Universidade do Vale do Paraiba
I nstituto de Pesquisa e Desenvolvimento

FILIPE ABDALLA DOS REIS

ANALISE DA INFLUENCIA DA IRRADIACAO DO LASER DE BAIXA
POTENCIA ARSENIETO DE GALIO E ALUMINIO (660 nm) SOBRE A
RECUPERACAO FUNCIONAL E MORFOLOGICA DO NERVO
CIATICO DE RATOSAPOSLESAO POR NEUROTMESE SEGUIDA
DE ANASTOMOSE EPINEURAL

S0 José dos Campos, SP
2006



Reis, Filipe Abdalla dos

Analise da influéncia da irradiacao do laser de baixa poténcia arsenieto de
galio e aluminio (660 nm) sobre a recuperagio funcional e morfologica do nervo
ciatico de ratos apos lesao por neurotmese seguida de anastomose epineural. /

Filipe Abdalla dos Reis. Sdo Jose dos Campos: Univap, 20006.
1 Disco laser. color

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pos-

Graduagao em Bioengenharia do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento

da Universidade do Vale do Paraiba, 2006

1. Nervo ciatico 2. Terapia a laser de baixa intensidade 3. Ferimentos e
lesdes 4 Fisioterapia I Nicolau, Renata Amadei, Orient II.Titulo

CDU:616-001.32

Autorizo, exclusivamente para fins académicos e cientificos, a reprodugdo total

ou parcial desta dissertagdo, por processos fotocopiadores
eletronica, desde que citada a fonte.

I T*f——\rk N
A - I \\Jz‘/‘f‘l
o p /)
- |/ 1 /v Gy -
Assinatura do aluno: < 4 JJ(,M i

~——_

Data: 7 de evermbro| 2066 !

ou transmissao



FILIPE ABDALLA DOS REIS

ANALISE DA INFLUENCIA DA IRRADIACAO DO LASER DE BAIXA
POTENCIA ARSENIETO DE GALIO E ALUMINIO (660 nm) SOBRE A
RECUPERACAO FUNCIONAL E MORFOLOGICA DO NERVO
CIATICO DE RATOSAPOS LESAO POR NEUROTMESE SEGUIDA
DE ANASTOMOSE EPINEURAL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos
graduacdo em Bioengenharia da Universidade do
Vale do Paraiba, como complementacéo dos créditos
necessarios para obtencdo do titulo de Mestre em
Engenharia Biomédica.

Orientadora: Prof?. Dra. Renata Amadei Nicolau

Sé0 Jose dos Campos, SP
2006



“ANALISE DA INFLUENCIA DA IRRADIACAO DO LASER DE BAIXA POTENCIA
ARSIENETO DE GALIO E ALUMINIO (660NM) SOBRE A RECUPERACAO FUNCIONAL E
MORFOLOGICA DO NERVO CIATICO APOS LESAO POR NEUROTIMESE SEGUIDA DE

ANASTOMOSE EPINEURAL”

Filipe Abdalla dos Reis

Banca Examinadora:

PY_ /((,u (2008 ﬁ—ngﬁ’tV\}J

Prof. Dr. Marcos Tadeu Tavares Pacheco
Diretor do IP&D - UniVap



Dedico

Para meus queridos Pais Sebastido e Ana
Maria, meus Irmaos Marcelo e
Leonardo, para Ana Carulina e meus
amigos.



Agradecimentos

A Deus, pela grandiosidade de poder transformar sonhos em realidades.

A professora Renata Amadel Nicolau, pelo incentivo a pesquisa, orientacfes e auxilio
em grande parte da execucdo deste trabalho. Sua inteligéncia e dedicagdo sempre me
inspiraram e me espelharei em sua sabedoria e humildade para o resto de minha vida

A professora Maira Regina Rodrigues Magini, pelo auxilio no trabalho e
principal mente pela amizade.

Ao professor e co-orientador Paulo de Tarso Camillo de Carvaho, meu eterno
professor, grande amigo e chefe, por ter principamente possibilitado a realizacdo deste
trabalho, auxiliando nas discussdes e elaboragbes dos artigos cientificos, auxilio para a
obtencdo da amostra e por ceder os laboratérios da Universidade para o Desenvolvimento do
Estado e da Regido do Pantanal — UNIDERP, Campo Grande/ MS.

