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RESUMO 

Rocha, I.R.C. Estudo dos Efeitos da Fotobioestimulação sobre a Neuropatia Diabética 
Periférica. 2023. Número de folhas (100f). Tese (Doutorado em: Departamento de 
Anatomia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 2023.  

O dano celular primário oriundo das células de Schwann em situação de hiperglicemia é 
um aspecto em grande parte esquecido em termos de neuropatia diabética periférica 
(NDP). Em contrapartida, os mecanismos pelos quais a fotobioestimulação (FBE) gera 
seus efeitos promissores ainda é campo de extensa investigação. Pouco se sabe sobre os 
efeitos da FBE sobre a NDP. A partir disso, o objetivo deste estudo foi investigar os 
possíveis mediadores envolvidos no efeitos anti-hiperalgésico / anti-inflamatório da FBE 
em ratos com NDP induzida por estreptozotocina (STZ), assim como, os efeitos da FBE 
sobre a respiração celular de células de Schwann.  Os experimentos foram aprovados pela 
Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/ICB-USP), protocolo 2269190619. Ratos 
Wistar, machos, 200-250 g, 8-9 semanas, receberam dose única de STZ (85 mg/kg) ou 
veículo (salina) por via intraperitoneal (i.p). O diabetes tipo I foi determinado por 
glicemia ≥ 250 mg/dL. Os animais foram submetidos ao teste de von Frey eletrônico 72 
horas após a injeção de STZ ou veículo (salina) e em dias alternados ao tratamento com 
a FBE. Ratos diabéticos hiperalgésicos foram submetidos à FBE (AsGa, 904 nm; 6 J; 45 
mW; 18 s) aplicada sobre a região do nervo isquiático. As células de Schwann foram 
cultivadas em meio fisiológico e hiperglicêmico de glicose (5.5 e 55 mM) e a partir da 
passagem 3 foram submetidas à FBE (AsGa, 904 nm; 6 J; 45 mW; 18 s). Os ratos foram 
eutanasiados e foram coletados: nervo isquiático, gânglios da raiz dorsal (GRD) e 
adicionalmente, medula espinal e córtex anterior cingular para experimentos de Western 
blot. As células de Schwann foram submetidas a ensaios de viabilidade celular por MTT 
e aos ensaios de respiração celular. A FBE reverteu a hiperalgesia mecânica nos ratos 
com NDP. A FBE atuou de forma significativa na modulação de citocinas pró e anti-
inflamatórias no nervo isquiático e GRD de ratos diabéticos, assim como modulou o 
produto de glicação avançada carboximetilisina (CML) e seu receptor (RAGE) nos 
referidos tecidos. Foi observado também que a FBE foi capaz de modular o fator de 
transcrição nuclear kappa B (NFKB) no nervo isquiático e GRD de ratos diabéticos. 
Quanto a dinâmica mitocondrial, a FBE modulou de maneira expressiva os processos de 
fusão e fissão mitocondrial no nervo isquiático e GRD de ratos diabéticos. A FBE também 
atuou na modulação de proteínas relacionadas a dor e aos processos de excitação e 
inibição no sistema nervoso central (medula espinal e córtex anterior cingular) dos ratos 
diabéticos. A FBE aumentou a viabilidade celular das células de Schwann assim como, 
melhorou a respiração celular quando em meio hiperglicêmico (55 mM). Estes resultados 
podem ser influentes para o desenvolvimento de novas formas de terapias 
complementares que visem à restauração do sistema nervoso periférico em condição de 
hiperglicemia.  

Palavras‐chave: Citocinas, Diabetes, Estreptozotocina, Neuropatia, Rato   

 

 



 

 

ABSTRACT 

Rocha, I.R.C. Study of the Photobiostimulation Effects on Peripheral Diabetic 
Neuropathy. 2023. Number of pages (100 p.) Ph.D. Thesis (Department of Anatomy) – 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 2023.  

The primary cellular damage arising from Schwann cells in hyperglycemia is a largely 
overlooked aspect in terms of diabetic peripheral neuropathy (DPN). Furthermore, the 
mechanisms by which photobiostimulation (PBS) generates its promising effects is still a 
field of extensive investigation. Little is known about the mechanisms of PBS effects on 
DPN. The aim of this study was to investigate the mechanisms involved in anti-
hyperalgesic / anti-inflammatory effects of PBS in rats with streptozotocin (STZ) – 
induced DPN, as well as the effects of PBS Schwann cells respiration. The experiments 
were approved by the Animal Ethics Commission (CEUA/ICB-USP), protocol 
2269190619. Male Wistar rats, 200-250 g, 4-8 weeks old, received a single dose of STZ 
(85 mg/kg) or vehicle (saline) intraperitoneally (i.p). Type I diabetes was determined by 
blood glucose ≥ 250 mg/dL. The animals were submitted to the electronic von Frey test 
72 hours after the injection of STZ or vehicle (saline) and on days interspersed with the 
treatment with PBS. Hyperalgesic diabetic rats were submitted to PBS (AsGa, 904 nm; 6 
J; 45 mW; 18 s) applied over the region of the sciatic nerve. Schwann cells were cultured 
in physiological and hyperglycemic glucose medium (5.5 and 55 mM) and from passage 
3 onwards they were subjected to PBS (AsGa, 904 nm; 6 J; 45 mW; 18 s). The rats were 
euthanized and the sciatic nerve, dorsal root ganglia (DRG) and, additionally, spinal cord 
and anterior cingular cortex were collected for Western blot experiments. Schwann cells 
were subjected to MTT cell viability assays and cell respiration assays. PBS reversed 
mechanical hyperalgesia in DPN rats. PBS modulated pro and anti-inflammatory 
cytokines in the sciatic nerve and DRG of diabetic rats, as well as modulated the advanced 
glycation end product carboxymethyl lysine (CML) and its receptor (RAGE) in those 
tissues. It was also observed that PBS was able to modulate nuclear transcription factor 
kappa B (NFKB) in the sciatic nerve and DRG of diabetic rats. PBS significantly 
modulated mitochondrial fusion and fission processes in the sciatic nerve and DRG of 
diabetic rats. PBS also modulated proteins related to pain and excitation and inhibition 
processes in the central nervous system (spinal cord and anterior cingulate cortex) of 
diabetic rats. PBS increased Schwann cells viability as well as improved cellular 
respiration when in hyperglycemic medium (55 mM). These results may be influential 
for the development of new forms of complementary therapies aimed at restoring the 
peripheral nervous system in hyperglycemic conditions. 

Keywords: Cytokines, Diabetes, Neuropathy, Rat, Streptozotocin 
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1. Introdução e revisão da literatura 

1.1 Diabetes mellitus: considerações gerais 

O diabetes mellitus é considerado hoje um dos maiores problemas de saúde mundial 

do século XXI e o custo global do tratamento anual retira dos cofres públicos em torno de 

825 milhões de dólares de acordo com um estudo publicado pela revista The Lancet em 

2016 [1]. Além disso, segundo dados do International Diabetes Federation (IDF), até 2021, 

o número de adultos diabéticos era de 537 milhões e a estimativa prevista para 2045 será 

de aproximadamente 783 milhões de casos [2]. Cabe ressaltar ainda que, uma pessoa morre 

a cada seis segundos decorrente das complicações crônicas ocasionadas pelo diabetes 

mellitus, e em 2015 o número total de mortes foi de 5 milhões de pessoas [2].  

O diabetes mellitus tipo 1 é uma doença crônica autoimune caracterizada por níveis 

elevados de glicose na circulação sanguínea (hiperglicemia) devido a deficiência na 

produção de insulina [3]. Tal deficiência se desenvolve a partir da perda expressiva de 

células β pancreáticas [3] e é uma das condições endócrinas e metabólicas mais comuns 

que ocorrem em crianças e em adultos jovens [3]. A hiperglicemia crônica causa danos 

irreversíveis aos tecidos corporais, em especial o sistema nervoso, levando aqueles 

acometidos por tal doença a uma vida cheia de complicações e incapacidades. 

As pessoas com esta forma de diabetes precisam de insulina todos os dias de suas 

vidas de modo a controlar os níveis de glicose na circulação sanguínea. Com ou sem o uso 

de insulina, pessoas com diabetes mellitus tipo 1 desenvolvem suas complicações mais 

debilitantes e incapacitantes ao longo da vida. 

 

1.2 Neuropatia diabética periférica 

A neuropatia diabética periférica (NDP) é a complicação crônica mais comum do 

diabetes mellitus tipo 1, com grande variedade de manifestações clínicas. Afeta atualmente 

60% daqueles acometidos por este tipo de diabetes [4] e é caracterizada por expressivo 

dano aos nervos periféricos. O tipo mais comum e prevalente é o que apresenta uma 

disfunção sensitiva – motora dos membros inferiores, apresentando quadro severo de dor 

decorrente da neuropatia crônica desenvolvida pelo quadro de hiperglicemia [5]. 

 A grande vulnerabilidade do sistema nervoso periférico (SNP) quanto às 

complicações decorrentes do diabetes mellitus tipo 1 em relação aos demais tecidos ocorre 

provavelmente devido à sua estrutura, função e/ou a exclusivas necessidades 

metabólicas[6]. Cabe mencionar que a principal função do SNP é a de comunicação com 
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o sistema nervoso central por meio de sinais elétricos transmitidos por fibras mielínicas 

(fibras Aδ, Aβ) e amielínicas (fibras C). 

 Há quatro hipóteses que estão relacionadas com as complicações decorrentes da 

hiperglicemia crônica no diabetes mellitus: 1 – ativação excessiva da via dos polióis; 2 - 

ativação excessiva da proteína C quinase; 3 – ativação excessiva da via das hexosaminas; 

4 -aumento na formação dos produtos finais de glicação avançada (AGE) e 

consequentemente aumento na expressão e ativação dos receptores para os produtos finais 

de glicação avançada (RAGE) [7].  

A Hiperglicemia ativa a via da aldose redutase, um dos metabolismos alternativos 

para a glicose [8]. A aldose redutase catalisa a formação de sorbitol a partir da glicose, e 

posteriormente, a sorbitol desidrogenase catalisa a formação de frutose a partir do sorbitol 

[8]. Uma vez que a frutose não pode ser metabolizada devido à falta de frutoquinase no 

tecido nervoso, e o sorbitol apresenta lento processo de difusão, estes então se acumulam 

nas células, levando ao aumento da pressão osmótica [9]. Como consequencia, há 

desequilíbrio no efluxo de Inositol e taurina nas células nervosas [10]. 

Devido a semelhança estrutural entre a glicose e o inosotol, a glicose inibe a 

absorção de inositol nas ceulas nervosas em estado de hiperglicemia [8]. O inositol é um 

composto importante no metabolismo dos fosfolipideos dos nervos e também um cofator 

nas reações químicas envolvidas na eliminação de radicais livres [8]. A deficiência de 

inositol inibe a eliminação de radicais livres, causando estresse oxidativo e dano celular 

[8]. Ainda, a deficiência de inositol interfere no metabolimos dos fosfolipideos, reduzindo 

a atividade da Na+ -K+ -ATPase, consequentemente retardando a velocidade de condução 

do nervo e o transporte axonal [11]. 

Já a ativação excessiva das proteínas C quinases (PCK) devido a hiperglicemia e 

suas contribuições na naeuropatia diabética, ainda é campo de intensa investigação [12]. A 

PCK é uma proteína quinase relacionada a serina/treonina que desempenha papel chave em 

múltiplas funções celulares e afeta diversas vias de transdução de sinal [13]. A PCK 

contribui para o desenvolvimento da neuropatia diabética através de mecanismos 

neurovasculares, como alteração de fluxo sanguíneo e alteração de condução do nervo [12]. 

Estudos mostram que em ratos diabéticos, tratados com inibidores seletivos e não seletivos 

de PCK, há melhora da função neural [14]. Há evidências que apontam para a redução da 

atividade da Na+K+-ATPase, resultando na diminuição da condução do nervo assim como 

na participação em processo de regeneraçāo nervosa [15]. 
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Embora menos explorado, o fluxo das hexosaminas tem sido proposto como um 

contribuinte adicional para a patogênese da neuroaptia diabética [16] . O excesso de glicose 

aumenta a glicólise e a conversão de glicose – 6 – fosfato em frutose – 6 – fosfato. 

Aproximadamente, 5% do fosfato – 6 – frutose e desviado para a via da hexosamina, por 

meio da conversão em glicosamina – 6 – fosfato [17] . A glicosamina é então convertida 

irreversivelmente para o produto final da via da hexosamina, UDP-N-acetilglicosamina, 

que serve como substrato para a modificação pós traducional de proteínas [17]. A glicação 

excessiva de proteínas nucleares e citosolicas no diabetes tem sido relacionada a resistência 

insulínica e ao dano celular [16]. 

Embora os mecanismos precisos subjacentes a neuropatia diabética permanecam 

incertos, há evidências de que os produtos finais de glicação avançada (AGEs) induzido 

por hiperglicemia está relacionado com a modificação de proteínas de mielina nas fibras 

periféricas, que se tornan suscetíveis a fagocitose por macrófagos [18] , favorencendo desta 

maneira a degeneração de fibras nervosas periféricas [18]. Ainda, a modificação das 

proteínas do citoesqueleto axonal, como por exemplo, tubulina, neurofilamento e actina 

pelos AGEs, resulta em atrofia, degeneração e ainda compromete o transporte axonal [18] 

. Outro fato importante é a co-localizaçāo dos receptores para os AGEs (RAGE) nos nervos 

periféricos. A presença dos RAGEs nos nervos periféricos diabéticos, sugere estresse 

oxidativo, resultando na ativação do fator nuclear kappa B (NFkB) e de vários genes pro-

inflamatórios, contribuindo desta forma para a exacerbação dos processos degenerativos e 

alteração do componete sensorial, como por exemplo, a geração de dor [18].  

 Sabe-se hoje que a produção aumentada de superóxidos pela cadeia transportadora 

de elétrons nas mitocôndrias é uma provável ideia que une as quatro hipóteses 

anteriormente citadas, uma vez que vários estudos indicam que a hiperglicemia crônica 

aumenta significativamente o estresse oxidativo [7]. A hiperglicemia induz mudanças 

mitocondriais, como a liberação de citocromo c, alteração na biogênese e fissão 

mitocondrial e consequentemente a morte celular [19]. A entrada excessiva de glicose nas 

células causa sobrecarga na cadeia transportadora de elétrons, gerando oxidantes na 

mitocôndria e consequentemente redução no potencial de membrana mitocondrial e 

diminuição na síntese de ATP [20]. 

Nos últimos anos, as células de Schwann (células responsáveis pela formação da 

bainha de mielina no SNP) têm ganhado destaque como as principais protagonistas na 

produção de espécies reativas de oxigênio e consequentemente como as células 
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responsáveis pelo processo nocivo ocasionado aos axônios em situação de hiperglicemia 

[21]. 

1.3 Células de Schwann  

 As células de Schwann são originárias das células migratórias da crista neural 

que dão origem a uma grande variedade de células polarizadas, incluindo células tão 

diversas como neurônios periféricos, melanócitos e células endócrinas [22, 23]. A cascata 

precisa de sinais moleculares que a célula da crista neural direciona para entrar na linhagem 

de células de Schwann in vivo ainda não é totalmente elucidada. Porém, o fator de 

transcrição Sox10 é o regulador essencialmente necessário para a geração das primeiras 

células da linhagem de células de Schwann [24]. A expressão do referido fator é crucial 

também para que as células de Schwann se diferenciem em células de Schwann 

mielinizantes [24]. 

 Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, as células de Schwann se 

associam a feixes de axônios à medida que se estendem para a periferia, inicialmente 

cercando as margens externas dos referidos feixes de fibras [25] (Figura 1). As células de 

Schwann suportam o crescimento axonal através de uma variedade de fatores de 

crescimento, como por exemplo, o fator de crescimento do nervo (NGF), o fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), o fator neurotrófico derivado da linha de células 

gliais (GDNF) e ainda pela neurotrofina NT3 [26]. Com o acentuado processo de divisão 

celular pelas células de Schwann e de extensão do processo celular (axônios) dos 

neurônios, as células de Schwann começam a separar os axônios em pacotes 

sucessivamente menores, processo este conhecido como “triagem radial”. Por fim, o 

citoplasma da célula de Schwann separa os axônios de maneira individual [25] (Figura 1). 
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Figura 1. Durante o desenvolvimento, as células de Schwann migrantes (A) cercam feixes de axônios (B), 
separam um único axônio de grande calibre (C) e então passam por processo de divisão celular (C). Uma das 
células filhas mieliniza o axônio agora segregado (F-G) enquanto a outra célula proveniente da divisão celular 
permanece associada ao feixe de fibras (axônios) não mielinizados (D-E). Adaptado de Trapp et al., 2004. 
Biology of Schwann cells. 
 

 As células de Schwann podem se diferenciar em um fenótipo mielinizante ou não 

mielinizante [27]. Quando estas células são privadas de contato axonal, elas adotam um 

fenótipo molecular e morfológico que é similar, embora não idêntico, ao fenótipo de células 

de Schwann imaturas antes da mielinização [27]. Portanto, dependendo das circunstâncias, 

estas células podem fornecer suporte para os axônios por meio da elaboração da bainha de 

mielina ou fornecer um ambiente através do qual os axônios podem regredir após a lesão e 

subsequentemente remielinizar [27]. Os processos pelos quais as células de Schwann 

transitam entre estes dois fenótipos ainda é campo de intensa investigação. 

 Avanços importantes na compreensão dos mecanismos de sinalização axonal que 

controlam a mielinização ocorreu nos últimos anos [27]. Diversos trabalhos mostraram que 

a proteína de superfície axonal neuroregulina 1, atuando através de seus receptores ErbB2 

e ErbB3, controla a espessura da bainha de mielina das células de Schwann, participa do 

mecanismo que controla a expressão dos genes da mielina e ainda induz o processo de 

mielinização [28-30]. Adicionalmente, o referido fator controla a sobrevivência dos 

precursores das células de Schwann [31, 32]. Entretanto, continua sendo um desafio 

entender o mecanismo pelo qual as células de Schwann muda sua resposta à neuroregulina 

de uma fase proliferativa não mielinizante para uma fase mielinizante não proliferativa 

[27]. 
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Em relação ao comportamento das referidas células em ambiente hiperglicêmico, 

os estudos desenvolvidos até o presente momento não são suficientes para determinar se as 

células de Schwann sofrem danos estruturais independentes durante o diabetes ou se estão 

respondendo a sinais provenientes do processo de degeneração axonal [33]. No entanto, 

durante análises realizadas em amostras de biópsia do nervo sural tanto em modelo animal 

quanto em estudos envolvendo seres humanos diabéticos, foram relatadas mudanças 

morfológicas expressivas na bainha de mielina na presença de um axônio aparentemente 

normal, indicando que a “Schwannopatia” pode se desenvolver independentemente da 

“axoniopatia” [34].  

Além disso, há descrito na literatura que as alterações degenerativas nas fibras 

nervosas periféricas são acompanhadas pela presença de mitocôndrias disfuncionais [35], 

observação esta consistente com evidências emergentes sobre a disfunção mitocondrial e o 

dano metabólico tanto em axônios quanto em células de Schwann em modelo animal de 

diabetes mellitus [35]. 

Recentemente, o estresse oxidativo e os distúrbios mitocondriais nas células de 

Schwann durante o diabetes são amplamente aceitos como fatores contribuintes para a 

disfunção neuronal [36]. A hiperglicemia crônica é amplamente reconhecida como um 

fator chave na produção excessiva de espécies reativas de oxigênio em todas as células, e 

exacerbadas por uma redução concomitante das defesas antioxidantes endógenas [37]. As 

células de Schwann são cada vez mais reconhecidas como um importante centro de 

produção de espécies reativas de oxigênio que, neste contexto, afeta sua própria função 

celular assim como, contribuem para as alterações metabólicas em outros tipos de células 

dentro do sistema nervoso periférico [38]. 

Outro mecanismo proposto para as consequências deletérias na neuropatia diabética 

periférica é a sinalização desregulada dos receptores para os produtos de glicação avançada 

(RAGE) nas células de Schwann [39]. A produção em excesso dos produtos de glicação 

avançada (AGEs) como resultado do excesso de glicose presente nas células de Schwann, 

ativa os receptores RAGE, contribuindo ativamente desta forma para a formação de 

espécies reativas de oxigênio [40]. Além disso, as modificações induzidas pelos AGEs em 

proteínas-chave como por exemplo, o colágeno, lipídios e ácidos nucleicos têm o potencial 

de alterar a estrutura e a função das células de Schwann, com efeitos prejudiciais aos 

axônios que estas células envolvem, levando à potencialização da neuropatia diabética 

[40].  
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A hiperglicemia é capaz de atuar na remodelação do proteoma mitocondrial das 

células de Schwann, conduzindo desta forma, ao aumento da expressão das subunidades α 

e β da ATP sintase e, ainda, é capaz de conduzir a uma inefetiva capacidade respiratória 

mitocondrial [41]. Os altos níveis de glicose contribuem para a disfunção mitocondrial e 

diminuem a eficiência da fosforilação oxidativa em células de Schwann [41]. Em um 

estudo publicado em 2016, o dano mitocondrial caracterizado pela regulação de múltiplas 

subunidades dos complexos I, III, IV e V mitocondrial foi descrito em modelo animal de 

diabetes mellitus tipo 1 [42]. As alterações acima descritas foram observadas apenas nos 

nervos periféricos e não nos gânglios sensoriais ou trigeminais, refletindo-se desta maneira 

o papel crucial das células de Schwann no metabolismo das fibras nervosas periféricas [42]. 

O estado hiperglicêmico também participa ativamente da dinâmica mitocondrial. 

Estudos recentes apontam que o processo de fissão e/ou fusão mitocondrial podem estar 

envolvidos na neuropatia diabética [43]. A hiperglicemia pode influenciar nos processos 

de fusão e fissão mitocondrial pela modulação das proteínas mitocondriais mitofusina-2 e 

pela dynamin related protein -1 (DRP1) [44]. Além disso, alterações nas proteínas 

relacionadas ao processo de fissão e de fusão mitocondrial que controlam a forma e o 

número de mitocôndrias nos tecidos podem prejudicar as funções celulares e podem levar 

ao processo degenerativo [43].     

Ainda, em estado hiperglicêmico, as células de Schwann ativam cascatas 

intracelulares, incluindo aquelas reguladas pelo fator de transcrição nuclear NFkB que, 

uma vez ativado, regula a produção de uma vasta classe de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias [39]. Estes eventos contribuem de forma efetiva para a degeneração 

walleriana e enfatizam o potencial envolvimento das células de Schwann no processo 

inflamatório que é observado em pacientes com diabetes mellitus [45].  

 Outro fato que permite enfatizar a estreita associação entre as células de Schwann 

e os axônios é a capacidade destas células de influenciaram na excitabilidade das fibras 

nervosas periféricas assim como, na propagação do próprio potencial de ação, mesmo estas 

células não sendo excitáveis por si só [39]. A função mitocondrial prejudicada e o estresse 

oxidativo nas células de Schwann podem levar a mudanças no perfil de distribuição dos 

canais de sódio e potássio nos nódulos de Ranvier, contribuindo para os potenciais danos 

axonais [46]. 
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Infelizmente, o dano decorrente do metabolismo em desequilíbrio das células de 

Schwann é em grande parte esquecido na NDP devido ao grande enfoque dado às doenças 

vasculares. Por outro lado, alguns estudos mostraram que células de Schwann lesadas 

afetam tanto a vasculatura quanto os axônios [39], trazendo as células de Schwann para o 

centro das atenções como as células grandemente responsáveis pela neuropatia diabética 

periférica.  

