rotacdes e vibragdes moleculares, atuando nos canais de calcio

(KARU, 1989; RIBEIRO; ZEZELL, 2004).

8.4 Avaliacio do efeito antinociceptivo orofacial neuropatico da metformina

associada a fotobiomodulacgio

Em nosso estudo, a metformina associada a fotobiomodulagdo reverteu o
comportamento nociceptivo induzido pela transec¢cdo do nervo infraorbital de forma

semelhante nas ratas nomais e hipoestrogénicas até o 10° dia pds-operatorio.

Nesse caso, quando a metformina foi associada ao laser vermelho, estes foram
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capazes de reduzir os efeitos nocioceptivos no 30 PO e ao associar ao laser
infravermelho, este teve uma reversiao da dor at¢é o 50 PO, confirmando que a
fototerapia laser na faixa do infravermelho ¢ a mais efetiva, em virtude da sua maior
profundidade de penetragdo no tecido, quando comparada com a fototerapia laser

emitida no espectro visivel da luz (GERBI et al., 2008).

O uso dos lasers de baixa poténcia possui algumas contraindicagdes para o seu
uso, sendo as mais comuns: neoplasias, visto que o laser por ser um poderoso
bioestimulante, pode levar uma replicacdo do DNA mitocondrial e desencadear
mestastase, em decorréncia do incremento da energia na regido da tireoide, pois pode
levar a aumento da produg¢do hormonal da glandula tireoide; epilepsia; irradiacdo na
retina, pois pode levar a cegueira; regido abdominal e intravaginal em gestantes devido
aos possiveis efeitos teratogénicos sobre o feto; pacientes com historia de
fotossensibilidade ou que facam uso de medicagdes ou cosméticos fotossensiveis;
areas de hemorragia; na regido das gonadas; uso de marcapasso , doencas infecciosas
por infecc¢do de Escherichia coli e regides com diminui¢do de sensibilidade (LOGAN

et al., 1994; NAVRATIL; KYMPLOVA, 2000; PINHEIRO et al., 2002).

A metformina, por sua vez, ¢ contraindicada em casos de hipersensibilidade ao
cloridrato de metformina ou a qualquer um dos excipientes da formulacdo; qualquer
tipo de acidose metabodlica (como acidose lactica, cetoacidose diabética); pré-coma
diabético; disturbios cardiacos e pulmonares; insuficiéncia renal grave; insuficiéncia
hepatica, intoxicacdo alcodlica aguda, alcoolismo. Em casos de contraindicagdo do uso

da metformina podera ser usado laser de baixa poténcia (FDA, 2016).

Em casos que haja contraindicacdo de uso ou da metformina ou de alguma
categoria de laser, seja ele vermelho ou infravermelho faz-se possivel o uso do outro
recurso como método analgésico, de modo a conseguir obter efeitos analgésicos

positivos no controle da dor neuropdtica, em especial a dor orofacial.

No que diz respeito ao laser e infravermelho, observou-se que os dois recursos
terapéuticos apresentaram efeito antinoceptivo tanto em ratas normais quanto
ovariectomizadas quando comparadas ao grupo controle. A reposta a dor foi
significativa tanto no laser vermelho quanto no infravermelho, no entanto este tltimo
apresentou efeito analgésico por mais tempo em decorréncia do seu maior

comprimento de onda e em consequéncia, maior penetracao tecidual, fazendo com que
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haja uma resposta analgésica e inflamatéria de maior intensidade.

Quando associados os dois recursos, metformina ¢ laser vermelho ¢ metformina
e laser infravermelho notou-se que os comportamentos nociceptivos diminuiram frente
aos animais do grupo controle. A associagdo dos recursos foi potencializada na redugao
dos efeitos dolorosos quando utilizado em combinagdo com o laser infravermelho
apresentando um efeito mais prolongado quando comparado ao uso do laser vermelho

combinado a MET.
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9 CONCLUSAO

O laser vermelho e o infravermelho apresentam efeito antinoceptivo em ratas

normais e ovariectomizadas quando comparadas ao grupo controle.
A metformina apresenta efeito neuroprotetor, levando a um carater analgésico.

A resposta a dor foi significativa nos animais tratados com laser vermelho e

infravermelho
O efeito analgésico foi mais prolongado quando utilizado o laser infravermelho

Ratas tratadas com metformina associada ao laser vermelho ou infravermelho
apresentaram redu¢do do comportamento nociceptivo quando comparados ao grupo

controle, sendo esse efeito prolongado quando se usa infravermelho.

Ha sobreposicdo de resultados quando usado a associacdo de metformina e laser
vermelho ou infravermelho, de modo que a associacdo dos recursos foi potencializada
na reducdo dos efeitos dolorosos quando utilizado em combinagdo com o laser
infravermelho apresentando um efeito mais prolongado quando comparado ao uso do

laser vermelho combinado a MET.
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FUNDAGCAO EDSON QUEIROZ COMISSAO DE ETICA

UNIVERSIDADE DE FORTALEZA

ENSINANDO E APRENDENDO NO USO DE ANIMAIS
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITO DO LASER E DO (-)-?-BISABOLOL NA INFLAMACAO EXPERIMENTAL DA ARTICULACAO
TEMPOROMANDIBULAR DE RATOS", protocolada sob o CEUA n? 9601181117, sob a responsabilidade de Aline Barbosa Teixeira
Martins - que envolve a producdo, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentac&o Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade de Fortaleza
(CEUA/UNIFOR) na reuniao de 11/04/2018.

We certify that the proposal "EFFECT OF LASER AND (-) - ?-BISABOLOL IN THE EXPERIMENTAL INFLAMMATION OF
TEMPOROMANDIBULAR ARTICULATION OF RATS", utilizing 48 Heterogenics rats (males and females), protocol number CEUA
9601181117, under the responsibility of Aline Barbosa Teixeira Martins - which involves the production, maintenance and/or
use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes
or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Fortaleza's University (CEUA/UNIFOR) in the meeting of 04/11/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 01/2018 a 06/2018 Area: Medicina Veterinaria

Origem: Né&o aplicavel biotério

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 0a 3anos N: 48
Linhagem: wistar Peso: 250a300g

Local do experimento: Serd realizado no Nucleo de Biologia Experimental (NUBEX), da Universidade de Fortaleza em parceria com o
setor de Farmacologia da Universidade Federal do ceard para algumas analises de experimentos.

Fortaleza, 12 de abril de 2018

Prof. Dr. Ramon da Silva Raposo Prof. Dr. Saulo Ellery Santos
Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade de Fortaleza Universidade de Fortaleza

Avenida Washington Soares 1321, Bairro Edson Queiroz, CEP 60811-905 - Fortaleza/CE - tel: 55 (85) 3477-3122 / fax: ---
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8h &s 11:30 e 13:30 &s 17h : e-mail: ceua@unifor.br
CEUAN 9601181117