A Professora landara S. Silva pela imensa colaboracdo com a realizacdo dos
procedimentos cirdrgicos e sua prestatividade, abdicando de momentos familiares para
disponibilizar sua gjuda nesta pesquisa.

Aos professores e colegas de trabalho que me substituiram nas semanas de aula para o
cumprimento dos créditos, principal mente os Professores Baldomero Antonio Kato da Silvae
Daniel Martins Pereira que sempre se demonstraram prestativos e amigos nestes momentos.

Ao professor e amigo, Dr. Augusto Ken Sakihama, que me incentivou na carreira
académica e cientifica.

Ao meu tio Mauro, tia Dilze, meus primos Tiago e Pedro, pelo carinho, acolhimento,
prestatividade e amparo em todos 0s momentos em que estive em Sdo José dos Campos / SP.
Vocés transformaram S&o José dos Campos em lar e 0 meu sonho de ser Mestre em realidade.

A minha noiva, Ana Carulina Guimardes Belchior, que sempre esteve junto, sempre
cobrando, estudando, criticando, mas com certeza buscando o melhor para mim. Vocé muitas
vezes foi minha orientadora nesta pesquisa e sou muito grato por fazer parte da sua vida.

Aos professores e amigos, Nadia Fernandes Marconi e Gil Lucio Almeida, que me
ensinaram os caminhos da carreira cientifica, quando residi em Ribeir&o Preto.

A todos os professores, colegas e funcionarios do Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento da Universidade do Vae da Paraiba, que em agum momento solicitei
informacdo e auxilio.



"O Unico lugar onde o sucesso vem antes do trabalho é no dicionario”.

Albert Einstein



Andlise dainfluéncia dairradiacdo do laser de baixa poténcia arsenieto de galio
e aluminio (660 nm) sobre a recuperacdo funciona e morfolbgica do nervo
ciético de ratos apos lesdo por neurotmese seguida de anastomose epineural

RESUMO

Introducéo e Objetivos: As lesBes nervosas periféricas podem comprometer atividades
didrias de um individuo e resultam em perda da sensibilidade e motricidade do territério
inervado. Com intuito de acelerar 0s processos regenerativos, objetivourse analisar a
influéncia da aplicagdo do laser de GaAlAs (660 nm) sobre a recuperagéo funcional e
histomorfométrica do nervo ciético de ratos. Material e Métodos: O nervo cidico de 12
ratos Wistar foi submetido a lesdo por neurotmese e anastomose epineural e divididos em 2
grupos: placebo e laserterapia. Apés a lesdo, utilizouse o laser de GaAlAs, 660 nm, 4 Jcnt,
26,3 mW, feixe de 0,63 cn, em 3 pontos equlidistantes sobre alesdo, por 20 dias. Resultados
e Conclusdo: A comparacao do indice funciona do ciético (IFC) ndo resultou em diferenca
significante entre os grupos e ndo houve diferenca estatistica na andlise histomorfométrica
entre os grupos. Conclui-se que os parametros e métodos utilizados demonstram resultados

nulos sobre o IFC e ndo traz mudancgas significativas quanto a analise histomorfométrica
nervosa no periodo avaliado.

Palavras-chaves: Regeneracéo Nervosa / efeitos de radiacdo, Lasers / uso terapéutico, Terapia
aLaser de Baixa Intensidade.