 
1.4 Mitocôndrias – dinâmica mitocondrial e diabetes mellitus 

As mitocôndrias surgiram há cerca de dois bilhões de anos a partir do envolvimento 

(fagocitose) de proteobactérias por precursores da célula eucariótica moderna [47] e 

passaram a desempenhar papel crítico na geração de energia metabólica em células 

eucarióticas. A referida organela é responsável pela maior parte da energia útil derivada da 

decomposição de carboidratos e ácidos graxos, que é convertida em trifosfato de adenosina 

(ATP) pelo processo de fosforilação oxidativa [48]. Além disso, as mitocôndrias são únicas 

entre as organelas citoplasmáticas pelo fato de conterem o seu próprio ácido 

desoxirribonucléico (DNA), que codifica os ácidos ribonucleicos transportadores (tRNAs) 

e os ácidos ribonucleicos ribossômicos (rRNAs) [47]. A montagem das mitocôndrias 

envolve, desta forma, proteínas codificadas por seus próprios genomas e traduzidas dentro 

da organela, assim como proteínas codificadas pelo genoma nuclear e importadas do citosol 

[47]. 

As mitocôndrias são circundadas por um sistema duplo de membranas no qual 

consiste em uma membrana mitocondrial interna e outra externa separadas por um espaço 

intermembranoso (Figura 2). A membrana mitocondrial interna origina numerosas dobras 

conhecidas como cristas mitocondriais que se estendem para o interior (ou matriz) da 

organela [49]. Cada um dos componentes citados desempenha funções distintas, com a 

matriz e a membrana mitocondrial interna representando os principais compartimentos 

funcionais destas organelas [49]. A matriz contém o sistema genético mitocondrial, bem 

como as enzimas responsáveis pelas reações centrais do metabolismo oxidativo [49].  
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Figura 2. Morfologia mitocondrial. Adaptado de: The Cell: A Molecular Approach. Cooper, GM. 2nd 
Edition. Sinauer Assciates, Sunderland (MA), 2000. 
 
 A glicólise - degradação oxidativa das moléculas de glicose - é a principal fonte de 

energia metabólica em células animais onde as moléculas de glicose são degradadas e então 

convertidas em piruvato [50]. O piruvato é então transportado para a mitocôndria, onde sua 

oxidação completa até o dióxido de carbono (CO2) produz a maior parte da energia 

utilizável (trifosfato de adenosina - ATP) obtida do metabolismo da glicose [50]. Isto 

envolve a oxidação inicial do piruvato em acetilcoenzima A (acetil-CoA), que é depois 

decomposto em dióxido de carbono (CO2) através do ciclo do ácido cítrico [50]. A oxidação 

de ácidos graxos também produz acetil-CoA [50], que é metabolizado de forma semelhante 

pelo ciclo do ácido cítrico na mitocôndria. As enzimas do ciclo do ácido cítrico (localizadas 

na matriz da mitocôndria) são, assim, componentes centrais na degradação oxidativa de 

carboidratos e ácidos graxos [50]. 

A oxidação da acetilcoenzima A (acetil-CoA) a dióxido de carbono (CO2) é 

acoplada à redução do dinucleotídeo de nicotinamida e adenina (NAD+) assim como a 

redução do dinucleotídeo de flavina e adenina (FAD) [51]. A maior parte da energia 

derivada do metabolismo oxidativo é então produzida pelo processo de fosforilação 

oxidativa, que ocorre na membrana mitocondrial interna. Os elétrons de alta energia do 

NADH e FADH2 são transferidos através de uma série de proteínas transportadoras, 

conhecidas por complexos I, II, III e IV na membrana mitocondrial interna para o oxigênio 

molecular [51] (Figura 3). A energia derivada dessas reações de transferência de elétrons é 

convertida em energia potencial armazenada em um gradiente de prótons através da 

membrana, que é então usada para conduzir a síntese de ATP [51]. A membrana 
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mitocondrial interna representa assim o principal local de geração de ATP, e esse papel 

crítico é refletido em sua estrutura. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Cadeia transportadora de elétrons e ATP sintase. Adaptado de: The pathobiology of diabetic 
complications. Brownlee, American Diabetes Association, 2005.   
 
 Por muito tempo, as mitocôndrias foram consideradas organelas estáticas 

envolvidas apenas na produção de energia necessária para o metabolismo celular pela 

fosforilação oxidativa. Porém, é de grande conhecimento que as mitocôndrias também 

estão envolvidas em vários outros processos fisiológicos, como morte celular programada, 

imunidade inata, autofagia, sinalização redox, homeostase de cálcio e reprogramação de 

células-tronco [52-54]. Ainda, com o desenvolvimento de técnicas capazes de mostrar 

células funcionais em tempo real nos últimos 30 anos mudou drasticamente o conceito de 

mitocôndrias sendo estruturas estáticas e isoladas [55]. De fato, as mitocôndrias podem 

modular sua morfologia para criar uma rede tubular coordenada por eventos de fissão e 

fusão. O equilíbrio entre estes dois processos opostos regula o número mitocondrial, 

tamanho e posicionamento dentro do citoplasma e é referido como "dinâmica 

mitocondrial" [55]. 

 A fissão mitocondrial é caracterizada pela divisão de uma mitocôndria em duas 

mitocôndrias filhas, enquanto a fusão mitocondrial é a união de duas mitocôndrias 

resultando em uma mitocôndria [55]. A desregulação desses eventos resulta em uma rede 

fragmentada caracterizada por um grande número de pequenas mitocôndrias redondas ou 

por uma rede hiperfusada com mitocôndrias alongadas e altamente conectadas [56]. Essas 

transições dinâmicas balanceadas não são necessárias apenas para garantir a função 

mitocondrial, mas também para responder às necessidades celulares, adaptando a rede à 

disponibilidade de nutrientes e ao estado metabólico da célula [56]. Além disso, diferentes 

estados morfológicos estão associados a múltiplas condições fisiológicas e fisiopatológicas 
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[57]. A fragmentação mitocondrial é frequentemente associada à disfunção mitocondrial, 

já que esse estado morfológico predomina durante níveis elevados de estresse e morte 

celular [56]. 

 As principais proteínas que compõem o maquinário principal relacionado a 

dinâmica mitocondrial são as grandes proteínas GTPase, pertencentes à família das 

dinaminas [58]. Estas mecanoenzimas podem oligomerizar e alterar a conformação para 

conduzir a remodelação, constrição, cisão e / ou fusão das membranas mitocondriais [59]. 

A constrição e a cisão mitocondrial são realizadas pela proteína 1 (Drp1) e pela dinamina-

2 (Dnm2) [60]. A fusão mitocondrial é assegurada pelas mitofusinas 1 e 2 (Mfn1 e Mfn2) 

que medeiam a fusão das membranas mitocondriais interna e externa [60]. Os processos de 

fusão e fissão mitocondrial são eventos cruciais para a regulação de numerosas funções 

fisiológicas celulares e a desregulação de tais processos está associada a uma diversidade 

de doenças, a citar o diabetes mellitus, o qual revela morfologia mitocondrial irregular [61]. 

 Em cultura celular, altas concentrações de glicose induzem a fragmentação 

mitocondrial em linhagens celulares derivadas de fígado, coração, endotélio, ilhotas 

pancreáticas, bem como em culturas de células primárias do sistema nervoso e 

cardiovascular [62-65]. A fragmentação mitocondrial em condições de alta concentração 

de glicose requer maquinaria de fissão mitocondrial [62]. O tratamento de neurônios 

provenientes dos gânglios da raiz dorsal (DRG) com altas concentrações de glicose 

ocasiona fragmentação mitocondrial e aumenta a expressão e localização mitocondrial da 

proteína de fissão DRP1, indicando a ativação da fissão mitocondrial [62]. Aumentos de 

expressão, ativação e localização mitocondrial das proteínas pró-apoptóticas Bim e Bax 

também foram observadas no tratamento com concentração elevada de glicose, indicando 

que a fragmentação mitocondrial induzida por elevados níveis glicêmicos nos neurônios 

do DRG está associada à apoptose [61]. Adicionalmente, a expressão aumentada de DRP1 

também foi observada nos gânglios da raiz dorsal de ratos diabéticos induzidos por 

estreptozotocina [62]. 
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1.5 Fotobioestimulação e Sistema Nervoso  

Os lasers de baixa potência não emitem calor, som ou vibração. Eles atuam na faixa 

de 1 a 1000 mW e comprimento de onda entre 632 e 1064 nanômetros (nm). Ao contrário 

do efeito térmico, estes lasers induzem uma reação fotoquímica nas células, processo este 

conhecido como fotobioestimulação ou ainda como fotobiomodulação [66]. O princípio de 

funcionamento do laser é de que, quando a luz atinge algumas moléculas biológicas 

conhecidas por cromóforos, a energia do fóton faz com que os elétrons sejam excitados e 

saltem de órbitas de baixa energia para órbitas de alta energia [66]. Toda esta energia até 

então armazenada, pode ser usada pelo sistema biológico para a execução de uma ampla 

atividade celular, como por exemplo, a fotossíntese e a fotomorfogênese [67]. Outros 

exemplos de cromóforos existentes na natureza são a clorofila em plantas, bacterioclorofila 

em algas verdes, as flavoproteínas e a hemoglobina encontradas nos glóbulos vermelhos, 

além do citocromo c presente nas mitocôndrias [66].  

As mitocôndrias são as organelas citoplasmáticas geradoras de energia representada 

pela síntese de trifosfato de adenosina (ATP) em células eucarióticas através da 

fosforilação oxidativa [68]. A ideia básica por trás da respiração celular é que os elétrons 

com alta energia são passados por transportadores de elétrons, como por exemplo, as 

formas reduzidas da nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) e a forma reduzida de 

flavina adenina dinucleotídeo (FADH2), através de uma série de complexos 

transmembranares (incluindo o citocromo c oxidase) ao receptor final de elétrons, gerando 

um gradiente de prótons [69].  

Vários experimentos in vitro, como os que usam mitocôndrias isoladas do fígado 

de ratos, mostraram que a respiração celular foi regulada positivamente quando as 

mitocôndrias foram expostas a um laser do tipo Hélio-Neônio (HeNe) [70]. A irradiação a 

laser causou um aumento nos produtos mitocondriais como ATP [71], NADH, ácido 

ribonucleico (RNA) [72] e ainda, consequentemente, um aumento recíproco no consumo 

de oxigênio [73]. A nível mitocondrial, o complexo IV também conhecido por citocromo 

c oxidase (CCO) atua como um importante cromóforo [74]. O CCO consiste em 2 centros 

de cobre e 2 centros de ferro-heme que são capazes de absorver a luz em uma ampla gama, 

incluindo aquele próximo ao infravermelho [75].  

A irradiação de luz nessas organelas (mitocôndrias) pode ocasionar a 

fotodissociação de óxido nítrico (NO) do citocromo c oxidase (CCO) [70]. Em células 

estressadas, o óxido nítrico mitocondrial desloca oxigênio do complexo IV (CCO) 
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resultando em uma regulação negativa do processo de respiração celular e 

consequentemente uma diminuição na síntese de ATP [66]. Ao induzir o referido efeito de 

fotodissociação de óxido nítrico do complexo IV, a irradiação laser previne o deslocamento 

de oxigênio do citocromo c oxidase, permitindo desta forma uma regulação positiva no 

metabolismo mitocondrial [66]. Ainda, em relação aos efeitos do laser, a literatura expõe 

que o aumento na produção celular de ATP produzido por esse tipo de luz pode contribuir 

para os efeitos positivos deste, tanto pelo aumento dos níveis de energia celular quanto pela 

elevada síntese de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), formado bioquimicamente a 

partir de ATP e que participa ativamente de muitas vias de sinalização celular [66]. O laser 

também promove a síntese de ácido desoxirribonucleico (DNA) [76], aumenta a produção 

de proteínas[66], modula a atividade enzimática [66], afeta o pH intra/extracelular e além 

do mais acelera o metabolismo celular [66]. 

A terapia com FBE tem sido aplicada em estudos clínicos e na pesquisa básica. 

Rochkind et al mostraram que a fototerapia a laser no pós-operatório humano aumenta o 

processo regenerativo das fibras nervosas periféricas [77]. Morfologicamente, o grupo 

tratado com laser mostrou aumento no número de axônios mielinizados [78], apresentando 

ainda, melhora progressiva em relação à função motora [79]. 

Em ratos, uma única sessão de terapia transcraniana com FBE melhorou 

significativamente a recuperação de ratos que sofreram acidente vascular cerebral 

isquêmico induzido pela oclusão permanente da artéria cerebral média [80]. Efeito 

semelhante também ocorreu em modelo de isquemia cerebral em coelhos [81]. Em 

humanos, a terapia transcraniana com FBE mostrou melhora significativa em pacientes 

com acidente vascular cerebral agudo quando aplicado aproximadamente 18 horas após o 

acidente vascular cerebral ter ocorrido, independentemente de sua localização [82]. 

Em um outro modelo animal, com lesão cerebral traumática, concluiu-se que o 

tratamento com a FBE restabeleceu de forma expressiva as alterações observadas no 

quadro motor [83]. Estas observações sugerem que vários mecanismos podem estar 

envolvidos para estes resultados, incluindo o aumento na síntese de ATP, formação de 

antioxidantes, angiogênese, neurogênese, e ainda um efeito anti-apoptótico [84]. Moreira 

et al realizaram um estudo em 2009 utilizando FBE e observaram o efeito na 

imunomodulação local e sistêmica após lesão cerebral criogênica em ratos [85]. O estudo 

concluiu que a FBE poderia afetar positivamente o equilíbrio de citocinas e assim prevenir 

a morte celular após o traumatismo cerebral [85]. 
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Em 2009, Moges et al. avaliaram a terapia com FBE sobre a esclerose lateral 

amiotrófica, doença neurodegenerativa caracterizada por perda progressiva de neurônios 

motores na qual a disfunção mitocondrial devido ao estresse oxidativo, tem importante 

papel na morte de tais neurônios [86]. O respectivo estudo salientou os efeitos da FBE na 

recuperação motora no estágio inicial da referida doença. 

Annelise E. Barron et., al (2023) mostrou que a FBE, apresentou ação 

imunomoduladora em camundongos em modelo de inflamação sistêmica e central induzido 

por lipopolissacarídeo (LPS). Seu estudo mostrou ação anti-inflamatória da FBE através 

da modulação da interleucina anti-inflamatória IL-10 no hipocampo de camundongos 

expostos ao LPS. Annelise E. Barron et., al mostrou ainda, que camundongos pré tratados 

com a FBE apresentou diminuição de citocinas pro-inflamatórias (TNF-alfa, IL-6, IL-1 

beta) no hipocampo de camundongos expostos ao LPS [87]. 

Com base nessas informações, destaca-se a escassez de pesquisa básica e clínica 

sobre o uso da fotobioestimulação (FBE) sobre a neuropatia diabética periférica (NDP), 

tema central deste projeto de pesquisa.  

 

2. Justificativa  

As alterações metabólicas são fatores predominantes característicos em pacientes com 

NDP, contribuindo exacerbadamente com a deterioração da qualidade de vida. Entretanto, 

apesar de vivermos em uma sociedade consideravelmente desenvolvida em termos de 

tratamento para as mais diversas formas de doenças e suas complicações, o diabetes 

continua sendo aquela com maior impacto quanto à expressiva ineficácia observada em 

relação ao seu tratamento, salvo o uso da insulina. Por outro lado, os efeitos da FBE no 

tratamento do diabetes ainda é relativamente pouco conhecido. Ademais, há lacunas no 

conhecimento sobre os efeitos da FBE sobre as deletérias alterações metabólicas 

decorrentes da hiperglicemia, principalmente seus efeitos no metabolismo das células de 

Schwann, responsáveis em parte, pelas alterações metabólicas que contribuem de modo 

relevante para a geração das complicações crônicas observadas em quadro de 

hiperglicemia. Desta forma, o desafio científico desse projeto foi buscar o entendimento 

do envolvimento da FBE sobre alterações metabólicas no sistema nervoso periférico e 

adicionalmente no sistema nervoso central em modelo animal de NDP induzido por STZ. 

O presente estudo, avaliou também, os efeitos da FBE sobre o metabolismo (respiração 

celular) das células de Schwann. 
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3. Objetivos 

3.1 Objetivo geral 

O objetivo geral deste projeto de pesquisa consistiu em compreender, 

experimentalmente, como a fotobioestimulação (FBE), pode atuar na reversão da 

hiperalgesia neuropática em modelo animal de neuropatia diabética periférica induzida por 

estreptozotocina. 

3.2 Objetivo específicos 

(i) Verificar o efeito da fotobioestimulação sobre a hiperalgesia mecânica 

decorrente da neuropatia diabética periférica induzida por estreptozotocina; 

(ii) Verificar se a fotobioestimulação modula proteínas relacionadas aos 

processos pró-inflamatórios (Carboximetilisina [CML], RAGE e NFKB) no 

nervo isquiático e gânglios da raiz dorsal de ratos diabéticos hiperalgésicos; 

(iii) Verificar se a fotobioestimulação modula citocinas pró e anti-inflamatórias 

(TNF-alfa, IL-6, IL-1Beta e IL-10) no nervo isquiático e gânglios da raiz 

dorsal de ratos diabéticos hiperalgésicos; 

(iv) Verificar se a fotobioestimulação modula os processos de fissão e fusão 

mitocondrial (Mitofusina-2 [MFN-2] e Dynamin-related protein-1 [DRP-

1]) no nervo isquiático e gânglios da raiz dorsal de ratos diabéticos 

hiperalgésicos; 

(v) Verificar se a fotobioestimulação atua no metabolismo energético 

mitocondrial (respiração celular) em cultura de células de Schwann;  

(vi) Verificar se a fotobioestimulação atua em áreas remotas a sua área de 

aplicação através de análises na medula espinal (segmento lombar) e córtex 

anterior cingular de ratos diabéticos hiperalgésicos. 

(vii) Verificar se a fotobioestimulação modula os receptores endocanabinóide 

CB1 e CB2 na medula espinal de ratos diabéticos hiperalgésicos. 

(viii) Verificar se a fotobioestimulação modula o receptor GLUR 1 e a enzima 

GAD65/67 no córtex anterior cingular de ratos diabéticos hiperalgésicos. 

(ix) Verificar se a fotobioestimulação modula a proteína fibrilar acídica glial 

(GFAP) no córtex anterior cingulado de ratos diabéticos hiperalgésicos. 
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(x) Verificar se a fotobioestimulação modula o receptor opioide tipo µ (MOR) 

no córtex anterior cingulado de ratos diabéticos hiperalgésicos. 

4. Materiais e métodos 

4.1 Animais  

Foram utilizados o total de 135 ratos machos adultos da linhagem Wistar, pesando 

entre 120 e 220g. Os animais foram adquiridos do Biotério Central do Instituto de Ciências 

Biomédicas- ICB/ USP e mantidos no Biotério do Departamento de Anatomia, do mesmo 

Instituto. Todos os animais foram mantidos com água e ração ad libitum em uma sala 

apropriada, com isolamento acústico, temperatura controlada (22 oC ± 1) e ciclo 

claro/escuro (12 h:12 h). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o 

protocolo da Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEUA) do ICB (número de 

protocolo 123/2015). Os animais foram distribuídos nos seguintes grupos: Naive, 

Diabéticos (STZ) e Diabéticos Fotobioestimulados (STZ+FBE). 

4.2 Indução do diabetes mellitus tipo 1 

Para a indução do diabetes mellitus tipo 1 foi utilizado estreptozotocina (STZ) na 

dose de 85mg/kg de acordo com estudo prévio publicado pelo nosso grupo de pesquisa 

[88]. A administração da STZ foi realizada através de uma única injeção por via 

intraperitoneal na dose descrita acima (85mg/kg) diluída em 500 microlitros (µL) de 

solução salina (0,9%) por animal.  

Verificação de glicemia: Para controle glicêmico foi aplicado o uso de glicosímetro 

portátil da ULTRAMINI® | ONETOUCH®. A coleta de sangue para a verificação de 

glicemia foi realizada através de uma punção única na ponta da cauda do rato com agulha 

0,30x13mm (30G). Foram considerados hiperglicêmicos (diabéticos) os animais que 

apresentaram glicemia igual ou maior a 200 mg/dl 48 horas após a administração da STZ. 

A verificação da glicemia foi realizada semanalmente. 

Teste de tolerância a glicose intraperitoneal. Os animais de todos os grupos foram 

submetidos ao teste de tolerância a glicose intraperitoneal. Os ratos foram deixados em 

jejum alimentar por 12 horas, porém com livre acesso a água. A massa corporal dos animais 

submetidos ao teste foi medida anterior e posteriormente a aplicação do teste. No dia do 

ensaio, anterior a administração da solução de glicose foi inicialmente coletado sangue 

desses animais para a verificação de glicemia no “timepoint” zero (0) após as 12 horas de 

jejum.  Após a verificação dos níveis glicêmicos, uma solução de glicose 5 g/kg foi 
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administrada por via intraperitoneal (i.p). Após a administração da referida solução, foi 

coletado sangue nos “timepoints” 30 min, 60 min e 120 min. As coletas de sangue inicial 

e em todos os respectivos “timepoint” (0, 30min, 60min e 120min) foram realizadas através 

de uma punção na ponta da cauda dos animais com agulha 0,30x13mm (30G). A 

concentração glicêmica foi medida com glicosímetro portátil. 

 
4.3 Fotobioestimulação  

Inicialmente os animais do grupo STZ+FBE foram anestesiados com Isoflurano 

com fluxo contínuo de oxigênio (5 L/ min). Após a anestesia, a caneta emissora de laser 

foi posicionada na pata posterior direita do rato ao longo do trajeto do nervo isquiático 

(Figura 4). O laser utilizado foi do tipo Arseneto de gálio (GaAs. IBRAMED-SP, Brasil) 

de modo pulsado com potência de saída de 45 mWpk e comprimento de onda de 904nm 

(Tabela 1). As dez sessões totais do tratamento apresentam uma exposição radiante total 

de 72.9 J/cm2.  A primeira sessão da FBE foi iniciada no sexagésimo (60) dia após indução 

do diabetes mellitus tipo 1. No final do tratamento (décima sessão), todos os ratos foram 

eutanasiados e os tecidos (nervo isquiático, gânglio da raiz dorsal, medula espinal e 

encéfalo) coletados para posterior análise proteica por Western blot (Figura 5). A escolha 

do período do início da aplicação da FBE se deve aos bons resultados observados em estudo 

anterior, onde foi possível observar melhora do quadro nociceptivo dos animais e pela ação 

da FBE no processo de regeneração das fibras nervosas periféricas em modelo de 

neuropatia diabética periférica [88]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 4. Esquema representativo da terapia com a FBE. A) Rato macho Wistar (Rattus norvegicus). Os 
círculos vermelhos representam os nove pontos superficiais de aplicação da FBE ao longo do trajeto do nervo 
isquiático. B) Aparelho de laser e caneta emissora de 904nm (infravermelho) – IBRAMED. São Paulo, Brasil. 
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Figura 5. Delineamento experimental ao longo de oitenta e cinco (85) dias. Após um período de três (3) dias 
de adaptação ao biotério do Departamento de Anatomia, os ratos tiveram todas as medias de peso e glicemia 
verificadas e posteriormente receberam dose única de STZ (85 mg/kg) por via i.p. Quarenta e oito (48) horas 
após a aplicação da STZ, os ratos apresentaram hiperglicemia (glicose >250 mg/dL). Uma vez confirmado o 
estabelecimento da hiperglicemia, os ratos foram mantidos e cuidados em condição de hiperglicemia por 60 
dias. No sexagésimo dia após, teve início o tratamento com a FBE, realizado em dias alternados e com 
duração total de 10 sessões. Ao final da última sessão de FBE, todos os animais foram eutanasiados e os 
tecidos nervo isquiático, gânglio da raiz dorsal, medula espinal e córtex anterior cingular coletados e 
armazenados para posteriores análises. 