Anaysis on the influence of Gallium Aluminum Arsenide laser
application (660 nm) on functional and morphological recovery of the sciatic
nerve in rats following neurotmesis lesion

ABSTRACT

Background and Objectives. Peripheral nerve lesions may compromise individua’s
daily activities. With the aim of accelerating the regenerative processes, the objective here
was to study the influence of applying GaAlAs laser (660 nm) on functional and
histomorphological recovery of the sciatic nerve in rats. Design/Materials and Methods:
Twelve 12 Widtar rats were subjected to neurotmesis lesion on their sciatic nerve and
anastomosis epineural were divided into two groups: placebo and laser therapy. For the latter,
GaAlAs laser was utilized (660 nm, 4 Jenf, 26.3 mW and 0.63 cnf beam), at three
equidistant points on the lesion, for 20 days. Results and Conclusions. Comparison of the
sciatic functional index (SFI) showed that there was no significant difference between the pre-
lesion value of the laser therapy group and the placebo group, while there was no statistical
difference between the groups in the histomorphometric analysis. It is concluded that the
parameters and methods utilized demonstrate no positive results on SFI and do not bring
significant changes with regard to nerve morphometry over the time period evaluated.

Key-words. Nerve Regeneration / radiation effects, Lasers / therapeutic use, Laser Therapy,
Low-Level.
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Esquema da anatomia bésica do nervo periférico.

Esquema da estrutura da bainha de mielina.

Fonte: http://www.unlu.edu.ar adaptado por Filipe Abdalla dos Reis
Desenho esquematico de um feixe nervoso, observar em A) epineuro;
B) Perineuro; C) endoneuro; D) Fio de sutura. Coloracdo Tetradxido de
osmio. Aumento de 40 X.

Desenho esquemético do feixe nervoso, observar em: A) bainha de
mielina; B) axbnio; C) endoneuro. Coloracéo Tetradoxido de Gsmio.
Aumento 400X.

Esquema dos nédul os de Ranvier e conducéo saltatoria

Fonte: www.schering.hu adaptado por Filipe Abdalla dos Reis

Célula de Schwann (azul) em nervo cidtico de rato e nucleos (rosa).
Técnica de fluorescéncia (DAPI).

Fonte: Radtke et al. (2005).

Esquema dos tipos de lesdes nervosas: A) neuropraxia; B) axoniotmese
e C) neurotmese.

Esguema da degeneracdo Walleriana. Observar em: A) macrofago.
Esquema da sequiéncia de eventos em uma lesdo neuronal, seguida de
regeneracdo. Em: A) Lesdo nervosa; B) Macrofagos englobam os restos
de mieling; C) Cones de crescimento; D) Mielinizagdo do axonio
regenerado. Fonte: Johnson, Zoubos e Soucacos (2005).

Diagrama de técnicas de anastomose, incluindo: A) cola de fibrina; B)
epineura simples; C) Bunnel e D) Tgima.

Fonte: Temple et al. (2004).

Esquema da impressdo em papel da pata de um rato normal com as
medidas I TS (espago entre 0 segundo e quarto dedo), TS (espago entre
0 primeiro e quinto dedo), e PL (espaco entre o calcanhar e o terceiro
dedo).

Efeitos fisicos da interacéo laser-tecido biol dgico.

Coeficiente de absorcdo para aguns comprimentos de onda.

Fonte: Cotton (2004)

Foto do procedimento cirdrgico nho momento em que era realizada a
lesdo por neurotmese do nervo ciatico. Observar em: A) coto distal; B)
coto proximal.

Foto da anastomose do nervo ciatico. Observar em: A) agulha néo-
traumdtica; B) Coto distal; C) Coto proximal; D) Fio de sutura.
Aplicagdo da laserterapia sobre a lesdo do nervo ciéico com auxilio de
luva de borracha para contencéo do animal.

Passarela de madeira (5 x 7 x 42 cm) para realizacdo da marcha
utilizada para a coletado | FC.

Figura 18. Demonstracdo dos valores para o cdculo do IFC. Observar
em: A) pata normal e B) membro lesionado.

Figura esguematica da lamina e as regifes dos 5 quadrantes avaliados
histomorfometricamente.

Imagem iludtrativa do programa Image-Pro Plus. Notar em: A)
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gquadrante; B) 350 x 350; C) medida em pm e D) ferramenta perform
segmentation.

Imagem ilustrativa do programa Image-Pro Plus. Notar em: A)
ferramenta count and measure objects; B) Meansure; C) Count; D)
Auto-classification; E) Statistics; F) Mean (média dos valores).
Montagem de Fotomicrografias do terceiro quadrante, onde A-B
correspondem ao grupo 1 e C-D grupo 2. Observar: epineuro (Ep);
perineuro (Pn); Bainha de mielina (BhM).

Anatomia basica do nervo periférico.

Fonte: http://www.guia.heu.nom.br

Esquema da estrutura da bainha de mielina.

Fonte: http://www.unlu.edu.ar adaptado por Filipe Abdalla dos Reis
Desenho esquemético de um feixe nervoso, observar em A) epineuro;
B) Perineuro; C) endoneuro; D) Fio de sutura. Coloragdo Tetradxido de
Gsmio. Aumento de 40 X.

Desenho esquemético do feixe nervoso, observar em: A) bainha de
mieling; B) axbnio; C) endoneuro. Coloragdo Tetradxido de Osmio.
Aumento 400X.

Esquema dos nodulos de Ranvier e conducéo saltatoria.

Fonte: www.schering.hu adaptado por Filipe Abdalla dos Rels

Céula de Schwann (azul) em nervo cidico de rato e nicleos (rosa).
Técnica de fluorescéncia (DAPI).

Fonte: Radtke et a. (2005).

Esquema dos tipos de lesdes nervosas: A) neuropraxia; B) axoniotmese
e C) neurotmese.

Esquema da degeneracéo Walleriana. Observar em: A) macréfago.
Esquema da seqiiéncia de eventos em uma lesdo neuronal, seguida de
regeneracdo. Em: A) Lesdo nervosa; B) Macréfagos englobam os restos
de mielina; C) Cones de crescimento; D) Mielinizacdo do ax6nio
regenerado. Fonte: Johnson Zoubos e Soucacos (2005).

Diagrama de técnicas de anastomose, incluindo: A) cola de fibrina; B)
epineural simples; C) Bunnel e D) Tgima

Fonte: Temple et al. (2004).

Esquema da impresséo em papel da pata de um rato norma com as
medidas I TS (espaco entre 0 segundo e quarto dedo), TS (espaco entre
0 primeiro e quinto dedo), e PL (espaco entre o calcanhar e o terceiro
dedo).

Efeitos fisicos da interacdo |aser-tecido biol 6gico.

Coeficiente de absorcdo para a guns comprimentos de onda.

Fonte: Cotton (2004)

Foto do procedimento cirdrgico no momento em que era realizada a
lesdo por neurotmese do nervo ciatico. Observar em: A) coto distal; B)
coto proximal.

Foto da anastomose do nervo cidtico. Observar em: A) agulha ndo-
traumética; B) Coto distal; C) Coto proximal; D) Fio de sutura.
Aplicacdo da laserterapia sobre a lesdo do nervo ciético com auxilio de
luva de borracha para contencdo do animal.

Passarela de madeira (5 x 7 x 42 cm) para redlizagdo da marcha
utilizada para a coleta do | FC.
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Figura esquematica da lamina e as regifes dos 5 quadrantes avaliados
histomorfometricamente.

Imagem ilustrativa do programa Image-Pro Plus. Notar em: A)
quadrante; B) 350 x 350; C) medida em pm e D) ferramenta perform
segmentation.

Imagem ilustrativa do programa Image-Pro Plus. Notar em: A)
ferramenta count and measure objects; B) Meansure; C) Count; D)
Auto-classification; E) Statistics; F) Mean (média dos valores).
Montagem de Fotomicrografias do terceiro quadrante, onde A-B
correspondem ao grupo 1 e C-D grupo 2. Observar: epineuro (Ep);
perineuro (Pn); Bainha de mielina (BhM).
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos houve avancos importantes no estabel ecimento de novas estratégias de
tratamento para estimular a regeneragdo das |lesdes nervosas periféricas. Pesquisas reforcam que a
regeneracd € um processo complexo, que desencadeia complicaces no quadro clinico e
funcional do paciente quando ocorrerem falhas durante o reparo nervoso (ROCHKIND;

QUAKNINE, 1992).