 
Tabela 1. Parâmetros da FBE aplicada sobre a região do nervo isquiático.  

Parâmetros de irradiação  
Comprimento de onda 904 nanômetros (nm) 
Modo de operação  Pulsado 
Frequência  9500 Hz 
Duração do pulso em segundos  60 nano segundos  
Formato do raio luminoso   Circular 
Parâmetros do tratamento  
Circunferência do raio luminoso no alvo 0.13 cm2 

Duração do tempo de exposição  18 segundos (s) por ponto de aplicação  
Exposição radiante  6.23 J/cm2 

Energia radiante  0.81 J por ponto  
Área irradiada  1.17 cm2 

Energia radiante total  7.29 J por sessão; 72.9 J total do tratamento (10 sessões) 
 

4.4 Teste comportamental de von Frey eletrônico 
 

Para a análise de hiperalgesia por meio do limiar mecânico de retirada da pata, 

utilizamos o teste comportamental de von Frey. Foi utilizado uma ponteira de polipropileno 

adaptada a um transdutor de força manual com pressão crescente na superfície da face 

plantar das patas traseiras direita e esquerda dos ratos de todos os grupos. O equipamento 

converte automaticamente a pressão aplicada na superfície da pata em grama – força (g) 

uma vez que a pata é retirada. Os ratos foram colocados individualmente em caixas 

plásticas com piso de malha metálica e aclimatados por 30 min anterior a aplicação do 

teste. O teste de von Frey eletrônico foi aplicado em todos os grupos (Naive, STZ, 
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STZ+FBE) para medida basal (dia 0) e nos dias 15, 30 e 60 após a aplicação da 

estreptozotocina. Após os 60 dias decorridos da cronificação da neuropatia diabética, foi 

iniciado o tratamento com a FBE e, em dias alternados a FBE, o teste de von Frey foi 

reaplicado para a verificação da eficácia da FBE na reversão da dor. 

4.5 Cultura Celular - Células de Schwann linhagem RT4-D6P2T 

As células de Schwann de linhagem RT4-D6P2T originadas do ATCC e 

disponibilizadas pelo banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ) foram semeadas a uma 

densidade de 1x106 células em frasco de 75 cm2. As células foram semeadas em meio de 

cultura DMEN com concentração fisiológica e hiperglicêmica de glicose (5.5 e 55 mM) e 

mantidas da passagem zero (P0) a passagem P3 em estufa de CO2 a 37C. O meio foi 

renovado a cada 48 horas.   

4.6 Viabilidade celular por redução do MTT   

O ensaio de redução do brometo de 3-[4,5-Dimetil-2-il] -2,5-difenil-tetrazolium), 

conhecido como teste de viabilidade por redução do MTT, foi utilizado para a determinação 

da viabilidade celular das células de Schwann em meios fisiológico (5.5 mM) e 

hiperglicêmico (55.5 mM) referentes à concentração de glicose. O MTT e um sal o qual é 

convertido em formazam após clivagem do anel de tetrazólio por desidrogenases 

mitocondriais. O formazam foi então solubilizado com 200 uL de dimetil sulfóxido 

(DMSO), formando um composto colorido cuja densidade óptica foi medida em leitor de 

ELISA (540nm). A atividade mitocondrial (viabilidade celular) e diretamente proporcional 

à capacidade redutora do MTT e como consequente a produção do cromógeno.  

 As células de Schwann foram semeadas a uma densidade de 1x106 células por poco 

e incubadas sob as mesmas condições de cultivo, porém com as diferentes concentrações 

de glicose (5.5 e 55 mM). A seguir, o MTT (5mg/ML) foi adicionado ao poco com as 

referidas células, permanecendo em estufa a 37C por 3 horas. Após este período, observou-

se a redução do MTT, através de um precipitado colorido no fundo de cada poço. Esse 

precipitado foi então eluido com 200 uL de DMSO e imediatamente procedeu-se a leitura 

em leitor de ELISA.  Para a aplicação da terapia, utilizamos os mesmos parâmetros 

mencionados anteriormente, no entanto, foi realizado apenas uma sessão da terapia. As 

placas foram irradiadas com um único ponto por poço, durante 18segundos e  0.81 J- 

energia. 
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4.7 Respiração mitocondrial e fotobioestimulação    

Para as análises de como a hiperglicemia altera a funcionalidade mitocondrial, 1.6 

x 106 de células de Schwann (linhagem RT4-D6P2T) foram cultivadas em meio DEMEN 

com concentrações fisiológicas de glicose (5.5 mM) e incubadas nas câmaras do 

“Oroboros” a 370C e submetidas a duas adições de solução de glicose a 27.5 e 55 mM para 

a indução da hiperglicemia (Figura 6). Foi medida sob as referidas condições, a respiração 

de rotina (respiração acoplada a oxidação fosforilativa em condições fisiológicas de ATP) 

seguida da respiração “vazada” (obtida após inibição da porção Fo da ATP sintase com 

oligomicina A (Oly)) para determinar a fração da respiração que não está acoplada a 

produção de ATP. Após todas essas análises serem observadas e determinadas, foi 

adicionado Cianeto de carbonila para-trifluoro-metil fenil hidrazina (FCCP) as câmaras. 

FCCP é um potente protonóforo que desacopla a oxidação fosforilativa através da 

dissipação do potencial de membrana mitocondrial interno. A adição deste composto nos 

permite acessar a capacidade funcional da cadeia transportadora de elétrons. O consumo 

de oxigênio foi medido utilizando células de Schwann intactas em um oxígrafo de alta 

resolução (OROBOROS, Oxygraph-2k, Innsbruck, AU). O tratamento com a FBE foi 

realizado com os mesmos parâmetros, porém uma única aplicação (904nm, 18sec, 0.81 J) 

feita diretamente câmaras do oxígrafo de alta resolução “Oroboros”,  durante a mensuração 

mitocondrial. 

 

   

 

 

 
 

 

Figura 6. A. Aparelho emissor do laser de 940 nm utilizado para a irradiação das células de Schwann durante 
os ensaios de respiração mitocondrial em oxígrafo de alta resolução. Os mesmos parâmetros da FBE 
utilizados para os animais diabéticos foram utilizados para os ensaios de respiração celular. B. Oxígrafo de 
alta resolução “Oroboros”.  

 

 



 

 

36 

4.8 Coleta de tecidos: Nervo Isquiático, Gânglios da Raiz Dorsal (L4, L5, L6), 
Medula Espinal e Encéfalo para análise de expressão proteica por Western Blotting 

 Após a última sessão (10ª sessão) de FBE, os animais dos diferentes grupos foram 

sedados com anestésico inalatório, e a seguir, eutanasiados com o uso de guilhotina 

(decapitação) para a retirada a fresco do nervo isquiático e gânglios da raiz dorsal (L4, L5, 

L6). Adicionalmente, foram coletados segmento lombar da medula espinal e córtex anterior 

cingular a fim de observar um possível efeito do tratamento em locais “distante” da 

aplicação. Imediatamente após a retirada dos referidos tecidos, estes foram colocados em 

eppendorfs secos com identificação completa do tecido e submergidos em nitrogênio 

líquido, para posterior armazenamento em -80ºC.  

 Foi realizado uma incisão longitudinal na pele e tecido subcutâneo, iniciada 0,5cm 

lateral em relação à linha média do animal e prolongada por 3cm em direção à articulação 

tíbio-femoral. Imediatamente à incisão, foram afastados os músculos bíceps femoral e 

glúteo, permitindo a exposição do nervo isquiático desde sua origem (incisura isquiática) 

até seu ponto de bifurcação (nervo tibial e fibular). Após a observação e identificação do 

nervo isquiático, este foi secionado (2cm) entre seus pontos de origem/bifurcação e 

posteriormente armazenado conforme citado anteriormente. 

 Do mesmo animal foram retirados os gânglios da raiz dorsal (L4, L5, L6) – região 

lombar. Uma incisão com lâmina de bisturi foi realizada ao longo de toda linha média do 

animal, expondo toda musculatura e tecidos adjacentes à região dorsal. Os referidos tecidos 

foram removidos até a exposição distinta da coluna vertebral. Uma vez exposta, as 

vértebras da região lombar foram secionadas lateralmente e removidas, revelando a medula 

espinal e consequentemente os gânglios da raiz dorsal. Estes foram secionados entre as 

raízes dorsais e os feixes de fibras adjacentes e armazenados conforme descrito. Neste 

mesmo momento, após a coleta dos gânglios da raiz dorsal, o segmento lombar da medula 

espinal também foi coletado. 

 O crânio desses animais também passou por processo de dissecação com o objetivo 

de coletar seus respectivos encéfalos. Uma vez rebatidos os músculos da cabeça e pescoço, 

os ossos do crânio foram removidos e o encéfalo exposto. Este foi removido do crânio e 

seu lobo frontal dissecado para a coleta do córtex anterior cingulado.   
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4.9 Análise de expressão proteica – Western Blotting 

  Para a extração de proteína total do referido tecido foi utilizado um tampão de lise 

(90 mM KCl, 10 mM Hepes, 3 mM MgCl²+, 5 mM EDTA, glicerol 1%, 1 mM DTT, 0,04% 

SDS, 20 mM Aprotinina, 20 mM Pepstatina, 20 mM Leupepstatina, 40 µM PMSF, 100 

mM Ortovanadato). A concentração proteica total foi obtida pelo método de Bradford [89]. 

Em seguida, 40μg de proteína total foram submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilamida (gel de gradiente 4% e 20%) e transferidas para membrana de nitrocelulose 

(Bio-Rad). A referida membrana foi corada com solução Ponceau para avaliar se a 

concentração de proteínas é similar entre as amostras. Posteriormente a membrana foi 

incubada com os anticorpos primários descritos na tabela 2 em agitação constante a 4°C 

overnight. Após sua lavagem, com solução TBST (Trisma 1M, NaCl 5M, Tween20), a 

membrana foi incubada com os anticorpos secundários anti-rabbit (1:5000) conjugado à 

peroxidase por 45 minutos a temperatura ambiente. A membrana foi então lavada 

novamente com solução basal e em seguida submetida ao processo de revelação pelo 

detector de quimioluminescência (UviTec Gel Doc Systems). As bandas correspondentes 

à proteína de interesse foram quantificadas por densitometria utilizando o programa Image 

J, sendo os valores expressos em porcentagem. Beta actina e GAPDH foram utilizados para 

controle.  

Tabela 2 – Anticorpos primários para Western Blotting. 

Anticorpo Origem Diluição Peso molecular 
Anti-Beta Tubulina Abcam (ab6046) 1:5000 50KDa 

Anti-CB1 Abcam (ab3558) 1:500 60KDa 
Anti-CB2 Abcam (ab3561) 1:500 40KDa 
Anti-CML Abcam (ab27684) 1:500 10KDa 
Anti-Drp-1 Cell Signalling (8570) 1:500 80KDa 

Anti-GAPDH Abcam (ab9483) 1:5000 37KDa 
Anti-GFAP Sigma (3893) 1:1000 50KDa 

Anti-GAD65/67 Millipore (AB1511) 1:1000 65/67 KDa 
Anti-GLUR1 Millipore (AB1504) 1:1000 106KDa 

Anti-IL1β Abcam (ab2105) 1:500 31KDa 
Anti-IL6 Abcam (ab6672) 1:500 21KDa 
Anti-IL10 Abcam (ab9969) I:500 21KDa 

Anti-Mitofusina-2 Cell Signalling (9482) 1:500 80KDa 
Anti-MOR Santa Cruz (15310) 1:1000 50KDa 

Anti NFκB p65 Abcam (ab16502) 1:500 62KDa 
Anti-RAGE Abcam (ab3611) 1:500 42KDa 

Anti-TNF alfa Abcam (ab6671) 1:500 24KDa 
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4.10 Análise dos dados  

  Os dados foram representados como média ± e.p.m. e a análise estatística foi 

gerada utilizando o programa GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software Inc., CA, USA). 

A análise estatística foi realizada por meio de Análise de variância (ANOVA) com um e/ou 

dois fatores (grupos e tempo), associada ao teste de Bonferroni. Para comparar dois grupos 

independentes foi aplicado o teste t de Student ou teste não paramétrico de Mann-Whitney, 

caso a variável não apresente distribuição normal nos dois grupos. O índice de significância 

considerado foi de P < 0.05 [90].
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5. Resultados 

Os resultados apresentados a seguir foram obtidos no Laboratório de Neuroanatomia 

Funcional da Dor localizado no Departamento de Anatomia do Instituto de Ciências 

Biomédicas. 

 

5.1 Eficácia da indução do diabetes tipo 1 induzido por dose única de 
estreptozotocina (STZ) 

 

O protocolo de indução do diabetes tipo 1 por dose única de STZ mostrou-se eficaz 

para o desenvolvimento da hiperglicemia (Fig. 7. A). Todos os ratos dos grupos 

experimentais STZ e STZ+FBE tornaram-se diabéticos (hiperglicemia >250 mg/dL) 72 

horas após única administração de STZ (85 mg/kg) diluída em solução salina (0,9%) por 

via intraperitoneal (i.p). O grupo controle naive não apresentou alteração glicêmica. 

Ainda, não houve reversão do quadro hiperglicêmico ao longo de todo protocolo, índices 

hiperglicêmicos foram mantidos acima de 250 mg/dL para os animais diabéticos (Fig. 7. 

A). Outros sinais clínicos do diabetes foram observados ao longo do tempo, como, por 

exemplo, interrupção no ganho de peso (Fig. 7. B), além de poliuria, polifagia e 

polidipsia. 

 

 
Figura 7. A. Glicemia de rotina ao longo de todo período experimental. *p<0.0001 STZ, STZ+FEB 
comparados com o grupo controle naive. B. Peso corporal ao longo de todo período experimental 
*p<0.0001 STZ, STZ+FBE comparados com o grupo controle naive. A coluna em cinza representa o 
período de tratamento com a terapia de fotobioestimulação (FBE). 
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5.2 Efeitos da estreptozotocina sobre o teste de tolerância à glicose intraperitoneal 
 

Como descrito anteriormente, o protocolo de indução do diabetes tipo 1 por dose 

única de STZ mostrou-se eficaz para o desenvolvimento da hiperglicemia. 

Adicionalmente, realizamos o teste de tolerância a glicose intraperitoneal (ipGTT) como 

ferramenta indispensável para a comprovação do desenvolvimento do diabetes tipo 1 

neste trabalho. O teste (ipGTT) foi realizado no sexagésimo (60o) dia após a indução do 

diabetes e anteriormente ao início do tratamento com a FBE. Observamos que os ratos 

diabéticos (STZ e STZ+FBE) não foram capazes de regular os níveis glicêmicos ao longo 

das 2 horas do teste (Fig. 8) quando comparados com os ratos do grupo controle naive. O 

resultado observado indica inadequada produção de insulina pelo pâncreas desses ratos, 

resultando assim na ineficácia desses ratos em regular seus níveis glicêmicos.  

 
 

 
 

 

 
 

 
Figura 8. Teste de tolerância a glicose intraperitoneal. *p<0.0001 comparados os grupos controle (Naive e 
Salina) com os grupos diabéticos STZ e STZ+FBE. Os ratos diabéticos são incapazes de regular os níveis 
hiperglicêmicos ao longo das 2 horas do teste. Evidenciando a produção insuficiente de insulina pelo 
pâncreas desses animais.  
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5.3 Efeitos da fotobioestimulação sobre o limiar e intensidade de dor em ratos 
diabéticos hiperalgésicos 

 
O uso da fotobioestimulação foi capaz de reverter o limiar de dor assim como diminuir 

a sua intensidade (Fig. 9. A). Os ratos diabéticos (STZ) não tratados com a FBE 

apresentaram diminuição significativa do limiar de dor e aumento de sua intensidade 

quando comparados com os grupos controles (*p<0.005, Naive e Salina). Por outro lado, 

os ratos diabéticos do grupo tratado com a FBE (STZ+FBE) apresentaram reversão do 

quadro de dor (Fig. 9. A. &p<0.005) assim como diminuição de sua intensidade a partir 

do 2o dia de tratamento com a FBE quando comparados com o grupo STZ (Fig. 9. B 

&p<0.005). A figura 9. A e B evidencia os efeitos analgésicos da FBE nos ratos 

diabéticos. 

 

Figura. 9. A. Limiar de retirada da pata pelo estímulo de filamento de von Frey eletrônico.  *p<0.005 STZ, 
STZ+FEB comparado com o controle Naive após 15 dias decorridos da aplicação da STZ. &<p0.005 
STZ+FBE comparados com STZ. B. Intensidade de dor. *p<0.005 STZ, STZ+FBE comparado com o 
controle Naive. &<p0.0005 STZ+FBE comparado com STZ. A coluna em cinza representa o período de 
tratamento com a terapia de fotobioestimulação (FBE). 
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Os resultados apresentados a seguir foram obtidos do sistema nervoso periférico: 
nervo isquiático 

5.4 Efeitos da fotobioestimulação sobre proteínas envolvidas nos processos pró-
inflamatórios no nervo isquiático de ratos diabéticos hiperalgésicos   

 
Com base nos resultados da fotobioestimulação sobre a reversão do quadro de dor, 

analisamos por meio da técnica de Western Blot, o provável envolvimento da 

fotobioestimulação sobre a modulação de proteínas que participam ativamente dos 

processos pró-inflamatórios. Representado na Fig. 10, podemos observar um aumento da 

expressão do produto de glicação avançada carboximetilisina (CML), produtos finais de 

glicação avançada (RAGE) e o fator de transcrição nuclear kappa B (NFkB) no grupo 

diabético (STZ). Por outro lado, após o tratamento com a terapia, observamos uma 

diminuição da expressão em todas as proteínas analisadas. Observamos que a FBE (STZ 

+ FBE) diminuiu a expressão de CML (Fig. 10. A, ***p<0.001); RAGE (Fig. 10. B, 

***p<0.001) e NFkB (Fig. 10. C, **p<0.0001) no nervo isquiático de ratos diabéticos 

quando comparado com o grupo sem tratamento (STZ). 

 

 
Figura 10. Efeitos da fotobioestimulação sobre proteínas envolvidas nos processos pró-inflamatórios no 
nervo isquiático. A. Carboximetil lisina (CML) ***p<0.001 STZ+FBE comparado com STZ. B. Receptor 
para os produtos finais de glicação avançada (RAGE). ***P<0.001 STZ+FBE comparado com STZ. C. 
Fator de transcrição nuclear Kappa B p65. **p<0.0001 STZ+FBE comparado com STZ.  
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5.5 Efeitos da fotobioestimulação sobre citocinas pró e anti-inflamatórias no nervo 
isquiático de ratos diabéticos hiperalgésicos   

 

Com base nos resultados apresentados anteriormente, analisamos ainda os efeitos da 

FBE sobre as citocinas pró e anti-inflamatórias (TNF-alfa, IL-6, IL1-Beta e IL-10) no 

nervo isquiáticos dos diferentes grupos. Observamos um aumento estatístico na densidade 

óptica do TNF-alfa no grupo diabético (STZ) comparado com o grupo controle naive 

(Fig. 11. A, *p<0.001). No entanto, após o tratamento, não foi possível observar alteração 

estatística entre os grupos diabéticos (STZ) e o grupo diabético fotobioestimulado 

(STZ+FBE) (Fig. 11. A).  Com relação a expressão da citocina IL-6 não observamos 

diferença estatística entre os grupos analisados (Fig. 11. B). Resultado similar ao TNF-

alfa foi observado para a citocina IL1-Beta (Fig. 11. C). Não houve diferença estatística 

entre os grupos STZ e STZ+FBE, porém houve aumento significativo na densidade óptica 

dessa citocina no grupo diabético (STZ) em comparação com o grupo controle naive (Fig. 

11. C, ***p<0.005). Por outro lado, quando avaliamos a expressão da interleucina anti-

inflamatória IL-10, observamos que o tratamento com a fotobioestimulação foi capaz de 

aumentar a expressão dessa citocina no grupo STZ+FBE comparado com o grupo STZ 

(Fig. 11. D, **p<0.001), chegando a níveis basais. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Efeitos da fotobioestimulação sobre citocinas pró e anti-inflamatórios no nervo isquiático. A. 
TNF-alfa, *p<0.001 STZ comparado com o grupo controle naive. B. IL-6, não houve diferença estatística 
entre os grupos analisados. C. IL-1 Beta, ***p<0.005 STZ comprado com o grupo controle naive. D. IL-
10, **p<0.001 STZ+FBE comparado com o grupo diabético (STZ).  
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5.6 Efeitos da fotobioestimulação sobre a dinâmica mitocondrial no nervo 
isquiático de ratos diabéticos hiperalgésicos 

 
Como mencionado nos capítulos introdutórios, um dos objetivos do presente estudo, 

foi a avalição da FBE sobre a dinâmica mitocondrial. A FBE foi capaz de modular os 

processos de fissão e fusão mitocondrial no nervo isquiático dos ratos diabéticos 

(STZ+FBE). A Figura 12. A e B destaca as proteínas mitocondriais DRP-1 (fissão) e 

MFN-2 (fusão), respectivamente. Observamos que a FBE pode estar protegendo as fibras 

nervosas periféricas dos processos de fissão mitocondrial (Fig. 12. A, **p<0.001 

STZ+FBE comparado com STZ) e paralelamente aumentando os processos de fusão 

mitocondrial nessas mesmas fibras nos ratos diabéticos (Fig. 12. B, *p<0.001 STZ+FBE 

comparado com STZ). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Efeitos da fotobioestimulação sobre os processos de fissão e fusão mitocondrial no nervo 
isquiático. A. DRP-1 (fissão) **p<0.001 STZ+FBE comparado com STZ. B. MFN-2 (fusão) *p<0.001 
STZ+FBE comparado com STZ.  
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Os resultados apresentados a seguir foram obtidos do sistema nervoso periférico: 
gânglio da raiz dorsal 

5.7 Efeitos da fotobioestimulação sobre proteínas envolvidas nos processos pró-
inflamatórios no gânglio da raiz dorsal de ratos diabéticos hiperalgésicos 

 

Diferentemente do resultado observado no nervo isquiático para o produto final de 

glicação avançada carboximetilisina (CML), não foi observado diferença estatística entre 

os grupos analisados para essa proteína no GRD (Fig. 13. A). Porém, foram observados 

resultados similares aqueles do nervo isquiático, para o receptor RAGE e o fator de 

transcrição nuclear kappa B (NFkB) no gânglio da raiz dorsal. A FBE diminuiu 

estatisticamente a densidade óptica do receptor RAGE no GRD de ratos diabéticos (Fig. 

13. B, ****p<0.0001 STZ+FBE comparado com STZ). Neste mesmo tecido, a FBE 

também modulou o fator de transcrição nuclear kappa B (Fig. 13. C, ***p<0.005 

STZ+FBE comparado com STZ).   