Os nervos periféricos sdo avos constantes de lesdes de origem traumética, como
esmagamento e secgoes totais, resultando em diminuic¢éo ou perda da sensibilidade e motricidade
no territério inervado, cuja severidade depender4d do acometimento de estruturas. O
comprometimento das atividades diérias de pacientes com lesdo de nervo periférico € fator
determinante para estabelecer metas de recuperaciio precoce do mesmo (RODRIGUEZ;

VALERO-CABRE; NAVARRO, 2004).

A recuperacdo nervosa periférica apds uma lesdo tem intrigado os pesquisadores ha muito
tempo, com producdo de grande quantidade de estudos cientificos sobre as mais variadas técnicas
de reparacdo, fendbmenos envolvidos na regeneracdo e métodos de avaliacdo dos resultados.
Embora haja certa recuperacdo na maioria das lesdes nervosas, estas ocorrem lentamente e muitas

vezes de forma incompleta (ROCHKIND; QUAKNINE, 1992).

Estimase que a incidéncia das lesbes traumaticas em alguns paises seja superior a
500.000 novos casos anuamente (RODRIGUEZ; VALERO-CABRE; NAVARRO, 2004) onde
2,8% dos pacientes adquirem incapacidades vitalicias (NOBLE, MUNRO; PRASAD, 1998). Tal
fato justifica a continuidade da producéo de terapias as quais permitam subtrair o nivel de lesdo e

incapacidade.



E prética comum na fisioterapia a utilizagio de instrumentos terapéuticos com finalidade
regenerativa. Para lesdes nervosas periféricas, a estimulacéo elétrica (MENDONCA; BARBIERI;
MAZZER, 2003), o ultraasom (CHANG; HSU, 2004; RASO et a., 2005) e o laser ce baixa
poténcia (GIGO-BENATO; GEUNA; ROCHKIND, 2005) tém sido utilizados com intuito de

acelerar 0s processos regenerativos, buscando o retorno precoce da funcionalidade do paciente.

O laser de baixa poténcia (LBP) comegou a ser utilizado no processo de regeneracéo e
recuperacdo funcional de lesdes nervosas periféricas na década dos anos 70, havendo vérios

relatos e divergéncias sobre os resultados obtidos (BASFORD, 1995).

Rochkind et al. (1988) afirmaram que a irradiacdo com LBP, mais especificamente do
laser de Hélio-Nebnio (He-Ne, 632,8 nm), aumenta o potencial de agdo do nervo ciético em rato.
Simultaneamente, este tipo de irradiacdo quando aplicada de forma transcutanea sobre o nervo
ciéico com lesdo por esmagamento previne a queda do potencial de acdo e formac&o cicatricial,
além de acelerar 0 processo regenerativo e atenuar mudancas degenerativas nos segmentos
correspondentes na medula espinhal presentes apés a lesdo nervosa, efeitos estes que se

perpetuam ao menos por 1 ano (ROCHKIND et al., 2001).

A laserterapia, empregando emissdo de radiacdo em 780 nm, tem promovido bons
resultados em nervos ciaticos de ratos apos completa secgdo seguida de anastomose. A aplicacdo
didgria por 30 minutos em 21 dias consecutivos, transcutdneamente sobre o0s segmentos
correspondentes da medula espinhal e na regido lesionada promoveram respostas somato-
sensdrias positivas em 51% a mais em animais irradiados comparados a animais controle. O
estudo histocitoquimico demonstrou aumento da quantidade de nimero de axénios e melhor
qualidade do processo regenerativo devido a presenca de axénios com maior diametro comparado

ao grupo controle (SHAMIR et a., 2001).



Foram investigados por Miloro et al. (2002) os efeitos do LBP Arsenieto de Galio (AsGa,
820 2830 nm, 70 mW, 6,0 Jcnf) na regeneracdo do nervo alveolar inferior de coelhos, associado
a tubos Gore-Tex. Ap6s 10 dias de aplicagdo, 0s segmentos foram analisados
histomorfometricamente, por meio de um sistema computadorizado, utilizando microscopio
operacional acoplado a uma camera de video. Os resultados demonstraram que o grupo tratado
com laser demonstrou maior densidade axonal, sugerindo ser esta uma terapia ndo-invasiva e
benéficana cura de lesdes nervosss.