 

 
Figura 13. Efeitos da fotobioestimulação sobre proteínas envolvidas nos processos pró e anti-inflamatórios 
no gânglio da raiz dorsal. A. Carboximetil lisina (CML). Não houve diferença estatística entre os grupos 
analisados. B. Receptor para os produtos de glicação avançado RAGE. ****p<0.0001 STZ+FBE 
comparado com STZ. C. Fator de transcrição nuclear Kappa B (NFkB). ***p<0.005 STZ+FBE comparado 
com STZ. 
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5.8 Efeitos da fotobioestimulação sobre citocinas pró e anti-inflamatórias no 
gânglio da raiz dorsal de ratos diabéticos hiperalgésicos 

 
Resultados opostos àqueles mostrados no nervo isquiático foram observados para o 

GRD em relação as citocinas pro-inflamatórias. A FBE diminui estatisticamente a 

expressão da citocina TNF-alfa no GRD dos ratos diabéticos (Fig. 14. A, ***p<0.001 

STZ+FBE comparado com STZ). Em contrapartida, não foi observado diferença 

estatística para a interleucina IL-6 entre os grupos avaliados (Fig. 14. B). A FBE também 

diminuiu estatisticamente a densidade óptica da interleucina IL-1beta no GRD dos ratos 

diabéticos (Fig. 14. C, ***p<0.005 STZ+FBE comparado com STZ). Foi observado 

ainda, de modo similar ao apresentado para o nervo isquiático, que a FBE aumentou os 

níveis da interleucina anti-inflamatória IL-10 no GRD dos ratos diabéticos (Fig. 14. D, 

****p<0.0001 STZ+FBE comparado com STZ). 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

 
Figura 14. Efeitos da fotobioestimulação sobre as citocinas pró e anti-inflamatórios. A. TNF-alfa, 
***p<0.001 STZ+FBE comparado com STZ. B. IL-6, não foi observado diferença estatística para os grupos 
analisados. C. IL-1 Beta, ***p<0.005 STZ+FBE comparado com STZ. D. Il-10, ****p<0.0001 STZ+FBE 
comparado com STZ.  
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5.9 Efeitos da fotobioestimulação sobre a dinâmica mitocondrial no gânglio da raiz 
dorsal de ratos diabéticos hiperalgésicos  

 
A FBE foi também capaz de modular os processos de fissão e fusão mitocondrial no 

GRD dos ratos diabéticos (STZ+FBE) conforme observado para o nervo isquiático. A 

Figura 15. A e B destaca as proteínas mitocondriais DRP-1 (fissão) e MFN-2 (fusão). Foi 

observado que a FBE pode estar de alguma maneira protegendo os corpos celulares das 

fibras periféricas do processo de fissão mitocondrial (Fig. 15. A, ****p<0.0001 

STZ+FBE comparado com STZ). Em contrapartida, a FBE aumentou os níveis da 

proteína de fusão mitocondrial mitofusina-2 (MFN-2) no GRD dos ratos diabéticos (Fig. 

15. B, ****p<0.0001 STZ+FBE comparado com STZ).  

 

 

Figura 15. Efeitos da fotobioestimulação sobre as proteínas de fissão e fusão mitocondrial. A, proteína 
DRP-1 (fissão mitocondrial), ****p<0.0001 STZ+FBE comparado com STZ.  B, proteína MFN-2 (fusão 
mitocondrial), ****p<0.0001 STZ+FBE comparado com STZ. 
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5.10  Ensaios de viabilidade celular por redução do MTT – Células de Schwann 
(Linhagem RT4-D6P2T)  

 
O ensaio de viabilidade celular por redução do MTT indicou que a FBE aumentou a 

viabilidade das células de Schwann cultivadas em meio fisiológico de concentração de 

glicose (Fig. 16, ****p<0.0001 5.5 mM + FBE comparado com 5.5 mM). De modo 

interessante, a concentração hiperglicêmica do meio de cultura (55 mM) não foi tóxica 

para a linhagem das células de Schwann estudadas.    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Ensaio de viabilidade celular por redução do MTT. ****p<0.0001 5.5 mM + FBE comparado 
com 5.5 mM. Não houve diferença estatística para a concentração hiperglicêmica (55mm) para as células 
tratadas e não tratada com a FBE.  
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5.11 Efeitos da fotobioestimulação sobre o metabolismo mitocondrial das células 
de Schwann  

 
Em relação aos ensaios de respiração celular, foi observado que o meio 

hiperglicêmico (55 mM) afeta de maneira rigorosamente negativa a produção de ATP 

mitocondrial (Fig. 17). Em contrapartida, a aplicação da FBE sobre as células de Schwann 

em meio hiperglicêmico, recupera de maneira parcial e similar a concentração fisiológica 

de glicose (5.5 mM) a produção de ATP mitocondrial. Esse resultado sugere que a FBE 

reverte a produção ineficaz de ATP nas células de Schwann hiperglicêmicas.    

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 17. Efeitos da fotobioestimulação sobre a respiração mitocondrial. A FBE reverte a produção 
ineficaz de ATP nas células de Schwann em meio hiperglicêmico. Os mesmos parâmetros da FBE utilizados 
para o tratamento dos animais diabéticos foram utilizados para a irradiação das células de Schwann nas 
câmaras do oxígrafo de alta resolução “Oroboros”. Durante os ensaios de respiração celular, foram 
utilizados duas aplicações da FBE, mostrada no gráfico como 904 nm.     
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Os resultados apresentados a seguir foram obtidos do sistema nervoso central: 
medula espinal e córtex anterior cingulado 

Adicionalmente aos estudos da FBE sobre a NDP, verificamos também os possíveis 

efeitos da FBE em áreas remotas a sua aplicação de origem (nervo isquiático). Para tanto, 

coletamos o segmento lombar da medula espinal e córtex anterior cingulado de todos os 

grupos experimentais. No segmento lombar da medula espinal foi analisado o sistema 

endocanabionóide, representado pelos receptores CB1 e CB2.  Para o córtex anterior 

cingulado, foi verificado as proteínas GAD65/67, GLUR1, GFAP e o receptor opioide 

tipo µ (MOR).   

 

5.12 Efeitos da fotobioestimulação sobre os receptores endocanabinóide CB1 e CB2 

na medula espinal de ratos diabéticos hiperalgésicos 
 

Nossos resultados mostraram que a FBE aumentou os níveis do receptor CB1 (Fig. 18 

A) no segmento lombar de ratos diabéticos (Fig. 18. A, *p<0.005 STZ+FBE comparado 

com STZ). Em contrapartida, não houve diferença estatística para o receptor CB2 nos 

grupos avaliados (Fig. 18. B).  

 

 Figura 18. Efeitos da fotobioestimulação sobre o sistema endocanabinóide na medula espinal (segmento 
lombar) de ratos diabéticos hiperalgésicos. A *p<0.005 STZ+FBE comparado com STZ. B Não houve 
diferença estatística entre os grupos observados para o receptor endocanabinóide CB2. 
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5.13 Efeitos da fotobioestimulação sobre o córtex anterior cingulado de ratos 
diabéticos hiperalgésicos 

 
Não houve diferença estatística para a proteína GAD65/67 (presente em neurônios 

inibitórios) entre os grupos diabéticos e diabéticos fotobioestimulados. Porém, ambos os 

grupos (STZ e STZ+FBE) apresentaram diminuição significativa para o GAD65/67 em 

comparação com o grupo controle naive (Fig. 19. A, ****p<0.001 STZ+FBE comparado 

com Naive). Em contrapartida, a FBE diminuiu a expressão do receptor excitatório 

GLUR1 no ACC dos ratos diabéticos (Fig. 19. B, ****p<0.005 STZ+FBE comparado 

com STZ). Quando avaliamos a expressão de células gliais, aqui representado pela 

proteína GFAP (marcador de astrócitos), observamos aumento na expressão dessa 

proteína em ratos diabéticos (STZ) (Fig. 19 C). Por outro lado, a FBE reduziu de maneira 

significativa os níveis da proteína marcadora de astrócitos (GFAP) nos ratos diabéticos 

(Fig. 19. C, ****p<0.0001 STZ+FBE comparado com STZ). O inverso foi observado 

quando avaliamos o receptor opioide tipo µ (MOR).  A FBE aumentou os níveis do 

receptor opioide MOR nos ratos diabéticos (Fig. 19 D **p<0.005 STZ+FBE comparado 

com STZ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 19. Efeitos da fotobioestimulação sobre o córtex anterior cingular. A. GAD65/67, ****p<0.001 
STZ+FBE comparado com Naive. B. GLUR1, ***p<0.005 STZ+FBE comparado com STZ. C. GFAP, 
****p<0.0001 STZ+FBE comparado com STZ. D. MOR, (**p<0.005 STZ+FBE comparado com STZ. 
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6. Discussão  

A proposta deste estudo mostrou alguns dos promissores efeitos da FBE sobre a 

ND em modelo animal de diabetes mellitus tipo 1 induzido por STZ. Os efeitos benéficos 

da FBE apresentados aqui corroboram a literatura atual, a qual evidencia o uso da FBE 

em diversas doenças como ferramenta terapêutica para o tratamento do componente 

inflamatório [91-93] tanto quanto o seu uso com a finalidade de modulação mitocondrial 

[94-96]. 

Foi padronizado com sucesso o uso da STZ como modelo eficaz para o 

desenvolvimento da hiperglicemia crônica em ratos. A literatura indica para o 

desenvolvimento do diabetes o uso de múltiplas e baixas doses de estreptozotocina [97, 

98] porém, durante estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa, observamos 

que das 4 concentrações diferentes de STZ utilizadas  (50mg/kg – 65mg/kg – 75mg/kg – 

85mg/kg), a única que se mostrou eficaz para responder os nossos objetivos foi a 

concentração de 85mg/kg. Esta dose foi capaz de alterar de maneira expressiva e contínua 

os níveis glicêmicos de ratos logo após 72 horas de sua administração por via i.p. Os 

animais submetidos à indução do diabetes mellitus apresentaram características essenciais 

do quadro das complicações crônicas do modelo experimental ao longo do período 

experimental (80 dias totais). Estes apresentaram relevante perda de massa corporal, sede 

e urina em excesso (polidipsia e poliúria), quadro severo de desidratação e debilidade, 

além do desenvolvimento de catarata em ambos os olhos no período mais tardio da 

doença, aproximadamente 60 dias após a aplicação da estreptozotocina. 

O tempo de escolha para o início do tratamento com a FBE também está de acordo 

com estudos prévios desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa [99]. Fizemos a análise 

temporal – 30, 60, 90 e 120 dias – de ratos em condição de hiperglicemia e observamos 

que a ND (periférica) estava instalada a partir do sexagésimo dia (60º dia), tempo no qual 

foi observado expressivo dano as fibras nervosas periféricas, caracterizado por 

significativo processo degenerativo observado por microscopia eletrônica de transmissão 

(MET). Adicionalmente ao processo degenerativo, os animais diabéticos apresentaram 

relevante quadro nociceptivo caracterizado por alodínia e hiperalgesia mecânica, “dor” 

em reposta à estímulos não nocivos. Condição esta característica da neuropatia diabética 

periférica [100]. 
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Cabe ressaltar que o objetivo do trabalho foi observar se a terapia com a FBE seria 

capaz de interferir em características como: processo degenerativo; nocicepção (dor), 

ambos em condição de hiperglicemia e sem o uso de insulina. A finalidade de análise foi 

observar a participação da FBE como agente anti-inflamatório e indutor de regeneração 

das fibras nervosas periféricas assim como ferramenta para a reversão do quadro 

nociceptivo em modelo animal de diabetes. Descartando desta forma o uso de insulina.  

Uma vez observado em estudos prévios que a FBE foi capaz de reverter o quadro 

nociceptivo e ainda de induzir de maneira expressiva a regeneração de fibras nervosas 

periféricas na ND (periférica) em modelo animal de diabetes mellitus tipo 1 induzido por 

STZ [88], os objetivos aqui foram o de avaliar se esta mesma terapia poderia ser 

ferramenta útil na modulação de proteínas relacionadas ao processo inflamatório – CML, 

RAGE, NFκB – assim como na modulação de citocinas com atividade pró e anti-

inflamatórias (TNF-α, IL-6, IL1-β / IL-10) respectivamente.  

Outro ponto de relevante, foi a análise da dinâmica mitocondrial em condição de 

hiperglicemia e ainda a observação da terapia proposta como agente modulador das 

proteínas relacionadas à dinâmica mitocondrial – DRP-1 / MFN-2, ponto de grande 

interesse na literatura atual sobre o diabetes e suas complicações [61]. Estudos recentes 

têm apontado a dinâmica mitocondrial como alvo de investigação para a geração das 

complicações crônicas decorrentes da hiperglicemia e ainda como alvo terapêutico para 

a reversão ou inibição das complicações anteriormente citadas [44, 101].    

 Os resultados aqui obtidos mostraram o efetivo envolvimento do modelo de 

diabetes mellitus tipo 1 por STZ em induzir de forma expressiva a glicação de proteínas 

nas fibras nervosas periféricas dos animais diabéticos. O processo de glicação das fibras 

nervosas periféricas nos ratos diabéticos foi nitidamente constatado pelo aumento 

expressivo da densidade óptica do produto de glicação avançada carboximetil lisina 

(CML) no nervo isquiático dos referidos animais. Por outro lado, não foi observado aqui 

diferença significativa deste mesmo fator (CML) no gânglio da raiz dorsal. 

 No que se refere aos receptores dos produtos finais de glicação avançada (RAGE), 

foi apresentado relevante expressão proteica do referido receptor no nervo isquiático dos 

animais diabéticos. Por outro lado, a FBE diminuiu estatisticamente a expressão proteica 

deste receptor nos animais submetidos ao protocolo de tratamento proposto. De modo 

interessante, apesar de não ter sido observado diferença nos níveis de CML no DRG, 

observou –se aqui que a FBE modulou os receptores RAGE no gânglio da raiz dorsal 

(DRG) no grupo diabético tratado (STZ+FBE). 
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 Já em relação ao fator de transcrição nuclear NFκB, responsável pela geração do 

processo inflamatório juntamente com envolvimento da carboximetil lisina (CML) e de 

seu receptor RAGE, foi apresentado aqui que a FBE modulou de forma significativa as 

referidas proteínas. No que se refere as citocinas pró-inflamatórias, o modelo de 

neuropatia diabética periférica em estudo mostrou elevado aumento do fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α), assim como expressivo aumento dos níveis da citocina pró-

inflamatória IL-6 no nervo isquiático dos animais do grupo diabético. Em contrapartida, 

a FBE não revelou efeito modulatório sobre as citocinas citadas. Por outro lado, a FBE 

modulou de forma expressiva os níveis da citocina anti-inflamatória IL-10 no nervo 

isquiático e no GRD dos animais do grupo diabético submetidos ao tratamento 

(STZ+FEB).    

 Em paralelo a toda essa cascata de dano acometida ao sistema nervoso em situação 

de hiperglicemia, outro fator tem ganhado destaque no que se refere ao diabetes e suas 

complicações crônicas. As mitocôndrias estão no centro do metabolismo energético 

celular e são as organelas celulares que regulam a vida e a morte das células que as 

acolhem [61]. O aspecto morfológico celular das mitocôndrias, especialmente a dinâmica 

mitocondrial, desperta a atenção através de implicações em diversas doenças humana, 

incluindo distúrbios neurológicos e doenças metabólicas [61].  

 Ainda, foi demonstrado que a fotobioestimulação também foi capaz de atuar no 

processo de dinâmica mitocondrial através da modulação de proteínas chaves para o 

processo de fissão e fusão mitocondrial. Os resultados aqui apresentados indicaram que 

o tratamento proposto reverteu de modo expressivo a fissão mitocondrial no nervo 

periférico dos ratos diabéticos submetidos a fotobioestimulação observado pela 

diminuição dos níveis proteicos da DRP-1. Por outro lado, a fotobioestimulação elevou 

significativamente os níveis de MFN-2 no sistema nervoso periférico dos ratos 

submetidos ao tratamento. 

 Atualmente, estudos tem demonstrado efeito “remoto” da FBE, ou seja, alguns 

grupos de pesquisa demonstram um possível efeito dessa terapia em locais longe de sua 

aplicação de origem [102].  Com esse intuito, tanto a porção lombar da medula espinal e 

o córtex cingulado anterior foi coletado. No presente trabalho demonstramos o 

envolvimento da FBE na modulação do receptor endocanabinóide CB1 na medula espinal 

dos ratos diabéticos. É sabido que os receptores endocanabinóide são componentes 

essenciais para a regulação da dor em todas as suas etapas de processamento, incluído o 

processamento da dor por neuropatia diabética [103].  Aqui corroboramos a literatura 
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apresentando os efeitos da FBE sobre o receptor endocanabinóide CB1 [104].  Mostramos 

que a FBE reverte o quadro de dor dos ratos diabéticos assim como diminui sua 

intensidade. Tais  efeitos podem estar relacionados com o aumento da densidade do 

receptor CB1 na medula espinal destes ratos. 

     Ainda em realação aos efeitos remotos da FBE, mostramos que houve 

significativo envolvimento da FBE na modulação de proteínas presentes em neurônios 

e/ou células glias (não especificado no presente estudo) no córtex anterior cingulado dos 

ratos diabéticos. O córtex anterior cingulado tem participação ativa no processamento e 

modulcao de dor crômica, inclusive na dor de origem diabética [105].  A FBE aumentou 

no ACC de ratos diabéticos hiperalgésicos, o receptor opioide do tipo µ (MOR), assim 

como, reduziu a hiper-reatividade de astrócitos neste mesmo tecido.   

 Uma vez exposto uma sucessão de fatores que cooperam mutuamente para a 

geração dos danos que acometem o sistema nervoso no diabetes mellitus, deve-se ressaltar 

a inexistência de uma forma terapêutica que impossibilite o surgimento das complicações 

crônicas que afetam a vida cotidiana dos indivíduos portadores do diabetes. Salvo o uso 

da insulina que apenas retarda a aparecimento de tais complicações, não há descrito na 

literatura nenhuma forma de terapia que seja eficaz para impedir ou reverter os danos 

decorrentes do metabolismo totalmente desregulado em meio hiperglicêmico.  

 A presente proposta de estudo mostrou resultados similares aos encontrados na 

literatura, reforçando a ideia de que a FBE pode ser sem dúvida uma nova forma 

terapêutica a ser utilizada de maneira favorável no que se refere ao tratamento da NDP. 

Diante do que foi exposto podemos nos referir a FBE como uma ferramenta coadjuvante 

eficaz para o tratamento da NDP. A fotobioestimulação pode oferecer aqueles que sofrem 

com o diabetes uma melhor qualidade de vida. 
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7. Conclusão  

 Foi apresentado ao longo do desenvolvimento do presente projeto de pesquisa, 

os efeitos promissores da FBE sobre o sistema nervoso periférico e central em modelo 

animal de NDP induzida por estreptozotocina. A FBE foi capaz de atuar de maneira eficaz 

na reversão de dor neuropática crônica apresentado pelos animais diabéticos e atuou de 

maneira expressiva na modulação de proteínas envolvidas nos processos pró e anti-

inflamatórios. Apresentamos ainda, sua participação na melhora da respiração 

mitocondrial em cultura celular de células de Schwann. Para além dos seus efeitos 

benéficos no local de aplicação, observamos também que a FBE foi capaz de atingir por 

meios não elucidados, áreas distantes do seu local de aplicação.  

 Baseado no trabalho apresentado, podemos sugerir e afirmar, que a 

fotobioestimulação pode ser, seguramente, uma ferramenta promissora e indispensável 

para o tratamento da neuropatia diabética periférica.      
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9. Trajetória no Departamento de Anatomia, Instituto de Ciências Biomédicas. 
Universidade de São Paulo.  

 
Eu apresento aqui, com imensurável felicidade, um breve resumo da minha história no 
Departamento de Anatomia num período de 10 anos! 

 
Ingressei na graduação (Ciências Biológicas, bacharelado e licenciatura) na 

Universidade Paulista (UNIP) em fevereiro de 2012. No mesmo ano, mês de julho, 

ingressei no laboratório da Profa. Dra. Marucia Chacur (Departamento de Anatomia, do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo. ICB-USP) como aluno 

de Iniciação Cientifica (IC). Em 2013, fui contemplado com minha primeira bolsa 

FAPESP (nível IC), e essa foi só o começo de muitas e muitas outras! Desenvolvi por 5 

felizes anos ao longo da minha graduação os estágios de IC sob a orientação da Profa. 

Marucia. Em 2014, fui contemplado com bolsa BEPE-FAPESP (categoria IC) para 

estágio no exterio durante a gradução. Este estágio foi desenvolvido na universidade de 

Oxford, Reino Unido sob a orientação da Profa Dra Annina Schmid. Em 2017 logo após 

concluir meus estudos de graduação, ingressei de imediato no Programa de Pós-

graduação em Ciências Morfofuncionais (ICB-USP), hoje Biologia de Sistemas.  

Do período de 2017 a 2018 contemplado com bolsa FAPESP, desenvolvi meus 

estudos de mestrado ainda sob a orientação da Profa. Marucia. Durante este período, 

participei ativamente das reuniões da pós-graduação e através de votação, fui selecionado 

por 2 anos, representante discente dos alunos do departamento de anatomia. Junto com a 

Profa. Dra. Maria Inês, participei dos programas de cultura e extensão (modalidade 

neurociências) com a produção de vídeos e textos sobre meu projeto de pesquisa.  

Princípio de 2019, logo após conclusão do mestrado e contemplado com bolsa 

FAPESP, iniciei meus estudos de doutorado ainda sob a orientação da Profa. Marucia. 

Ao longo dos estudos de doutorado, tive a grande felicidade de ter mais duas experiências 

de estagio de pesquisa no exterior. A primeira, desenvolvida na Universidade de Virginia, 

esta com financiamento internacional. E a segunda, desenvolvida com o financiamento 

da FAPESP (BEPE, categoria doutorado), na Universidade do Colorado, ambas as 

experiências desenvolvidas nos Estados Unidos da América. Ao longo do 

desenvolvimento do meu projeto de pesquisa (doutorado) aqui no depatamento, participei 

da organização e produção de algumas Jornadas de Anatomia (evento nacional, ofertado 

pelo departamento de anatomia). Fui vice coordenador geral, coordenador geral e ainda 
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coordenador pedagógico desse evento de extraordinária importância para os estudos de 

anatomia humana. Adicionalmente, participei como coordenador (organização) geral de 

alguns Simpósios ofertados pelo departamento de Anatomia. Ainda, fui avaliador de 

trabalhos científicos apresentados por alunos de IC e Mestrado dentro dos referidos 

simpósios. Além da organização dos simpósios, recebi menção honrosa nas categorias IC 

e Doutorado pelos posters que apresentei. Junto com a Profa. Marucia e equipe, participei 

da organização do SIBBAS (Semana de Inovações Biológicas e Biotecnológicas 

Aplicadas a Saúde).  

Tive a grande honra de ter sido selecionado pela Profa. Dra. Patrícia Castelucci 

para compor o grupo daqueles seletos alunos do departamento de anatomia, na 

organização das aulas práticas de anatomia assim como auxiliar os professores nas aulas 

teóricas do curso de especialização em anatomia humana e comparada, curso este, 

ofertado pelo departamento de anatomia junto com a escola de veterinária e zootecnia da 

USP. Após a conclusão do curso de especialização, fui contemplado com o título de 

especialista em anatomia humana e comparada.  

Com relação aos estudos teóricos e práticos de anatomia humana, participei de 

inúmeros PAE (Programa de Aperfeiçoamento de Ensino). Auxiliei com a organização 

das aulas práticas de anatomia humana os Professores (as) Marucia Chacur, Maria Luiza, 

Maria Inês, Júlio Ferreira, Katiucia Batista e Cecilia Gouveia. Adicionalmente, organizei 

e liderei plantões de dúvidas com as aulas teóricas de anatomia humana. E muito mais ... 

 

MUITO GRATO! 
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10. Artigos publicados ao longo da pós-graduação  
 

Relação por ordem crescente dos anos, dos artigos publicados (em anexo) ao longo de 
todo o período da pós-graduação.   
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• 2018 Non-Pharmacological treatment afftects neuropeptide expression in 
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Epub 2018 Feb 26. PMID: 29496478 
 

• 2021 Effect of photobiomodulation on mitochondrial dynamics in peripheral 
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Photobiostimulation reverses allodynia and peripheral nerve
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Abstract For better evaluation of the efficacy of low-level
laser therapy in treating painful diabetic neuropathy and in
protecting nerve fiber damage, we conducted a study with
type 1 diabetic rats induced by streptozotocin. It is well known
that diabetic peripheral neuropathy is the leading cause of pain
in those individuals who suffer from diabetes. Despite the
efficacy of insulin in controlling glucose level in blood, there
is no effective treatment to prevent or reverse neuropathic
damage for total pain relief.Male Wistar rats were divided into
saline, vehicle, and treatment groups. A single intraperitoneal
(i.p.) injection of streptozotocin (STZ) (85 mg/kg) was admin-
istered for the induction of diabetes. The von Frey filaments
were used to assess nociceptive thresholds (allodynia).
Behavioral measurements were accessed 14, 28, 48, and
56 days after STZ administration. Rats were irradiated with
GaAs Laser (Gallium Arsenide, Laserpulse, Ibramed Brazil)

emitting a wavelength of 904 nm, an output power of 45
mWpk, beam spot size at target 0.13 cm2, a frequency of
9500 Hz, a pulse time 60 ns, and an energy density of
6,23 J/cm2.The application of four sessions of low-level laser
therapy was sufficient to reverse allodynia and protect periph-
eral nerve damage in diabetic rats.The results of this study
indicate that low-level laser therapy is feasible to treat painful
diabetic condition in rats using this protocol. Although its
efficacy in reversing painful stimuli and protecting nerve fi-
bers from damage was demonstrated, this treatment protocol
must be further evaluated in biochemical levels to confirm its
biological effects.

Keywords Diabetesmellitus . Sciatic nerve . Nociception .

Myelin sheath . Rat . Streptozotocin

Abbreviations
i.p. Intraperitoneal
STZ Streptozotocin

Introduction

Diabetes is a chronic condition that occurs when the body
cannot produce or use enough insulin, and it is diagnosed by
increased levels of glucose in the blood. Insulin is a hormone
produced by β cells in the pancreas; it is required to transport
glucose from the bloodstream into the cells where it is used as
energy. The lack or ineffectiveness of insulin in a person with
diabetes results in high glucose concentration in the blood.
Over time, the resulting high levels of glucose in the blood
(hyperglycemia) cause damage to several tissues in the body,
especially in the nervous system, leading to the development
of disabilities and life-threatening health complications [1].
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Diabetic peripheral neuropathy (DPN) is a group of hetero-
geneous disorders caused by neuronal dysfunction, and it af-
fects approximately 50% of patients with diabetes mellitus.
These disorders show different clinical courses, distributions,
fiber involvement (large and small), and pathophysiologies
[2]. DPN is thought to occur as a result of two situations: (1)
Hyperglycemia-induced damage to nerve cells; (2) Neuronal
ischemia caused by the decrease in neurovascular flow due to
hyperglycemia [3]. Both axonal loss and sensory nerve fiber
dysfunction [4] occur in diabetes mellitus but the exact
pathomechanism underlying nerve damage in diabetes re-
mains unknown.

Diabetic peripheral neuropathy is a complication of diabe-
tes that comprises functional and structural changes in periph-
eral nerves, such as a reduction of velocity in nerve conduc-
tion, axonal degeneration, paranodal demyelination, and loss
of myelinated and unmyelinated fibers. Some of the morpho-
logical alterations in peripheral nerve fibers associated with
hyperglycemia are also seen in rat models of STZ-induced
diabetic neuropathy [5].

Alterations in myelin damage include invaginations in
the axoplasm (infoldings) and myelin evaginations in
the Schwann cell cytoplasm (outfoldings). These chang-
es also include myelin compaction such as abnormal
wide incisures and aberrant separation of myelin lamel-
lae, similar to those seen in aged rodents [6]. The pre-
dominant myelin abnormalities found in STZ-treated rats
are myelin infoldings [7].

The myelin sheath is a multilayered membrane produced in
the peripheral nervous system by differentiation of the plasma
membrane of Schwann cells. The main role of this membrane
is to allow efficient transmission of nerve impulses along the
axons that it surrounds [5].

Over time, people with diabetes mellitus may or may not
develop symptoms such as severe pain, tingling, numbness,
and loss of sensation in the hands and feet [8]. Painful diabetic
neuropathy is the most common manifestation of diabetes [9],
and it appears as a burning, excruciating, and stabbing intrac-
table type of pain [10].

Treatment for painful diabetic neuropathy is based on in-
tensive glycemic control and symptomatic pain management
[2]. This includes antidepressants like tricyclic antide-
pressants (TCAs), selective norepinephrine reuptake in-
hibitors (SNRIs), anticonvulsants including pregabalin,
gabapentin and lamotrigine, and also topical agents such
as capsaicin [10].

Despite all these pharmacological agents available for pain
relief, their efficacy is limited due to several side effects. There
are no therapeutic approaches available for preventing periph-
eral nerve damage that reverse degeneration or that prevent
peripheral unmyelinated nerve fibers loss in patients with di-
abetes mellitus. The use of alternative approaches for improv-
ing pain, preventing peripheral nerve fibers loss, and restoring

the quality of life for those suffering from DPN is strongly
recommended in all fields of diabetic research.

One of these alternatives is the use of low-level laser ther-
apy, first described in Europe and Russia in the 1960s [11].
Low-level laser therapy is well known for treating chronic
pain by increasing nociceptive threshold after its application
[12] although its mechanisms of action are not well
understood.

The mechanisms by which low-level laser therapy improve
neuropathic pain are possibly related to the increase in mito-
chondrial ATP production [13] and in the release of endor-
phins [14] as well as a higher release in local anti-
inflammatory cytokines, such as interleukin-10 [15].

In the present study, we observed myelin sheath structural
alterations in a rat model of streptozotocin-induced type 1
diabetes and also a possible correlation between these mor-
phological alterations and behavioral changes.

Methods and materials

Animals

Male Wistar rats, weighing between 200 and 220 g (2 months
old), were used in all experiments. They were housed in cages
(five per cage) and maintained on a 12:12-h light/dark cycle.
The rats were adapted to the experimental environment 15min
prior to the experiments. All animals were tested during the
light cycle at the same time of the day (9:00 am–14:00 pm).
Due to polyuria, animal bedding was changed twice a day,
early in the morning at 8 am and in the night at 8 pm. All
procedures were approved by the Institutional Animal Care
Committee of the University of São Paulo (protocol number
123/2015) and performed in accordance with the guidelines
for the ethical use of conscious animals in pain study pub-
lished by the international association for the study of pain
(IASP). Efforts were made to minimize the number of animals
used and their suffering [16].

Methods

Induction of diabetes mellitus

Diabetes was induced by a single dose (85 mg/kg) of
streptozotocin (STZ, Sigma-Alderich, St. Louis, MO, USA)
diluted in saline 0, 9% and administered via intraperitoneal.
Blood glucose levels (glycemic control) were assessed from
the second day until the end of the experiment using an
ULTRAMINI® | ONETOUCH® blood glucose monitoring
system (Table 2). A single administration of streptozotocin
induced insulin-dependent diabetes mellitus within 24–48 h
by destruction of pancreatic islet cells [17]. Plasma glucose
levels higher than 300 mg/dl were considered indicative of
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diabetes [18]. Normal control rats received the same volume
of saline 0, 9% (streptozotocin vehicle).

Transmission electron microscopy

The animals were intraperitoneally anesthetized with urethane
(3 g/kg) and perfused with a modified Karnovsky fixative
solution (containing 2.5% glutaraldehyde and 2% paraformal-
dehyde in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.4) [19]. After
dissecting the affected sciatic nerve, samples (3 mm) were
post fixed in a 1% osmium tetroxide solution at 4 °C and
subsequently immersed in a 5% uranyl acetate aqueous solu-
tion at room temperature. Next, the samples were dehydrated
in an increasing alcohol series, immersed in propylene oxide,
and embedded in Spur resin. Semi-thin sections were cut with
a Reichert Ultra Cut ultra-microtome and stained with a 1%
toluidine blue solution to test the region to be analyzed.
Ultrathin 60-nm sections were then cut, collected on 200
Bmesh^ copper grids (Sigma), and contrasted with a 4% ura-
nyl acetate solution and 0.4% lead citrate solution [20]. The
grids were observed with a Jeol 1010 transmission electron
microscope (Peabody, MA, USA) [21].

Assessment of tactile allodynia

Rats were transferred to a testing cage with a wire mesh bot-
tom that allowed full access to the paws. Behavioral adapta-
tion was allowed for approximately 15 min, until the cage
exploration and major grooming activities had ceased. The
area tested was the plantar surface of the animal’s hind paw.
The von Frey test was used to assess nociceptive thresholds.
Briefly, a logarithmic series of 7 calibrated Semmes-Weinstein
monofilaments (Von Frey hair test, Stoelting, USA) were ap-
plied to the middle of the plantar surface of the right hindpaw,
for a maximum of 10 s to determine the threshold intensity of
the stiffness stimulus required to elicit a paw withdrawal re-
sponse. Log stiffness of the hairs is determined by ranges
starting at 4,56 N (3.630 g); 3.61 (0.407 g.); 3.84 (0.692 g.);
4.17 (1.479 g.); 4.93 (8.511 g.); 5.18 (15.136 g.); and 5.46
(28.840 g). During each testing trial, the series of filaments
were presented following an up-down procedure as described
and previously validated by Chaplan [22] and the 50% re-
sponse threshold was calculated for each rat. The allodynic
measurements were accessed on days 14, 28, 48, and 56 after
streptozotocin intraperitoneal administration.

Laser therapy

The laser treatment was performed every other day, totaling 4
sessions, starting on day 45 after the induction of diabetes
mellitus type 1. After sterilization, the laser was placed on
the skin surface on the right thigh directly above the course
of the sciatic nerve. Animals were irradiated with laser GaAs

(Gallium Arsenide, Laserpulse-Laser, Ibramed Brazil) emit-
ting a wavelength of 904 nm, an output power of 45 mWpk,
a spot area of 0.13 cm2, a frequency of 9500 Hz, a pulse time
of 60 ns, and an energy density of 6.23 J/cm2 (Table 1). Each
session included the stimulation of nine points along the sci-
atic nerve, lasting 18 s on each point, and 7.29 J of energy per
session [23].

Statistical analysis

Results are presented as the mean ± SEM. Statistical analyses
of data were generated using GraphPAd Prism, version 5
(Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA). Statistical com-
parison of the groups was performed using one-way analysis
of variance; differences between means were tested by
Bonferroni’s multiple comparison test. In all cases, p < 0.05
was considered statistically significant [24].

Results

Weperformed allodynia tests during the time course of 56 days
of the development of streptozotocin-induced type 1 diabetes
mellitus as described in materials and methods. We also
assessed the blood glucose levels during the first 30 days after
intraperitoneal administration of streptozotocin to confirm the
hyperglycemic state. In addition, we also observed that dia-
betic rats showed significant loss of body weight and increase

Table 1 Specifications for laser parameters

Device information

Manufacturer IBRAMED

Model identifier LASERPULSE Diamond

Emitter type GaAs

Irradiation parameters

Wavelength (nm) 904 nm

Operating mode Pulsed

Frequency (Hz) 9500

Pulse on duration (sec) 60 ns

Beam shape Circular

Treatment parameters

Beam spot size at target (cm2) 0.13 cm2

Exposure duration (sec) 18 s per point, 162 s per session

Radiant exposure (J/cm2) 6.23 J/cm2

Radiant energy (J) 0.81 J

Number of points irradiated 9 points

Area irradiated (cm2) 1.17 cm2

Application technique Skin contact

Number and frequency of
treatment sessions

5 sessions, performed every other
day

Total radiant energy (J) 7,291 J per session; 29,16 J over
all sessions
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in food and water intake (polyphagia and polydipsia) and also
increase in urination (polyuria) (data not shown).

Effect of streptozotocin on blood glucose

From 24 h until 30 day after streptozotocin administration,
diabetic rats (n = 5) exhibited significantly increase in blood
glucose levels as compared to the levels of the control group
(saline) (Fig. 1). In Table 2, we can observe the effect of
streptozotocin administration from each animal compared
with control animals.

Effect of streptozotocin-induced diabetes mellitus
on nociceptive threshold

When analyzing the allodynic response of the animals with
diabetes mellitus, it was possible to observe a significant
decrease in nociceptive threshold starting at day 14 after
streptozotocin administration and maintained until the end
of 56 days when compared with saline animals, used as
control (Fig. 2).

Effect of photobiostimulation on nociceptive threshold

Low-level laser therapy started 45 days after STZ injection.
Figure 3 shows a decrease in pain sensitivity initiating after
the first session of laser treatment. After four sessions of low
level laser therapy on diabetic rats, our data showed signifi-
cant statistical difference (p < 0.05) between diabetic rats be-
fore and after the laser application. Furthermore, there were no
statistical differences between rats treated with laser and base-
line (Fig. 3).

Effect of streptozotocin-induced type 1 diabetes mellitus
on myelin sheath abnormalities in the sciatic nerve

Electron microscopy analysis showed that sciatic nerve fibers
from the control group (saline) exhibited a normal morpholo-
gy of axons and Schwann cells (Fig. 4). No difference was
observed within saline group before and 30 days after the
injections (data not shown).

During a time course of 53 days in a model of
streptozotocin-induced type 1 diabetes mellitus, morphologi-
cal changes appear in the rat sciatic nerve. Some abnormalities
include myelin infoldings, derangement in myelin compac-
tion, and also a reduction in unmyelinated fibers starting
30 days after diabetes induction. These alterations worsen
within 60 days after STZ injection (Fig. 4). Regarding the
myelin organization, after laser treatment, we observed an
improvement in STZ animals after four sessions of treatment
(in Fig. 4d).

In Fig. 5, we can observe the quantification of myelin
sheath obtained from transmission electron microscopy (8 an-
imals per group). Note that the group of diabetic rats after laser

Fig. 1 Blood glucose measurement in saline (control group) and in
diabetic rats. Animals were measured with 24 h, 15 days, and 30 days
after streptozotocin injection. Results represent the mean SEM ± 5
animals per group *P < 0.05 compared with saline

Table 2 Glycemic control were assessed using an ULTRAMINI® |
ONETOUCH® blood glucose monitoring system

Basal blood
glucose levels
(mg/d1)

24 h after STZ
injection (mg/
d1)

14 days after
STZ injection
(mg/d1)

1 month after
STZ injection
(mg/d1)

106 494 509 543

115 511 425 400

99 453 600 591

100 440 515 600

95 485 533 573

STZ streptozotocin

Fig. 2 Allodynia response in rats with streptozotocin. Nociceptive
threshold measured by Von Frey hair (expressed in grams) was
determined in saline (used as control group) and streptozotocin (STZ)
groups, before (baseline) and on days 14, 28, 42, and on 56 days after
both injections (saline and STZ). Results represent the mean SEM± 8–10
animals per group. *P < 0.0001 compared with saline
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treatment does not show statistical differences in the thickness
of myelinated nerve fibers when compared with saline group,
used as control. Still, there were no statistical differences be-
tween naive and saline group (data not shown).

Discussion

High levels of glucose in the blood (hyperglycemia) induce
abnormal structural changes in peripheral nerve fibers both
myelinated and unmyelinated, which is a common character-
istic of diabetic peripheral neuropathy. In association with
other symptoms, chronic pain is the most prevalent symptom
of those who suffer from diabetes, leading to a disabling life
and affecting every aspect of a patient’s life.

Here, we demonstrated that diabetic animals induced by a
single dose of streptozotocin showed a decrease in their nocicep-
tive thresholds. According to the results obtained in the present
study, type 1 diabetes mellitus induced by streptozotocin has
significantly effects on developing allodynia.

It was demonstrated that after four sessions of low level
laser therapy, there is an increase in pain sensitivity. This effect
was shown from the first session onwards, suggesting that
low-level laser therapy could be a useful tool for patients with
severe pain.

As mentioned in the BIntroduction,^ the use of low-level
laser therapy was first described in Europe and Russia in the
1960s [11], but its analgesic mechanisms are not yet well
understood. In addition, previous studies have shown relevant
data involving laser therapy and pain. Bingol et al. showed the
effectiveness of low-level laser in patients with shoulder pain
[25]. In a double blind study, Venancio et al. were able to show
an improvement in patients with temporomandibular joint
pain and also in mandibular dysfunction [26]. Previous studies
from our group have also demonstrated the beneficial effects
of laser therapy in animals with trigeminal nerve injury [23].

Moreover, the streptozotocin-induced type 1 diabetes
mellitus model is able to cause significant nerve damage in
myelinated as well as unmyelinated fibers. These findings are
in accordance with previous data published about
streptozotocin-induced diabetes mellitus and its chronic com-
plications [27, 28].

In order to further evaluate the progression of
desmielinization and other possible alterations after
sptreptozotocin-induced type 1 diabetes mellitus, we designed
a temporal analysis of sciatic nerve by eletron transmission
microscopy. The sciatic nerve of diabetic rats was collected
after 30 and 60 days of the disease for morphometric analysis
of myelin sheath. Morphological changes in myelin sheath
and fiber loss were clearly observed from the thirtieth day that
worsened in the sixtieth after streptozotocin administration.

So according to these results, we decided to add a group of
animals treated with low-level laser beginning 45 days after
streptozotocin intraperitoneal administration. The choice of this
timepoint was based on the behavioral tests where we noted that
45 days after streptozotocin administration there was a great
decrease in pain sensitivity. At the end of the treatment, an im-
provement in myelin sheath structural organization as well as the
reduction of fiber loss was observed when compared with

Fig. 3 Effect of laser therapy on nociceptive threshold measured by Von
Frey hair (expressed in grams). Allodynic test was measured before
(baseline) and after 15, 30, and 45 days after STZ injections. First
session of laser therapy was applied after 45 days from STZ and
measured every 2 days (STZ + LLLT). Results represent the mean
SEM ± 8 animals per group *P < 0.05 compared with STZ animals;
#P < 0.05 compared with baseline

Fig. 4 Electron microscopic transverse section of the sciatic nerve.
Myelinated nerve fibers are in normal morphology and structure in
saline a control group (30 days). The photographs showed structural
abnormality in myelin sheath in streptozotocin diabetic groups (b STZ

30 days, c STZ 60 days). d fibers from sciatic nerve after the last session
of laser treatment (STZ + LLLT). Myelin Sheath (arrow), Schwann
cell nucleus (arrow head), unmyelinated fibers (asterisk). Scale
Bar 10 μm
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untreated groups. It is worth mentioning that despite the impor-
tance of the g-ratio for assessing axonal myelination, firstly de-
scribed by Rushton [29], in this first approach, we intended to
make some initial observations of low-level laser therapy in a
904-nm wavelength on nociceptive thresholds (allodynia) and if
this treatment would probably have beneficial effects on sciatic
nerve fibers in diabetic rats. In addition, this study is not intended
to evaluate nerve conduction.

Conclusion

These findingsmay contribute to previous studies that showed
other event may be in relation with pain symptoms in diabetes
mellitus not only the degeneration itself.

We can attribute methylglyoxal, an alpha-carbonyl, with a
possible role in the activation of sodium channels in peripheral
nerves, contributing to the pain sensitivity observed in diabet-
ic rats [30]. It should bementioned that more research needs to
be done to improve our knowledge about how hyperglycemia
induces peripheral nerve damage and chronic pain.

Despite the lack of biochemical and molecular studies to
confirm our results, we can suggest and ensure that low-level
laser therapy is a useful tool for treating pain in diabetic

animals. Moreover, this same therapy was able to prevent
morphological changes and loss of peripheral unmyelinated
and myelinated fibers.
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a b s t r a c t

Chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve elicits changes in neuropeptide expression on the
dorsal root ganglia (DRG). The neural mobilization (NM) technique is a noninvasive method that has been
proven clinically effective in reducing pain. The aim of this study was to analyze the expression of sub-
stance P, transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) and opioid receptors in the DRG of rats with
chronic constriction injury and to compare it to animals that received NM treatment. CCI was performed
on adult male rats. Each animal was submitted to 10 sessions of neural mobilization every other day,
starting 14 days after the CCI injury. At the end of the sessions, the DRG (L4-L6) were analyzed using
Western blot assays for substance P, TRPV1 and opioid receptors (m-opioid receptor, d-opioid receptor
and j-opioid receptor). We observed a decreased substance P and TRPV1 expression (48% and 35%,
respectively) and an important increase of m-opioid receptor expression (200%) in the DRG after NM treat-
ment compared to control animals. The data provide evidence that NM promotes substantial changes in
neuropeptide expression in the DRG; these results may provide new options for treating neuropathic
pain.

! 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Many studies have shown that changes in the molecules or
receptors expressed in the DRG are responsible for pain-related
behaviors, and that the DRG spinal neurons are responsible for
transmission of nociceptive information (Kuo et al., 2011;

LaCroix-Fralish et al., 2011; Sapunar et al., 2012). Nerve injury
results in molecular changes, which are involved in the mechanism
of neuropathic pain, and DRG neurons may become an important
source of increased nociceptive signaling through increased neu-
ronal excitability and generation of ectopic discharges (Sapunar
et al., 2005; Xie et al., 2006). Many investigations have focused
on the functional changes of receptors, proteins, peptides in both
the spinal cord and DRG neurons following nerve injury (Narita
et al., 2004; Obara et al., 2009; Svensson et al., 2006). It has been
shown that inflammation and tissue injury increase expression of
the TRPV1 in myelinated neurons, contributing to hyperalgesia
(Ueda, 2006). TRPV1 upregulation contributes to mechanical allo-
dynia and thermal hyperalgesia, while the administration of its
antagonists can reverse the allodynia and hyperalgesia in a spinal
nerve ligation model (Vilceanu et al., 2010). The activation of
TRPV1 triggers the propagation of pain sensation and affects the
release of some neurotransmitters, including substance P, that
are released from activated nerve endings, resulting in a neuro-
genic inflammation (Pailleux et al., 2012).

Substance P is an 11-amino-acid peptide of the tachykinin family
which is produced in the central and peripheral terminals of

https://doi.org/10.1016/j.brainres.2018.02.034
0006-8993/! 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

Abbreviations: CCI, chronic constriction injury; DOR, d-opioid receptor; DRG,
dorsal root ganglion; KOR, j-opioid receptor; MOR, m-opioid receptor; NM, neural
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primary sensory neurons and released following noxious stimuli in
the periphery (Chen et al., 2006). Substance P also plays an impor-
tant role in the development of chronic pain (Gao et al., 2003;
Steinhoff et al., 2003), acting on aGprotein-coupled receptor known
as a tachykinin receptor (NK1). Studies have demonstrated the
involvement of the NK1 receptor in neuropathic pain induced by
sciatic nerve constriction, showing that substance P is responsible
for the development of hyperalgesia in rats (Hoot et al., 2011; Jang
et al., 2004). In clinical practice, it has been extensively reported that
neuropathic pain is difficult to treat, due to inadequate understand-
ing of the cellular andmolecularmechanisms involved in the devel-
opment and maintenance of this type of pain (Sapunar et al., 2005;
Xie et al., 2006). Opioid drugs are themost widely used to treat pain
ranging from moderate to severe. More recently, studies showed
that endomorphin-2, one of the endogenous ligands for the
m-opioid receptor (MOR) is co-localized with substance P in DRG
neurons and in the spinal cord (Luo et al., 2014; Sanderson Nydahl
et al., 2004; Wu et al., 2015). Opioid receptors are heterogeneously
distributed in the neuronal nociceptive system, and all three types
of opioid receptors are synthesized and expressed in the cell bodies
of DRG neurons. Studies that evaluate the effects of opioids in differ-
ent models of neuropathic and inflammatory pain have obtained
different results in relation to different types of opioid receptors.
There is no pattern of opioid receptor expression for inflammatory
pain models or for neuropathic pain models (Porreca et al., 1998;
Truong et al., 2003; Zhang et al., 2016).

The NM technique is a manual therapy method used by physio-
therapists to treat patients with neural origin pain, such as the
compression of the sciatic nerve. The technique aims to restore
mobility and elasticity of the peripheral nervous system by strains
that are imposed on the nerve trunks, roots, nerves, spinal cord and
their epineurium and to decrease sensitivity (Santos et al., 2012).
We have shown that NM treatment reverses pain symptoms in rats
submitted to CCI and induces changes in glial cells and
neurotrophins, besides improving the nerve regeneration after
treatment (da Silva et al., 2015; Santos et al., 2012; Santos et al.,
2014). Additionally, in this work we focused on evaluating whether
the NM can influence TRPV1, substance P and opioid receptor
expression on DRG neurons in animals under a neuropathic pain
condition. This issue was evaluated by Western blotting assays in
the DRG of adult neuropathic rats after treatment with NM.

2. Results

2.1. Effects of NM on substance P expression

Fig. 1 shows an increase of substance P protein levels (48%) after
CCI in comparison to naive rats (p ! 0.05), taken as a control. After
NM treatment (CCI-NM), we observed a decrease of substance
P expression of approximately 65% when compared to CCI animals
(p ! 0.001) (Fig. 1). No significant differences in substance
P expression were observed between sham and naive rats or
between sham and sham-NM animals (data not shown).

2.2. Effects of NM on TRPV1 expression

We have evaluated the protein expression of TRPV1 in the DRG
to assess the possible effects of CCI and NM treatment. Our results
showed an increase of 35% in TRPV1 levels after CCI injury when
compared to naive animals (p ! 0.05), (Fig. 2). After NM treatment,
we observed a decrease of 80% above the control in TRPV1 expres-
sion and a decrease of 110% when comparing the CCI-NM group to
the CCI group (p ! 0.001). No differences were observed between
naive and sham rats or between sham and sham-NM rats (data
not shown).

2.3. Effects of NM on opioid receptor expression

To evaluate how NM treatment can interfere with opioid recep-
tors, we also analyzed MOR, DOR and KOR protein expression. Our
results showed an increase of 110% (p ! 0.001) in MOR levels after
CCI injury when compared to naive animals (Fig. 3). After NM
treatment, we observed an enhancement of MOR expression when
compared to the control group (200% naive p ! 0.001) and when
compared with CCI injury animals (43% CCI p ! 0.01). No difference
was observed between naive and sham rats or between sham and
sham-NM rats (data not show). Regarding the evaluation of DOR
and KOR opioid receptors, it was not possible to observe any
immunoreactivity of these receptors in our model (data not show).

Fig. 1. Densitometric analysis of Substance P levels in the DRG. The normalized
average between sham and experimental groups (CCI and CCI-NM) is reported. Data
for naive animals were taken as 100% and mean ± SEM of 6 animals per group. *p !
0.05 compared CCI and naive groups.

Fig. 2. Densitometric analysis of TRPV1 levels in the DRG. The normalized average
between sham and experimental groups (CCI and CCI-NM) is reported. Data for
naive animals were taken as 100% and mean ± SEM of 6 animals per group. *p ! 0.05
compared CCI and naive groups.
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No differences were observed for b-actin between control and
experimental sides at any of the time points analyzed (Figs. 1–3).

3. Discussion

A large body of evidence has shown that peripheral nerve injury
usually induces neuropathic pain. Numerous patients with diag-
noses of chronic pain have not been successfully treated with the
use of conventional analgesics. Furthermore, many of these drugs
induce dependence and side effects. In this regard, alternative tools
to combat neuropathic pain have become necessary. Physical ther-
apy, especially neural mobilization, which is non-invasive and does
not have any side effects, has heavily contributed as an analgesic
tool for neuropathic pain (Marcioli et al., 2013; Martins et al.,
2013a; Martins et al., 2013b). In our previous studies, we showed
that treatment with NM reverses pain-related behavior due to the
CCI (Santos et al., 2012). The decrease of pain sensitivity could be
because of the cellular changes observed after NM treatment, such
as a decrease of the neural growth factor (NGF) and the glial fibril-
lary acidic protein (GFAP) in the DRG and spinal cord (da Silva et al.,
2015), and changes in the expression of opioid receptors in the peri-
aqueductal gray (PAG). In addition, we demonstrated an improve-
ment in locomotion andmuscle force after NM (Santos et al., 2014).

Substance P and opioids acts in different ways on pain behavior,
substance P release plays an important role in the development of
chronic pain whereas opioids acts inhibiting the release of excita-
tory neurotransmitters. Studies suggest that the inhibition of sub-
stance P release is one of the most important presynaptic
mechanisms for opioid analgesia (Chen et al., 2014; Kondo et al.,
2005; Marvizon et al., 2003). Opioid resistance is a common phe-
nomenon in the treatment of neuropathic pain and this may due
to the activity of substance P within the DRG. Here we show that
NM decreased the substance P expression and increased MOR
expression in the DRG, which was probably the reason for the
improvement of pain behavior in the animals treated with NM,
once was already reported that the MOR activation may inhibit
substance P release (Yaksh et al., 1980).

The major finding of the present study is that NM was able to
alter the expression of substance P and TRPV1 in the DRG of ani-
mals treated with neural mobilization (CCI-NM) when compared
to control animals and increase the expression of the MOR. This
finding, combined with the results of previous behavioral tests
[for more detail see (Santos et al., 2014)], suggests that NM con-
tributes to reducing cellular and molecular changes induced by
nerve injury. This effect, which is probably due to NM, may cause
a nerve decompression that restores the mobility and elasticity
of the peripheral nervous system. The dysfunctional signaling
mechanisms induced by compressive syndromes, clinically, leads
to nerve degeneration, failure of nerve conduction and pain. In
addition, the interval between nerve injury and nerve decompres-
sion affect the degree of nerve dysfunction and damage. Neural
mobilization is said to induce the movement between neural struc-
tures and its connective tissue (Coppieters et al., 2009; Nee and
Butler, 2006) by alteration of the pressure in the nervous system
and dispersion of intraneural edema (Schmid et al., 2012) restoring
the mechanical and neurophysiological function of the nerve
(Shacklock, 1995). Ours previous studies reveled that NM reduces
thermal and mechanical hyperalgesia, improves muscle strength
and promotes nerve regeneration in rats (da Silva et al., 2015;
Santos et al., 2012; Santos et al., 2014). Therefore, the correlation
between our molecular and previous behavioral results provides
evidence that NM is reliable as a clinical method and could have
an impact on clinical routines regarding treatment of compression
injuries.

Clinically, surgery decompression remains an essential proce-
dure for the resolution of cases of pain due to compressive syn-
dromes affecting peripheral nerves (Ducic et al., 2006; Padua
et al., 2016; Thomson, 2017). Andreu et al. shows that decompres-
sive surgery is clinically more effective in reducing symptoms of
carpal tunnel syndrome when compared with local corticosteroid
injection (Andreu et al., 2014). Our findings corroborate previous
data showing that ankle joint mobilization can decrease hypersen-
sitivity in the mouse plantar incision model of postoperative pain.
The results indicated that joint mobilization reduces postoperative
pain by the activation of the peripheral opioid pathway (Gebhart,
2004).

Recent studies conducted by our group demonstrated that NM
improves neuropathic pain behaviors; however, the potential
effect of NM in the model of chronic pain by CCI of the sciatic nerve
used for pain relief has not been fully explored. In this work, the
NM technique causes a decrease of substance P and TRPV1 and
an increase of MOR expression. Several studies have shown that
substance P is a neuropeptide that mediates nociception and is
used as a marker for pain in animal models (Hutchinson et al.,
2004; Munro et al., 2012). Studies have demonstrated the involve-
ment of the NK1 receptor in the model of neuropathic pain by CCI,
suggesting that substance P is responsible for the development of
hyperalgesia in rats (Hoot et al., 2011; Jang et al., 2004). In our
study, we observed an increase of 48% in substance P after CCI
injury and a reduction to baseline levels after treatment with
NM, reinforcing the involvement of substance P in pain conditions.

Heat pain is in part mediated by TRPV1 expressed by C-fiber
nociceptors in the DRG and trigeminal ganglion (Caterina et al.,
1997; Tominaga et al., 1998). TRPV1 is upregulated in DRG neurons
after persistent inflammation (Ji et al., 2002) and is essential for the
development of inflammatory heat hyperalgesia (Caterina et al.,
2000; Davis et al., 2000). Our results showed an important modula-
tion of TRPV1 levels in the CCI model and after manual therapy
(NM). It is currently known that TRPV1 also responds to other stim-
uli, such as endogenous pro-inflammatory agents, pH changes (pH
5.2), and changes in body temperature (>43!C). These stimuli acti-
vate signaling cascades, which are responsible for the reduction of
pain threshold (Coggeshall et al., 1997; Paxinos andWatson, 2006).

Fig. 3. Densitometric analysis of MOR levels in the DRG. The normalized average
between sham and experimental groups (CCI and CCI-NM) is reported. Data for
naive animals were taken as 100% and mean ± SEM of 6 animals per group. *p !
0.001 compared CCI with naive groups. **p ! 0.01 compared CCI NM with other
groups.
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Studies involving the TRPV1 receptor support the possibility of
the involvement of this receptor as a therapeutic target for pain
(van Sloten et al., 2011). As observed for substance P, TRPV1, when
present, sensitizes the primary afferent neuron, which in turn depo-
larizes the existing second-order neurons in laminae I and II of the
spinal cord, favoring the establishment of LTP. Moreover, the
destruction of TRPV1-expressing afferent neurons eliminates
presynaptic MOR present on TRPV1-expressing afferent neurons,
which paradoxically potentiates the antinociceptive effect pro-
duced by intrathecal and systemic MOR agonists (Chen and Pan,
2006). MOR receptors have an important function in modulation
of mechanical nociception transmitted by non-TRPV1 afferent neu-
rons, which extend our current knowledge of the pain pathways
andmechanisms underlying opioid analgesia (Chen and Pan, 2006).

Animals treated with NM showed an increase of 200% in the
expression of MORs. We also analyzed the other opioid receptors,
but we did not detect any immunoreactivity of these receptors in
any group analyzed. Opioids are potent analgesics that exert phar-
macological and physiological effects due to interaction with
receptors distributed in various regions associated with decreased
neural excitability, as well as those associated with the release of
neuropeptides, such as substance P, corroborating our data
(Sicuteri et al., 1983; Stein et al., 1988; Yaksh, 1988). There is a
decrease of hyperalgesia when opioid agonists are applied, sug-
gesting a decrease of spontaneous discharges in C-type fibers
(Basbaum and Fields, 1984; Mayer et al., 1971; Paxinos and
Watson, 2006). The lack of involvement of DOR and KOR in our
model is not clear. However, some studies using different pain
models showed controversial results about the involvement of opi-
oid receptors. There is no definite pattern of expression for inflam-
matory or neuropathic pain models, but it seems that DOR
expression increases in neuropathic and postoperative pain and
MOR increases in inflammation (de Oliveira Junior et al., 2016).
The participation of KOR was seen in the anti-nociceptive effect
induced by prostaglandin E2, carrageenan, and crotalphine (Ji
et al., 1995; Konno et al., 2008). Additionally, the involvement of
KOR and DOR in a cancer pain model was shown, with the increase
of its expression (Brigatte et al., 2007). However, the lack of opioid
receptor expression (DOR and KOR) has not affected the NM
antinociception during treatment.

Noxious stimulus information is project to neurons within the
DRG of the spinal cord. This information is transmitted to the
somatosensory cortex via the thalamus, giving the location and
intensity of the painful stimulus. Other cerebral areas, such the cin-
gulate and insular cortices via connections in the brainstem (para-
brachial nucleus) and amygdala, contribute to the affective
component of the pain experience. This ascending information also
connects with neurons of the rostral ventral medulla and midbrain
periaqueductal gray to engage descending feedback systems that
regulate the output from the spinal cord (Basbaum et al., 2009).
We already showed in a previous study that the same treatment
with NM increased the expression of opioid receptors, in the peri-
aqueductal gray (Santos et al., 2014). Those results added with the
data of current study, provides an insight into the correlation
between endogenous opioid system and analgesic efficacy of NM.
These observations may contribute to increasing the knowledge
of neurobiological mechanisms underlying the therapeutic action
of NM, which are only partially understood.

4. Conclusion

In summary, our data reveal a decrease of substance P and
TRPV1 in the DRG induced by NM treatment in CCI animals. We
also demonstrated that NM sessions are able to increase opioid
receptor levels in the DRG. Thus, we believe that the neural mobi-
lization technique, through basic research, appears to be effective

in the nociceptive process, probably causing a nerve decompres-
sion, which can improve the synaptic plasticity in DRG neurons.
Accordingly, we can contribute to an understanding of the mecha-
nisms involved in the rehabilitation process. Current treatment
options for neuropathic pain are limited and the first and second
line pharmacological approaches to treat neuropathic pain have
limited effectiveness. We are exploring the potential application
of such therapy as an alternative choice for treating neuropathic
pain.

5. Methods and materials

5.1. Animals

Fifty male Wistar rats, weighing between 200 and 220 g, were
used in all experiments. They were maintained on a 12:12 h light/-
dark cycle. All procedures were approved by the Institutional Ani-
mal Care Committee of the University of São Paulo (protocol
number 091 – book number 02/2012) and performed in accor-
dance with the guidelines for the ethical use of conscious animals
in pain research published by the International Association for the
Study of Pain (Zimmermann, 1983). Efforts were made to minimize
the number of animals used and their suffering. All animals were
submitted to behavioral tests to evaluate sensibility in a previous
study (Santos et al., 2012).

5.2. Surgical procedure

5.2.1. Chronic constriction injury – (CCI)
For the induction of neuropathic pain, chronic constriction of

the sciatic nerve was performed as previously described by
Bennett and Xie (1988). In short, rats were anesthetized with
isofluorane (Cristalia, Brazil), and the right sciatic nerve was
exposed. Proximal to the sciatic trifurcation, the nerve was freed
of adhering tissue and 4 ligatures (4.0 chromic gut) were tied
loosely around it with approximately 1 mm spacing. The incision
was closed in layers. In sham-operated rats, the right sciatic nerve
was exposed but left unaffected and served as a control. Each rat
was closely observed during the recovery from anesthesia and then
returned to the home cage and was observed carefully during the
following 24 h. During the 5 day-period after CCI, the walking
and cage exploration, degree of limping, and conditions of the hind
paw, including signs of excessive grooming or autotomy, were all
observed.

5.2.2. Neural mobilization technique – (NM)
The NM technique used here has been described by Butler

(1989) and adapted by our laboratory (da Silva et al., 2015;
Santos et al., 2012; Santos et al., 2014). Briefly, rats were anes-
thetized with isofluorane and received a continuous flow of medic-
inal oxygen throughout the procedure (5 mL/L). After anesthesia,
the animals were positioned in the left lateral position to mobilize
the right side. The right knee joint was positioned in full extension
(at 0 degrees) and remained so throughout the session. The right
hip joint was bent between 70 and 80 degrees with the knee in
extension until obtaining a small resistance induced by stretching
the muscles from the posterior compartment of the thigh (biceps
femoris, semimembranosus and semitendinosus). Then, the ankle
joint was angled between 30 and 45 degrees, and oscillatory move-
ments were initiated. The right ankle joint was manipulated in dor-
siflexion (30–45 degrees) by approximately 20 oscillations per
minute for 2 min, followed by a 25-s pause for rest. The treatment
occurred for ten minutes, and in the last minute, the cervical spine
was fully flexed, with the purpose of tensioning the entire neuraxis
(Lew and Briggs, 1997). Treatment with the NM technique started
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14 days after injury or sham procedure, and the NM sessions were
applied every other day, similar to clinical practice, for a total of 10
sessions.

The animals were initially divided into five groups with 10 ani-
mals per group. Group 1 consisted of animals that suffered nerve
damage and had neural mobilization treatment (CCI + NM); Group
2 consisted of sham animals with neural mobilization (SHAM +
NM); Group 3 consisted of sham animals without NM treatment
(SHAM); Group 4 consisted of operated animals, but without any
treatment (CCI); and Group 5 comprised a NAIVE group used as a
control (without neural treatment or surgery).

5.3. Immunoblotting

Western blotting analyses were performed on samples from
individual animals sacrificed at the end of the NM session (34 days
after baseline). Neuropathic (CCI), sham and naive rats were sacri-
ficed by decapitation under isofluorane anesthesia, and the DRG
(L4-L6) was quickly removed and transferred to a tube containing
100 mL extraction buffer (100 mM of Tris, pH 7.4, 1% SDS, 10 mM of
EDTA, 2 mM of PMSF, and 10 lg/mL of aprotinin) in ice-cold (4 !C)
during 30 min. Then they were homogenized using an ultrasonic
processor (Sonics & Materials, Newtown, PA). After extraction,
the homogenates were centrifuged at 12,000 rpm at 4 !C for 20
min, and the protein concentration of the supernatant was deter-
mined using the Bradford protein assay with albumin as a standard
(Bio-Rad, USA) (Bradford, 1976). Samples containing 75 lg of pro-
tein were loaded on acrylamide gradient gel (Miller et al., 2016)
and transferred by electrophoresis to nitrocellulose membranes
using a Bio-Rad miniature transfer apparatus for 1.5 h at 120 V.
After transfer, the membranes were treated for 2 h at room tem-
perature with a blocking solution containing 5% powdered milk,
washed and incubated overnight at 4 !C with rat polyclonal anti-
bodies against goat substance P (1:1000; Santa Cruz Biotechnology,
INC, USA), TRPV1 (1:1000 Chemicon, Canada) and against MOR,
DOR and KOR (1:250; Santa Cruz Biotechnology, INC, USA). The
membranes were then washed and incubated for 2 h at room tem-
perature with a peroxidase-conjugated, anti-rabbit, anti-goat sec-
ondary antibody, diluted 1:5000 (ZIMED Laboratories Inc, USA),
and an anti-mouse secondary antibody, diluted 1:5000 (GE Health-
care, USA). In every immunoblotting experiment, b-actin (mouse,
1:10,000; Sigma, USA) was used as an internal control. The specif-
ically bound antibody was visualized using a chemiluminescence
kit (Amersham Biosciences, USA). The blot was analyzed densito-
metrically using the NIH-Scion Image 4.0.2, quantified by optical
densitometry of the developed autoradiographs (Scion Corpora-
tion, USA) and corrected by the optical density for b-actin, whereas
samples from control animals were used as the standard for nor-
malization of the results (assuming 100% for naive animals).

5.4. Statistical analysis

Results are presented as the mean ± SEM. Statistical analyses of
data were generated using GraphPAD Prism, version 5.01
(Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA). Statistical comparison
was performed using analysis of variance (ANOVA); differences
between means were tested by Tukey’s test. In all cases, p ! 0.05
was considered statistically significant (Snedecor et al., 1946).
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Abstract
There is no effective treatment to halt peripheral nervous system damage in diabetic peripheral neuropathy. Mitochondria 
have been at the center of discussions as important factors in the development of neuropathy in diabetes. Photobiomodulation 
has been gaining clinical acceptance as it shows beneficial effects on a variety of nervous system disorders. In this study, the 
effects of photobiomodulation (904 nm, 45 mW, 6.23 J/cm2, 0.13  cm2, 60 ns pulsed time) on mitochondrial dynamics were 
evaluated in an adult male rat experimental model of streptozotocin-induced type 1 diabetes. Results presented here indicate 
that photobiomodulation could have an important role in preventing or reversing mitochondrial dynamics dysfunction in the 
course of peripheral nervous system damage in diabetic peripheral neuropathy. Photobiomodulation showed its effects on 
modulating the protein expression of mitofusin 2 and dynamin-related protein 1 in the sciatic nerve and in the dorsal root 
ganglia neurons of streptozotocin-induced type 1 diabetes in rats.

Keywords Dorsal root ganglia · Dynamin-related protein 1 · Laser therapy · Mitofusin-2 · Sciatic nerve

Abbreviations
CTRL  Control
DRP-1  Dynamin-related protein 1
DRG  Dorsal root ganglia
i.p  Intraperitoneal
MFN-2  Mitofusin-2
PBM  Photobiomodulation
SN  Sciatic nerve
STZ  Streptozotocin

1 Introduction

Diabetes mellitus, which has become a considerable global 
health-care problem of the twenty-first century is a group of 
metabolic diseases characterized by chronic hyperglycemia 
resulting from decreased insulin secretion, insulin action, 
or both [1, 2]. According to the International Diabetes 
Federation (IDF—Diabetes Atlas) it was estimated that in 
2017 there were 425 million people aged between 20 and 
79 years with diabetes worldwide and that those numbers 
are expected to increase to 629 million by the year of 2045 
[3]. There are two main types of diabetes. Type 1 diabetes 
mellitus is an autoimmune disorder characterized by the 
destruction of the insulin-producing β-cells [4] and type 2 
diabetes in which defective insulin secretion and reduced 
insulin sensitivity are the main pathophysiological features 
responsible for the development of hyperglycemia [5].

Regardless of the type of diabetes, the majority of dia-
betic individuals will develop chronic complications due 
to persistent hyperglycemia [6]. Among the most prevalent 
diabetic complications are kidney disease, blindness, ampu-
tations, central and peripheral neuropathy, with no available 
therapies to prevent them to occur only to slow their pro-
gression [6–8]. Diabetic peripheral neuropathy (DPN) is the 
most common clinical form of diabetic neuropathy, affecting 
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more than 90% of the patients [9]. The pathogenesis of DPN 
is not fully understood, and several theories have been pro-
posed to explain how it develops [10–12].

Of note, Brownlee proposed a unifying mechanism for the 
development of diabetes complications [13]. According to 
Brownlee, hyperglycemia increases superoxide production 
by the mitochondria through the over-activation of tricar-
boxylic acid cycle [13]. Moreover, the overproduction of 
superoxide by the electron transport chain during hypergly-
cemia inhibits glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH), leading to the activation of the four deleterious 
pathways involved in diabetic neuropathy [13]. Of note, 
mitochondrial dysfunction has gained much attention as an 
etiological factor implicated in the development of diabetic 
neuropathy [14, 15].

Mitochondria are highly dynamic organelles that play a 
vital role in metabolic processes by making energy in the 
form of ATP through the oxidative phosphorylation system 
[16]. Mitochondria continuously undergo fission and fusion, 
which are necessary processes for cell survival, adaptation 
to changing environment and maintaining mitochondrial 
integrity and quality control [17]. Mitochondrial fission is 
regulated by dynamin-related protein 1 (DRP-1), the central 
player for mitochondria fragmentation [18, 19]. DRP-1 is a 
dynamin GTPase superfamily protein mostly found in the 
cytosol, and therefore the second class of mitochondrial sur-
face proteins is needed to efficiently recruit DRP-1 for fission 
[20, 21]. Such a process is required to create new mitochon-
dria, to maintain the mitochondrial network and to segregate 
damaged mitochondria in the cell environment [16, 20, 22].

Mitochondrial fusion on the other hand, is regulated by 
mitofusin-2 (MFN-2) located in the outer mitochondrial 
membrane [23, 24]. MFN-2 is also a GTPase superfam-
ily protein and it plays a vital role in mitochondrial energy 
metabolism [25]. Moreover, mitochondrial fusion allows 
these organelles to have an appropriate shape, function, and 
distribution within the cell [23]. In addition, mitochondrial 
fusion plays an important role in mitochondria trafficking 
[26]. Of note, MFN-2 plays a crucial role in several cell 
pathways [24, 27–29] as well as in the pathogenesis of neu-
rodegenerative diseases and metabolic disorders [30]. Unfor-
tunately, there is a lack of research on the effect of type 1 
diabetes in mitochondrial dynamics. However, a common 
feature of mitochondrial morphology in type 2 diabetes is 
an increased mitochondrial fragmentation (fission) through 
activation/upregulation of DRP1 and/or downregulation of 
MFN2 levels [31].

Persistent hyperglycemia has a major role in the devel-
opment of long-term pathology of diabetic peripheral neu-
ropathy and peripheral nerve fibers are especially dependent 
on efficient mitochondrial dynamics to fulfill their energy 
needs due to their unique morphology [23, 32]. Excess glu-
cose plays a significant role in mitochondrial dysfunction by 

modifying their shape and size, increasing reactive oxygen 
species production, suppressing complex II dependent res-
piration and depressing mitochondrial bioenergetic reserve 
capacity [33, 34]. Due to their role in metabolism regula-
tion, mitochondrial dysfunction in axons, Schwann cells, and 
DRG neurons has been proposed as a unifying mechanism 
for the development of diabetic peripheral neuropathy [33].

Surprisingly there is no effective available treatments 
to prevent mitochondrial dysfunction in diabetic neuropa-
thy [35]. Strict glycemic control ameliorates, but does not 
prevent or reverse, diabetic neuropathy in type 1 diabetic 
patients and it is relatively ineffective in preventing the 
development of diabetic neuropathy in type 2 diabetes [36, 
37]. In this study, we focused on the possible beneficial 
effects of photobiomodulation (PBM) on mitochondrial 
dynamics. PBM previously known as low-level laser (light) 
therapy (LLLT) involves the use of low-powered red and 
near-infrared (NIR) light from a laser or light-emitting diode 
(LED) to stimulate, heal, and regenerate damaged or dying 
tissues [38]. There is a substantial amount of data on the 
usage of PBM in preventing and reversing pain/inflamma-
tion, its use in neurodegenerative diseases, wound healing, 
and in musculoskeletal disorders [39–43].

Moreover, all the beneficial effects of PBM are regarded 
as a result from the direct interaction between light and 
mitochondria [44–46]. PBM involves absorption of the light 
through the mitochondria, leading to an increase in mem-
brane potential, electron transport, oxygen consumption, 
and ATP synthesis [47]. Since the nervous system is heavily 
dependent on mitochondrial activity, it is not surprising that 
PBM has been extensively tested to treat various nervous 
system disorders [48]. Previous studies from our group have 
shown favorable results in using photobiomodulation as a 
tool to treat trigeminal neuralgia, chronic pain and diabetic 
peripheral neuropathy [49–51].

Interestingly, Wang et al.  [52], showed that PBM dra-
matically reduced mitochondrial fragmentation in the global 
cerebral ischemic brain. PBM regulatory effect on mitochon-
drial fragmentation in the brain was associated with and 
likely due in part to (1) reduced Drp1 GTPase fission protein 
activity (2) increased mitochondrial location of fusion pro-
teins (mitofusins), and (3) decreased mitochondrial targeting 
of fission proteins (Mff and Fis1) in neurons [52]. Moreover, 
Jose Carlos Tatmatsu-Rocha et al., [53] showed that PBM 
increased MFN2 scores in wounded streptozotocin-induced 
diabetic rats. Jose Carlos Tatmatsu-Rocha et al. proposes 
that the possible mechanism of action of PBM on the wound 
healing process is the regulation of the balance between 
mitochondrial fusion and fission [53].

The primary goal of our study was to show the effects 
of PBM on mitochondrial dynamics in diabetic peripheral 
neuropathy in streptozotocin-induced type 1 diabetes in 
rats. Mitofusin-2 (MFN-2) and dynamin-related protein 1 
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(DRP-1) were quantified in the rat sciatic nerve (SN) and in 
the dorsal root ganglia neurons (DRG) by western blot assay.

2  Materials and methods

2.1  Animals

A total of fifteen adult male Wistar rats, 8 weeks of age 
(200–220  g), were purchased from the Central Animal 
House at Biomedical Sciences Institute and kept in the 
local vivarium in the Department of Anatomy. Animals 
were socially housed in standard cages (3 rats per cage) in a 
12-h light/12-h dark and temperature (23–25 °C) controlled 
condition, with the food and water ad libitum. After 3 days 
of acclimatization, rats were randomized into the Control 
(CTRL, n = 5), diabetic (STZ, n = 5) and diabetic treated 
with photobiomodulation groups (STZ + PBM, n = 5). It 
was used naive animals as a control group. Initially, before 
the division of groups and STZ (86 mg/kg) i.p injection, we 
had a total of 20 rats. Five rats were control (naive) and 15 
rats were injected with STZ. After STZ ip injection, five rats 
died along the experimental timeline (60 days). At the end 
of the study, we had 5 rats per group.

2.2  Streptozotocin-induced type 1 diabetes 
mellitus

We injected a single dose of STZ (85 mg/Kg + 500 μL Saline 
0.9%) intraperitoneally (i.p) at time "0" and then we waited 
for 24 h to confirm hyperglycemia. After confirming that the 
rats were diabetic, we waited for 60 days to start PBM treat-
ment. Rats were maintained in hyperglycemic conditions for 
60 days because we have previously shown (transmission 
electron microscopy) that after 60 days in hyperglycemic 
condition rats had developed the most severe peripheral 
nerve damage [51]. After 60 days in hyperglycemic con-
dition, we started PBM session that was performed every 
other day totaling 10 sessions. We show in Fig. 1 a 60 days 
of blood glucose evaluation to show blood glucose altera-
tion in diabetic animals and unaltered blood glucose levels 
in normal rats.

2.3  Photobiomodulation protocol

PBM treatment was performed every other day, totaling 
10 sessions. Treatment started on the sixtieth day after the 
induction of type 1 diabetes mellitus. After sterilization, the 
laser probe was placed on the skin surface on the right thigh 
directly above the course of the rat sciatic nerve. Animals 
were irradiated with gallium arsenide laser (Laserpulse—
Ibramed Brazil) emitting a wavelength of 904 nm, an output 
power of 45mW, irradiance of 0.34 mW/cm2, a spot area of 

0.13cm2, a frequency of 9500 Hz, a pulse time of 60 ns, and 
an energy density of 6.23 J/cm2 according to Rocha et al. 
[51] (Table 1). Each session included the stimulation of nine 
points along the sciatic nerve, each point lasting 18 s with 
7.29 J of energy. All ten sessions had a total of 72.9 J.

2.4  Western blot assay

Western blot analyses were performed on samples from indi-
vidual animals euthanized at the end of the last (10th) PBM 
session. Control (naive), diabetic (STZ) and diabetic rats treated 
with PBM (STZ + PBM) were euthanized by decapitation. The 
rats were previously placed in a plexiglass chamber with 5% 
isoflurane (Cristalia. Sao Paulo, Brazil) for 5 min and decapi-
tated when fully sedated. Immediately after decapitation, SN 
and DRG were quickly removed and transferred to a tube con-
taining 100 µL extraction buffer (100 mM of Tris, pH 7.4, 1% 
SDS, 10 mM of EDTA, 2 mM of PMSF, and 10 μg/mL of apro-
tinin) in ice-cold (4º C). Tissues (sciatic nerve and dorsal root 
ganglia) were separately homogenized using an ultrasonic pro-
cessor (Sonics & Materials, Newtown, PA). The homogenates 
were then centrifuged at 12,000 rpm at 4 °C for 20 min, and 
the protein concentration of the supernatant was determined 
using the Bradford protein assay with albumin as a standard 
(Bio-Rad, USA) [54]. Samples containing 20 μg of protein 
were loaded on acrylamide gradient gel [55] and transferred by 
electrophoresis to nitrocellulose membranes using a Bio-Rad 
miniature transfer apparatus for 1.5 h at 120 V. After transfer, 
the membranes were treated for 2 h at room temperature with 
a blocking solution containing 5% powdered milk, washed and 

Fig. 1  Effect of streptozotocin on rat blood glucose. At day “0” all 
rats had their initial ad  libitum body weight and blood glucose 
assessed. According to their body weight 10 rats were injected one 
single dose of streptozotocin (85  mg/kg) intraperitoneally. 5 rats 
were kept as control (naive). 48  h after STZ injection (day 2) rats 
were confirmed hyperglycemic. Blood glucose levels were higher 
than 300 mg/dl in STZ group compared to Control (****p < 0.0001). 
The graph shows the effectiveness of a single intraperitoneal dose of 
streptozotocin on maintaining high blood glucose levels throughout 
the experiment time of 60 days
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incubated overnight at 4 °C with primary antibodies (Table 2). 
The membranes were then washed and incubated for 2 h at 
room temperature with a peroxidase-conjugated anti-rabbit sec-
ondary antibody diluted in 1:5000 (ZIMED Laboratories Inc). 
In every immunoblotting experiment GAPDH (anti-GAPDH 
antibody 1:5000; Abcam) was used as an internal control. Anti-
body bounding was visualized using a chemiluminescence kit 
(Clarity Max Western ECL Substrate, BIO-RAD Laborato-
ries; Italy). The bands were corrected by the optical density of 
GAPDH (1:5000, Abcam) considering samples from control 
animals as the standard for normalization. For quantification, 
densitometry was performed using the NIH-Scion Image 4.0.2, 
quantified by optical densitometry of the developed autoradio-
graphs (Scion Corporation, USA).

2.5  Statistical analysis

Results are presented as the mean ± standard error of the 
mean (SEM). Statistical analyses of data were generated using 
GraphPad Prism, version 8.4 (Graph Pad Software Inc., San 
Diego, CA, USA). Statistical comparison of more than two 
groups was performed using analysis of variance (ANOVA), 
followed by Tukey’s multiple comparisons test. Significance 
was defined as p < 0.05.

3  Results

3.1  Effect of streptozotocin on rat blood glucose 
level

The damage to insulin-producing B-cells in the pancreas 
caused by the toxic effects of STZ was verified through the 

measurements of blood glucose levels. Forty-eight hours 
after a single intraperitoneal injection of STZ (85 mg/Kg) 
the blood samples of STZ group presented high levels 
of glucose in relation to the Control group (p < 0.0001) 
(Fig. 1). Throughout the time course of the experiment 
blood glucose levels average in Control rats was 90 mg/
dl while in STZ rats the average was 480 mg/dl. No addi-
tional injections of STZ were needed to complete the 
study.

3.2  Effect of photobiomodulation on mitochondrial 
fission in the rat sciatic nerve

There was a decrease in the protein expression of DRP-1 
in the rat sciatic nerve in STZ group (p < 0.0001) when 
compared to Control (Fig. 2). It may indicate a reduction in 
mitochondrial fission in peripheral nerve fibers of diabetic 
rats in response to an increase in the fission activity in the 
DRG neurons. Furthermore, diabetic rats treated with PBM 
(STZ + PBM) had also a decrease in the protein expression 
of DRP-1 (p < 0.0001) in their sciatic nerve when compared 
to STZ group (Fig. 2).

3.3  Effect of photobiomodulation on mitochondrial 
fusion in the rat sciatic nerve

Concerning mitochondrial fusion, there were no statisti-
cal difference between STZ and Control group regard-
ing the protein expression of MFN-2 in the rat peripheral 
nerve fibers (Fig. 3). It may suggest an imbalance between 
mitochondrial fusion and fission activity in the diabetic 
peripheral nerve fibers in response to hyperglycemia. 
Moreover, STZ + PBM group had an increase (p < 0.001) 
in the levels of protein expression of MFN-2 in their 
peripheral nerve fibers when compared to STZ and to the 
Control group (Fig. 3). Such data may suggest that PBM 
could have a potential role in preventing or reversing a 
probable fusion/fission imbalance in the diabetic periph-
eral nerve fibers.

Table 1  Photobiomodulation 
parameters Protocol for the use of photobiomodulation

Irradiation parameters Treatment parameters

Emitter type: Gallium-Arsenide (GaAs) Beam spot size at target  (cm2): 0.13  cm2

Wavelength (nm): 904 nm Exposure duration (seconds): 18 s/point
Operating mode: Pulsed Radiant exposure (J/cm2): 6.23 J/cm2

Frequency (Hz): 9500 Hz Radiant energy (J): 0.81 J/point
Pulse on duration (nanoseconds): 60 ns Irradiated area  (cm2): 1.17  cm2

Beam shape: Circular Total radiant energy (J): 7.29 J/session

Table 2  Primary antibodies used in western blot assay

Antibody Molecular 
weight

Host species Dilution RRID

Mitofusin-2 80 KDa Rabbit 1:500 AB_2800025
DRP-1 80 KDa Rabbit 1:500 AB_10950498
GAPDH 37 KDa Rabbit 1:5000 AB_307275
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3.4  Effect of photobiomodulation on mitochondrial 
fission in the rat dorsal root ganglia

Results revealed an increase in the protein expression lev-
els of DRP-1 in the DRG neurons in STZ group (p < 0.003) 
when compared to Control (Fig. 4). This data may corrob-
orate the result observed in the sciatic nerve where it was 
shown a decrease in DRP-1 levels in STZ group. It may 
probably occur higher mitochondrial fission activity in the 
DRG neurons of diabetic rats when compared to peripheral 
fibers. Furthermore, PBM decreased the protein levels of 
DRP-1 in STZ + PBM group (p < 0.0001) when compared 
to STZ. In addition, there was also a decrease between 
STZ + PBM and Control p < 0.0023 (Fig. 4) regarding 
DRP-1 protein expression levels.

3.5  Effect of photobiomodulation on mitochondrial 
fusion in the rat dorsal root ganglia

In contrast to DRP-1, STZ group showed a decrease in the 
protein expression levels MFN-2 in the DRG neurons when 
compared to Control p < 0.0001 (Fig. 5). Such difference in 
the protein expression levels of MFN-2 and DRP-1 in the 
DRG neurons may suggest altered mitochondrial fusion and 
fission activity in a hyperglycemic environment. Moreover, 
STZ + PBM group had an increase in the protein levels of 
MFN-2 in the DRG neurons (p < 0.0001) when compared 
to STZ. It was also observed an increase in MFN-2 protein 
expression levels in the DRG neurons between STZ + PBM 
and Control group (p < 0.0001) (Fig. 5).

Fig. 2  Effect of photobiomodulation on mitochondrial fission in the 
rat sciatic nerve. Western blot protein analysis of dynamin-related 
protein 1 (DRP-1) in the rat sciatic nerve. *p < 0.0001 in compari-

son between STZ and Control animals. **p < 0.0001 in comparison 
between STZ + PBM and STZ. ***p < 0.0001 in comparison between 
STZ + PBM and Control. 5 rats per group

Fig. 3  Effect of photobiomodulation on mitochondrial fusion in the 
rat sciatic nerve. Western blot protein analysis of mitofusin-2 (MFN-
2) in the rat sciatic nerve. ****p < 0.0001 in comparison between 
STZ + PBM and STZ. Statistical difference was also observed 

between STZ + PBM and Control (p < 0.0001). No statistical differ-
ence was observed between diabetic (STZ) and Control (CTRL) rats. 
5 rats per group
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4  Discussion

In this study, we evaluated the effect of PBM on mitochon-
drial dynamics in vivo. MFN-2 and DRP-1 protein expres-
sion levels were quantified in the peripheral nerve fibers 
and in the DRG neurons of diabetic rats through western 
blot assay. Diabetic peripheral neuropathy was developed 
by STZ-induced type 1 diabetes mellitus. PBM modulates 
the expression of those proteins involved in mitochondrial 
dynamics (MFN-2, DRP-1) in the SN and in the DRG 
neurons of diabetic rats treated with PBM. In addition, 
results presented herein demonstrated that one single dose 
of STZ (85 mg/kg) via intraperitoneal effectively induced 
the development of diabetic peripheral neuropathy in rats.

STZ is a naturally occurring diabetogenic compound 
that has been widely used to induce diabetes due to its 
particular toxicity to the insulin-producing β-cells of the 
pancreas [56, 57]. Of note, chronic hyperglycemia as a 
result of β-cells destruction induces the development 
of diabetic complications [58]. STZ toxic effects per se 

does not induce the development of diabetic neuropathy 
[59, 60]. In this study, rats had their blood glucose levels 
increased (hyperglycemia) 24 h after STZ (i.p) injection. 
Rats that were STZ injected had a significant decrease 
in body weight and also developed all the characteristics 
signs of diabetic complications as polyuria, polydipsia, 
polyphagia, and cataracts (data not shown here). Control 
animals had no significant changes in their blood glucose 
levels, body weight or developed any of the signs through-
out the whole experiment.

Rats were maintained in hyperglycemia condition for 
60 days with free access to food and water and they had 
their cages cleaned daily due to excess urine. PBM treat-
ment in diabetic rats started at the sixtieth (60) day after 
induction of diabetes. A total of ten (10) PBM sessions 
were applied every other day in the diabetic rat right hind 
paw and on the next day after the last PBM session all 
groups of rats (Control, STZ, STZ + PBM) were eutha-
nized and had their SN and DRG collected for protein 
expression analysis of MFN-2 (fusion) and DRP-1 (fission) 
by western blot.

Fig. 4  Effect of photobiomodulation on mitochondrial fission in the 
rat dorsal root ganglia. Western blot protein analysis of dynamin-
related protein 1 (DRP-1) in the rat dorsal root ganglia. *p < 0.003 in 

comparison between STZ and Control (CTRL) animals. **p < 0.0001 
in comparison between STZ + PBM and STZ. ***p < 0.003 in com-
parison between STZ + PBM and Control (CTRL). 5 rats per group

Fig. 5  Effect of photobiomodulation on mitochondrial fusion in the 
rat dorsal root ganglia. Western blot protein analysis of mitofusin 2 
(MFN-2) in the rat dorsal root ganglia. *p < 0.0001 in comparison 

between STZ and Control (CTRL) animals. **p < 0.0001 in com-
parison between STZ + PBM and STZ. ***p < 0.0001 in comparison 
between STZ + PBM and Control. 5 rats per group
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Interestingly, the data presented here showed that 
DRP-1 involved in mitochondrial fission had a decrease in 
the sciatic nerve of STZ rats but a significant increase in 
its protein level in the DRG neurons of STZ rats compared 
to Control group. Our results corroborate the findings in 
the literature that indicate hyperglycemia as a primary 
cause of DRG neuron injury in diabetic neuropathy [61]. 
In addition, mitochondrial fission is a prominent response 
during hyperglycemia and excessive mitochondrial fis-
sion may result in dysregulation of energy production and 
subsequent DRG neuron injury [62]. Moreover, hypergly-
cemia stimulates an increase of the Drp1/Bax complexes, 
which mediate apoptotic mitochondrial fragmentation in 
diabetic polyneuropathy [35]. Furthermore, PBM had a 
significant role in decreasing the protein expression of 
DRP-1 in both tissue (sciatic nerve, DRG) in diabetic 
rats treated with photobiomodulation (STZ + PBM). Thus, 
revealing that PBM may have a protective role against 
hyperglycemia in the peripheral nervous system.

No statistical difference was observed between STZ 
and Control rats regarding the protein expression of 
MFN-2 in the rat sciatic nerve. While DRG neurons of 
STZ group showed a decrease in the protein levels of 
MFN-2 in the DRG neurons in STZ rats when compared 
to control animals. This result notably indicates hypergly-
cemia as a detrimental factor that impairs mitochondrial 
biogenesis and exacerbates the imbalance between mito-
chondrial fusion and fission [63]. Additionally, PBM was 
able to increase the protein expression levels of MFN-2 
in the DRG neurons and in the SN of diabetic rats treated 
with photobiomodulation (STZ + PBM) when compared 
to diabetic rats (STZ). The increase of MFN-2 protein 
levels in the DRG neurons of STZ + PBM treated group 
was also statistically different from the Control group. 
Such a result may suggest that PBM might overexpress 
the levels of MFN-2 in the DRG to protect DRG neurons 
from injury during hyperglycemia.

The beneficial effects of photobiomodulation on a vari-
ety of diseases has been proved to be as a result of the 
direct interaction between light and mitochondria [48, 53, 
64–66]. Unfortunately, little is known about the effects 
of phototherapy in altering mitochondrial dynamics. 
Yujiao Lu et al. [67] showed that low-level laser irradia-
tion remarkably suppressed the protein levels of fission 
proteins (DRP-1, Fis-1, Mff, and Mief) in the rat hip-
pocampus of Alzheimer’s Disease. Tatmatsu-Rocha [53], 
demonstrated higher expression of mitofusin-2 (MFN-2) 
in rat diabetic wounds treated with photobiomodulation. 
Moreover, there is a lack of studies that investigate mito-
chondrial dynamics in type 1 diabetes. Hopefully, we can 
start changing this scenario.

5  Conclusion

In conclusion, our data demonstrate that photobiomodu-
lation exhibits an effective and reliable role in mitochon-
drial dynamics through the modulation of mitofusin-2 and 
dynamin-related protein 1 in an animal model of diabetic 
peripheral neuropathy. According to our results, photo-
biomodulation may protect dorsal root ganglia neurons 
and peripheral nerve fibers from the deleterious effects of 
chronic hyperglycemia. Photobiomodulation may have the 
ability to restore the balance between mitochondrial fusion 
and fission in the DRG neurons in a toxic environment 
(hyperglycemia). Further studies are necessary to eluci-
date the beneficial effects of photobiomodulation on the 
peripheral nervous system, especially with regard to dia-
betic peripheral neuropathy and mitochondrial dynamics.
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Abstract
Anterior Cingulate Cortex (ACC) has a crucial contribution to higher order pain processing. Photobiomodulation (PBM) has 
being used as integrative medicine for pain treatment and for a variety of nervous system disorders. This study evaluated the 
effects of PBM in the ACC of diabetic rats. Type 1 diabetes was induced by a single dose of streptozotocin (85 mg/Kg). A 
total of ten sessions of PBM (pulsed gallium-arsenide laser, 904 nm, 9500 Hz, 6.23 J/cm2) was applied to the rat peripheral 
nervous system. Glial fibrillary acidic protein (GFAP), mu-opioid receptor (MOR), glutamate receptor 1 (GluR1), and glu-
tamic acid decarboxylase (GAD65/67) protein level expression were analyzed in the ACC of diabetic rats treated with PBM. 
Our data revealed that PBM decreased 79.5% of GFAP protein levels in the ACC of STZ rats. Moreover, STZ + PBM rats 
had protein levels of MOR increased 14.7% in the ACC. Interestingly, STZ + PBM rats had a decrease in 70.7% of GluR1 
protein level in the ACC. Additionally, PBM decreased 45.5% of GAD65/67 protein levels in the ACC of STZ rats.

Keywords Diabetes · Hyperglycemia · Neuropathy · Phototherapy · Streptozotocin · Western blot

Abbreviations
ACC   Anterior cingulate cortex
i.p  Intraperitoneal
PBM  Photobiomodulation
STZ  Streptozotocin

1 Introduction

The anterior cingulate cortex (ACC) plays relevant role in 
pain perception [1], and despite its involvement in chronic 
pain development following peripheral nerve injury [2], 
however, the contribution of ACC to the experience of 
chronic pain in diabetic peripheral neuropathy (DPN) 
remains unclear. The ACC along with thalamus, insular 
cortex, prefrontal cortex, and somatosensory cortex is one 
of the main components of the pain matrix [3, 4]. Pain-
related studies with animals have shown that ACC mediates 

responses to inflammatory pain, neuropathic pain, spontane-
ous pain in the formalin test, and formalin-induced condi-
tioned place avoidance [5–8].

According to the International Diabetes Federation (IDF), 
there are approximately 463 million adults (20–79 years) 
living with diabetes worldwide, and by 2045, this will rise 
to 700 million (IDF ATLAS). This increase in the number of 
people with diabetes will be accompanied by an increase in 
the prevalence of diabetes complications [9]. Half of people 
living with diabetes develop DPN [10, 11], one of the lead-
ing causes of neuropathy worldwide [12]. DPN is character-
ized by the progressive loss of peripheral nerve fibers [13], 
and painful neuropathy is the main clinical consequences of 
this complex syndrome related to diabetes [14, 15]. Addi-
tionally, there is no effective treatment that prevents periph-
eral nerve fiber degeneration in DPN [16], except tight gly-
caemic control [17].

Painful DPN is characterized by tingling, burning, sharp, 
shooting, and lancinating pain [18]. Pain can be constant 
and cutaneous allodynia may be present [19, 20], negatively 
affecting diabetic people mood [21, 22]. Furthermore, peo-
ple living with painful DPN may also remove themselves 
from social activities and eventually develop depression 
[23, 24]. Given ACC involvement in the affective/motiva-
tional aspects of pain [25, 26] and its involvement in the 
glucose-monitoring network in the brain [27], it is of great 
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importance to develop research that aims to investigate the 
ACC participation in processing pain in DPN, which is still 
unknown. Recalling what has already been mentioned, no 
single pharmacological treatment exists to prevent pain or 
provide total pain relieve in painful DPN [28].

Astrocyte activation or astrogliosis in ACC has been 
linked with chronic or neuropathic pain [29, 30]. Astro-
cytes are the most numerous non-neuronal cells in the brain 
involved in modulateng a variety of neuronal activities [31, 
32], including glucose metabolism [33, 34]. Astrocytes 
were reported to highly express μ-opioid receptor (MOR) 
[35], one of the three subtypes of opioid receptors that play 
important role in modulating pain behavior and antinocicep-
tion [36]. Moreover, MOR are also efficacious mood enhanc-
ers and are involved in the activation of dopamine reward 
pathway [37, 38].

ACC is composed of both excitatory and inhibitory neu-
rons [39, 40], and GABAergic transmission in the ACC 
plays a critical role in modulating nociception and chronic 
pain in humans and animal [41]. Glutamatergic AMPA 
(α amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid) 
receptors (GluR1, GluR2, GluR3, and GluR4) involved in a 
variety of central nervous system functions [42–44], includ-
ing pain modulation [45], mediate the majority of excita-
tory synaptic transmission in the brain [46]. However, the 
roles of glutamatergic receptors in ACC during pain receive 
few attentions [6]. Additionally, changes in GABA content 
have recently been described in the central nervous system 
[47], including ACC of chronic pain patients [48, 49].

Based on the information presented here, the present 
study aimed to assess whether photobiomodulation (PBM) 
applied to the peripheral nervous system would have mod-
ulatory effects on the ACC in animal model of streptozo-
tocin-induced DPN. PBM has been used as complementary 
medicine for chronic and neuropathic pain treatment [50, 
51], nerve fibre regeneration [52], and a variety of diseases 
[53–57]. Of note, it is well known the beneficial effects of 
PBM on the central nervous system [58–61].

2  Materials and methods

2.1  Animals

The experiments were carried out in accordance with the 
CONCEA guidelines (CONCEA, Brazil), a constituent 
body of the Ministry of Science, Technology, and Innova-
tion (MCTI, Brazil). All protocols, including STZ-induc-
tion type 1 diabetes and photobiomodulation therapy, 
were approved by the Animal Research Ethics Committee 
(CEUA) of the Biomedical Sciences Institute of the Uni-
versity Sao Paulo (protocol number: CEUA 2269190619). 
All animals were handled according to the guidelines for 

the use of laboratory animals [62]. The study used a total 
of 30 adult male Wistar rats (250–300 g) supplied by the 
central animal facility of the Biomedical Sciences Institute 
of University of Sao Paulo. Rats were kept at room tem-
perature of 22 ± 2 °C with light/dark cycle (12:12 h). Food 
and water were provided ad libitum. The rats were allowed 
to acclimatize for at least 5 days prior to the onset of the 
study. They were randomly divided into three groups: (1) 
Naive rats were used as control animals (CTRL); (2) STZ 
animals, which were intraperitoneally injected with strep-
tozotocin (STZ, 85 mg/kg), and (3) STZ + PBM animals, 
which were injected with streptozotocin (STZ, 85 mg/kg) 
and treated with photobiomodulation (PBM). After STZ 
i.p injection, three rats died along the experimental time-
line. At the end of the study, we had nine rats per group.

2.1.1  Streptozotocin-induced type 1 diabetes

For the STZ-induced type 1 diabetes, a single dose of 
streptozotocin (85  mg/kg; S0130-1G, Sigma-Aldrich) 
diluted in 500 μL of 0.9% Saline were injected in the peri-
toneal cavity [63]. Blood glucose levels were assessed 
48H after STZ intraperitoneal injection to confirm hyper-
glycemia. Plasma glucose levels higher than 300 mg/dl 
were considered indicative of diabetes [64]. Glycemic con-
trol was assessed once a week using an ULTRAMINI® 
| ONETOUCH® blood glucose-monitoring system. A 
single administration of streptozotocin induced insulin-
dependent diabetes mellitus within 48H by the destruction 
of pancreatic islet cells [65].

2.2  Photobiomodulation

Rats in the STZ + PBM group were irradiated with a GaAs 
laser (Gallium  Arsenide, Laserpulse-Laser, Ibramed, 
Brazil) emitting a wavelength of 904 nm, output power 
of 45 mW, 0.13  cm2 beam area, 9500 Hz frequency, duty 
cycle (DC) 0.0617%, pulse time of 65 ns, and 6.23 J/cm2 
fluence (Table 1). CTRL and STZ groups were not submit-
ted to PBM. PBM initiated 60 days after diabetes induc-
tion. This time point was chosen, because we showed in a 
previous study that pain-related behavior (allodynia) and 
degeneration of peripheral nerve fibers were increased dur-
ing persistent hyperglycaemia in the long term (60 days) 
[63]. The PBM treatment was performed under anesthesia 
with isoflurane (Cristalia, MG, Brazil) every other day 
totalling ten sessions. After sterilization, the laser probe 
was lightly placed on the unshaved skin surface of the rat’s 
right thigh. Nine points in the region of the sciatic nerve 
were irradiated for 18 s each (Fig. 1). Points were irradi-
ated between intervals of 30 s.
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2.3  Protein expression analysis: Western blotting

On the next day after the last PBM session (10th ses-
sion), all the rats were anesthetized with 5% isoflurane 
and decapitated when fully sedated. The animals’ brains 
(anterior cingulate cortex) were removed for analysis of 
protein levels by Western blot assay. ACC were pooled 
from three rats of each group. Glial fibrillary acidic protein 
(GFAP), μ-Opioid receptor (MOR), Glutamate Receptor 1 

(GluR1), and Glutamic Acid Decarboxylase (GAD65/67) 
protein levels were quantified in the rat ACC. For total 
protein extraction, ACC was immersed in lysis buffer 
(90 mM KCl, 10 mM Hepes, 3 mM  MgCl2, 5 mM EDTA, 
1% glycerol, 1 mM DTT, 0.04% SDS, 20 mM Aprotinin, 
20  mM Pepstatin, 20  mM Leupeptin, 40  μM PMSF, 
100 mM Orthovanadate). The total protein concentration 
was obtained by Bradford method [66]. Subsequently, 
40 μg (ACC) of total protein underwent polyacrylamide 
gradient gel (4 and 20%) [67] electrophoresis and trans-
ferred to nitrocellulose membrane (Bio-Rad). The mem-
brane was subsequently stained with Ponceau solution to 
evaluate the similarity of protein concentration between 
the samples and for data normalization. Following Pon-
ceau washing with TBST (20 mM TRIS, 148 mM NaCl, 
Tween 20 0.1%), membrane was incubated with primary 
antibodies shown in Table 2 under constant agitation at 
4 °C overnight. After washing with TBST, the membrane 
was incubated with the peroxidase-conjugated anti-rab-
bit (1:5000) secondary antibodies for MOR, GluR1, and 
GAD65/67 and with the anti-mouse (1:5000) secondary 
antibodies for GFAP and β-Actin, at room temperature for 

Table 1  Photobiomodulation parameters

Irradiation parameters
 Wavelength (nm) 904 nm
 Operating mode Pulsed
 Frequency (Hz) 9500 Hz
 Pulse on duration (nanoseconds) 65 ns
 Beam shape Circular

Treatment parameters
 Beam spot size at target  (cm2) 0.13  cm2

 Exposure duration (seconds) 18 s/point
 Radiant exposure (J/cm2) 6.23 J/cm2

 Radiant energy (J) 0.81/point
 Number of points irradiated 9
 Irradiated area  (cm2) 1.17  cm2

 Application technique Skin contact
 Number and frequency of treatment 10 sessions 

performed 
every 
other day

 Total radiant energy (J) 7.29 J/
session. 
72.9 J total 
sessions

Fig. 1  Photobiomodulation session a Represents laser device and 
laser probe (904 nm). PBM sessions were applied to the rat periph-
eral nerve fibers by superficial skin contact—rats were anesthetized 

 (O2/Isoflurane) to receive PBM therapy. b Nine points were irradiated 
with PBM (904 nm) on the rat right leg

Table 2  List of primary antibodies used for Western Blotting

Antibody Host species Molecular 
weight

Dilution RRID

GFAP Mouse 50 KDa 1:1000 AB_477010
MOR Rabbit 50 KDa 1:1000 AB_2156520
GluR1 Rabbit 106 KDa 1:1000 AB_2113602
GAD65/67 Rabbit 65/67 KDa 1:1000 AB_90715
Beta-Actin Mouse 42 KDa 1:5000 AB_476743
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90 min. The membrane was then washed again with TBST 
and submitted to chemiluminescence detector (UviTec Gel 
Doc Systems). The bands corresponding to the protein of 
interest were quantified by optical densitometry using 
the ImageJ software (NIH; USA), and the values were 
expressed as percentage [68]. For GFAP, MOR, GluR1, 
and GAD65/67, protein expression in the ACC, the same 
nitrocellulose membrane was used after stripping process 
for each antibody, and then, β-actin data were the same 
for all antibodies.

3  Statistical analysis

Statistical analyses of data were generated using GraphPAd 
Prism, version 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). 
For Western blot analysis statistical comparison among 
groups was performed using one-way analysis of variance; 
differences between means were tested by Bonferroni’s mul-
tiple comparison test. In all cases, p < 0.05 was considered 
statistically significant.

4  Results

4.1  Type 1 diabetes onset through a single dose 
of STZ evaluated by blood glucose levels

One single intraperitoneal injection of STZ (85 mg/kg) 
diluted in 500 μL of Saline 0.9% was used to induce type 1 
diabetes in male Wistar rats. The difference between means 
(STZ and CTRL) was 292.3 md/dl in ad libitum blood glu-
cose level. STZ group had a mean blood glucose level of 
387.7 mg/dl compared to CTRL, 95.40 mg/dl. STZ revealed 
a significant blood glucose level increase compared to CTRL 
[F (3,16) = 313.6; p < 0.0001] (Fig. 2).

4.2  Effect of photobiomodulation on Glial Fibrillary 
Acidic Protein (GFAP) in the Anterior Cingulate 
Cortex (ACC)

STZ group revealed an increase in GFAP protein expres-
sion in the ACC of diabetic rats, compared to CTRL and 
STZ + PBM groups (Fig. 3) [F (2,6) = 2859; p = 0.0001]. 
Western blotting data also revealed that PBM signifi-
cantly decreased GFAP protein expression in the ACC in 
STZ + PBM group compared to STZ and CTRL groups 
(p < 0.0001). PBM decreased 138.52% of GFAP protein 
expression in the ACC of STZ + PBM group compared to 
STZ and 79.49% compared to CTRL (Fig. 3).

4.3  Effect of photobiomodulation on μ-Opioid 
Receptor (MOR) in the Anterior Cingulate Cortex 
(ACC)

STZ group revealed a decrease in MOR protein expres-
sion in the ACC of diabetic rats, compared to CTRL and 
STZ + PBM groups (Fig. 4) [F (2,6) = 39.05; p = 0.0004]. 
Western blotting data also revealed that PBM increased 
MOR protein expression in the ACC of STZ + PBM group 
compared to STZ (p < 0.0049) group. PBM increased 14.77% 

Fig. 2  Blood Glucose Effect of STZ on ad libitum blood glucose lev-
els. &p < 0.0001 between Control and STZ. *p < 0.0001 among 15, 
45, 75 and day 0 in STZ. £p < 0.0001 among 75 and 45, 15 days in 
STZ

Fig. 3  Glial fibrillary acidic protein. Western blotting analysis of 
PBM on GFAP in the rat ACC. *p < 0.0001 STZ/CTRL; **p < 0.0001 
STZ + PBM/STZ; ***p < 0.0001 STZ + PBM/CTRL. Each black 
point in the graph represents a pool of three rats
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of MOR protein expression in the ACC of STZ + PBM group 
compared to STZ group (Fig. 4).

4.4  Effect of photobiomodulation on Glutamate 
Receptor 1 (GluR1) in the Anterior Cingulate 
Cortex (ACC)

STZ group revealed a decrease in GluR1 protein expres-
sion in the ACC of diabetic rats, compared to CTRL group 
(Fig. 5) [F (2,6) = 724.4; p = 0.0001]. Western blotting data 
also revealed an even greater decrease in STZ + PBM group 
compared to both groups. PBM decreased 10.48% of GluR1 
protein expression in the ACC of STZ + PBM group com-
pared to STZ and 70.7% compared to CTRL (Fig. 5). STZ 
group had a decrease of 60.22% of GluR1 protein expression 
compared to CTRL.

4.5  Effect of photobiomodulation on Glutamic 
Acid Decarboxylase (GAD65/67) in the Anterior 
Cingulate Cortex (ACC)

STZ group revealed a decrease in GAD65/67 protein 
expression in the ACC compared to CTRL group (Fig. 6) 
[F (2,6) = 103.6; p = 0.0001]. After PBM treatment, our 
western blotting data revealed that PBM also decreased 
GAD65/67 protein expression in STZ + PBM group com-
pared CTRL (p < 0.0001). STZ group had a decreased of 
47.51% of GAD65/67 protein expression compared to 
CTRL and STZ + PBM had a decreased of 45.51% com-
pared to CTRL (Fig. 6). No statistical difference was found 

Fig. 4  Mu-opioid receptor. Western blotting analysis of PBM 
on MOR in the rat ACC. *p < 0.0004 STZ/CTRL; **p < 0.0049 
STZ + PBM/STZ; ***p < 0.0467 STZ + PBM/CTRL. Each black 
point in the graph represents a pool of three rats

Fig. 5  Glutamate receptor 1. Western blotting analysis of PBM 
on GluR1 in the rat ACC. *p < 0.0001 STZ/CTRL; **p < 0.0003 
STZ + PBM/STZ; ***p < 0.0001 STZ + PBM/CTRL. Each black 
point in the graph represents a pool of three rats

Fig. 6  Glutamic acid decarboxylase. Western blotting analysis 
of PBM on GAD65/67 in the rat ACC. *p < 0.0001 STZ/CTRL; 
**p < 0.0001 STZ + PBM/CTRL. No statistical significance was 
found between STZ + PBM and STZ. Each black point in the graph 
represents a pool of three rats
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between STZ + PBM and STZ regarding protein expression 
of GAD65/67 in the rat ACC.

5  Discussion

In the present study, we investigated the effects of PBM on 
the supraspinal brain region involved in the cognitive and 
emotional processing of peripheral painful sensation, ACC. 
In our study, we used rat model of diabetic peripheral neu-
ropathy induced by a single dose of streptozotocin (STZ, 
85 mg/kg) injected in the peritoneal cavity (intraperitoneal, 
i.p). Rats that were injected with STZ developed hyperglyce-
mia 24 h after STZ i.p injection. Furthermore, STZ-induced 
diabetic rats developed the most common signs of diabetic 
neuropathy. It includes severe weight loss, polyuria, poly-
phagia and, in some cases, cataracts (data not shown). Addi-
tionally, we have previously shown that one single dose of 
STZ (85 mg/kg) induced allodynia in rat model of diabetic 
peripheral neuropathy and that PBM restore pain thresh-
old in those rats [63]. Streptozotocin-induced diabetic rats 
had an average blood glucose level of 387.7 mg/dl. Control 
(CTRL) rats developed no signs of diabetic neuropathy and 
had an average blood glucose level of 95.40 mg/dl through-
out the experimental timeline (12 weeks).

Currently, there is an increasing body of evidence show-
ing the involvement of ACC in the perception of physical 
and affective components of pain [69–73]. Of note, little is 
known about the direct effects of hyperglycemia (diabetes) 
on ACC. Moreover, there is a limited but growing body of 
evidence concerning the effects of PBM on the brain [58, 
60, 61, 74]. Furthermore, less is known about how PBM 
that was applied to the peripheral nervous system has the 
potential to modulate protein levels in supraspinal segments 
in the central nervous system. We present here the modu-
latory effects of photobiomodulation on (1) glial fibrillary 
acidic protein (GFAP), (2) μ-opioid receptor (MOR), and 
(3) glutamate receptor (GluR1) protein levels in the ACC of 
diabetic rats in streptozotocin-induced diabetic peripheral 
neuropathy.

Initially, our results showed that hyperglycemia increases 
GFAP protein levels in the ACC of diabetic rats (STZ) when 
compared to control (CTRL) group. It must be mentioned 
that one of the major roles played by astrocytes is their direct 
involvement in energy storage and supply for the brain [33, 
75, 76]. Moreover, Coleman et al. [77] and Saraiva et al. [78] 
demonstrated changes in GFAP expression in the central 
nervous system (CNS) in rodent diabetes model. However, 
the effects of high glucose on astrocytes metabolism and 
function remains unclear [75]. Of note, we showed here 
that diabetic rats treated with PBM (STZ + PBM) had a sig-
nificant decrease of GFAP protein levels in the ACC when 

compared to STZ group. There was also statistical difference 
between STZ + PBM and CTRL group.

It was also presented here that PBM increased μ-opioid 
receptor (MOR) in the ACC of diabetic rats (STZ + PBM) 
when applied to the peripheral nervous system. STZ rats 
had a decrease in MOR protein levels when compared to 
CTRL group. Opioid receptors comprise four members, the 
classical μ (MOR), δ (DOR), and κ (KOR) receptors, and 
the non-classical nociceptin/orphanin FQ (NOP) receptor 
[79]. MOR receptors are the most important class of recep-
tors clinically, playing an important role in pain treatment 
[36, 80, 81]. Interestingly, MOR was reported to be highly 
expressed in the central nervous system astrocytes [82]. 
However, the role of astrocytic MOR has not been investi-
gated [82, 83]. Furthermore, little is known about the role 
of astrocytes and MOR in diabetic peripheral neuropathy, 
especially regarding ACC.

In the present study, we also showed that hyperglycemia 
decreased glutamate receptor (GluR1) protein levels in the 
ACC of diabetic rats (STZ) compared to control (CTRL). 
Surprisingly, PBM decreased even further GluR1 protein 
levels in the diabetic rats (STZ) that were treated with PBM. 
Glutamate is the main excitatory neurotransmitter in the 
mammalian brain where astrocytes play an important role 
in removing 90% of such neurotransmitter from the syn-
apse in the central nervous system [84, 85]. Bolo et al. [86] 
and Wiegers et al. [87] demonstrated elevated brain gluta-
mate levels in people with type 1 diabetes, but they did not 
correlate such results with ionotropic glutamate receptor 1 
(GluR1). Moreover, Andersen et al. [84] showed impaired 
glutamate and glutamine metabolism in the hippocampus of 
mouse model of type 2 diabetes but did not make any cor-
relation between this finding and GluR1.

Additionally, we evaluated the effects of PBM on the 
modulation of protein levels of glutamic acid decarboxylase 
(GAD65/67) on the ACC of diabetic rats (STZ). GAD65/67 
plays an important role in the synthesis of gamma-amin-
obutyric acid (GABA) in the central nervous system (CNS) 
[88]. GABA is the principal inhibitory transmitter in the 
CNS, including the spinal dorsal horn and ACC [88, 89]. 
Our results demonstrated that diabetic rats (STZ) had a sig-
nificant decrease in the levels of GAD65/67 in the ACC 
compared to control rats. Interestingly, PBM had no effect 
in GAD65/67 protein levels of diabetic rats. The effects of 
hyperglycemia on GAD65/67 protein modulation should be 
further investigated.

Regarding the abscopal effects of PBM our data sum-
marized here corroborates the findings presented by Mitro-
franis et al. [90]. Mitrofanis and colleagues showed that ten 
consecutive days of remote PBM had neuroprotective effects 
in mice model of Parkinson’s disease (PD) [90]. Accord-
ing to their study, remote PBM produces modest but wide-
spread changes in the brain transcriptome [90]. With respect 
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to working memory and cognitive functions in which ACC 
plays an important role, Salehpour et al. [91] demonstrated 
in a case report that an individual affected by Alzheimer’s 
disease (AD) treated with transcranial e intranasal PBM had 
improvements in cognitive abilities, working memory, as 
well as in quality of life [91]. Another interesting finding 
with respect to indirect effects of PBM was demonstrated 
by Kern et al. [92]. In STZ-induced diabetes in mice, PBM 
attenuated diabetes-induced retinopathy by improving dia-
betic-changes in superoxide generation, leukostasis, and 
expression of ICAM-1 [92]. Kern and colleagues showed 
that such significant results were achieved with the mice’s 
head protected from the light therapy, the retina itself did not 
receive PBM directly [92].

6  Conclusion

In conclusion, the present study demonstrated the abscopal 
effects of PBM on the ACC of diabetic rats. Interestingly, 
hyperglycemia had expressive modulatory effect on the 
protein levels of GFAP, MOR, GluR1, and GAD65/67 on 
the ACC of diabetic rats. Surprisingly, PBM applied to the 
peripheral nervous system of these diabetic animals modu-
lated the protein levels of GFAP, MOR, and GluR1 on the 
ACC. PBM had no effect on the modulation of GAD65/67. 
Our results suggest that PBM applied to the periphery may 
have interesting effects on supraspinal brain regions, espe-
cially on the ACC. We must further investigate the effects of 
hyperglycemia in this brain region and why and how PBM 
that was applied to the peripheral nervous system elicits its 
effect on supraspinal brain region.
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