Com a andlise dos trabahos, verificouse que o laser de He-Ne na regido de emissdo
vermelha do espectro eletromagnético € o comprimento de onda mais andisado em
biomodulacdo da resposta biologica em processo de reparacdo. NO presente momento novos
comprimentos de onda estdo sendo desenvolvidos e pesquisados, como o laseres emitindo
radiacdo nas faixas de 650 a 830 nm. Pode-se observar que em muitos estudos a descrigdo de
par@metros de irradiacdo como: dose, poténcia média, tempo e modo de aplicacdo séo
expressamente variados, o qual promove a dificil compreensdo metodol 0gica para a reproducéo
dos resultados e dificuldades comparativas entre os estudos.

E importante ressaltar que resultados divergentes quanto aos fatores benéficos do LBP s&o
encontrados. Chelyshev, Kubitskii e Plakseichuk (1996) demonstraram que o laser com 890 nm
(0,33 Jcnt) ndo interferia na quantidade de fibras mielinizadas do segmento distal em processo
regenerativo. Além dido, o aumento da dose para 9,33 Jreduzia em 49% o0 numero de fibras
mielinizadas. Essa reducéo ao processo regenerativo também foi encontrada com o laser de 1220
nm (0,98 Jcnt) e réio houve influéncia do laser He-Ne (7 Jcnt) sobre a quantidade de fibras.

Em situacbes experimentais envolvendo andlise da laserterapia sobre o processo de
reparacdo neuronal, a avaiacdo funcional da marcha temse demonstrado um método confidvel e

reprodutivel (VAREJAO et al., 2003; KOKA; HADLOCK, 2001; DIJKSTRA et ., 2000).



De Medinacelli, Freed e Wyatt (1982) propuseram a utilizagdo de um método de
avaliacio denominado Indice Funcional do Cidtico (IFC) baseado em mensuragfes das patas
traseiras de ratos. Este método foi realizado entre um grupo controle (normal) e grupos
experimentais, apos transeccdo completa e esmagamento do nervo ciético, apresentando boa
confiabilidade e reprodutibilidade. O experimento consistia em obter imagens das pegadas dos
animais, quando estes caminhassem numa passarela construida especificamente para esse fim,
sendo estas imagens registradas e analisadas.

Aplicando o IFC combinado com a andlise himunocitoquimica, Shin et a. (2003)
analisaram o efeito terapéutico do laser (650 nm, 5 mW) em lesdes do tipo axoniotmese do nervo
ciatico de ratos seguidos por 4 dias consecutivos de tratamento. Verificaram que o grupo tratado
com laser, dém de apresentarem um indice funcional mais elevado, possuia maior niUmero de
GAP-43, proteina envolvida no processo de regeneracdo nervosa, nas fases iniciais da
recuperacdo nervosa. Porém apos a 52 semana, ndo havia diferenca estatisticamente significativa
entre 0 grupo tratado e o controle.

Considerando a escassa reprodutibilidade de diversos trabalhos citados na literatura
adicionado a insatisfatéria exposi¢ado metodol 6gica dos dados previamente observados, estudos se
tornam necessérios para elucidar os efeitos da laserterapia de baixa poténcia sobre o processo de
reparagd0 do nervo cidtico. A investigacdo de um modelo experimenta ligada a andlise da
avaliagdo da recuperacdo funcional, correlacionada a andlise histomorfométrica pode fornecer

dados relevantes para uma base de aplicabilidade clinica futura no tratamento de lesdes nervosas.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avdiar a influéncia da aplicagdo do laser de baixa
poténcia Arsenieto de Gélio e Aluminio (660 nm) sobre a recuperacdo funcional e morfoldgica

do nervo cidtico de ratos, apds |esdo por neurotmese seguida de anastomose epineural.

2.2 Objetivos especificos

Andlise da acdo da laserterapia testada sobre a reparacdo nervosa periférica em animais
tratados versus animais controle quanto ao:
- indice funcional do Ciético.

- Area de bainha de midlina.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Anatomia do nervo periférico e processo de reparacao

O sistema nervoso periférico (SNP) é toda porcdo que se externa do sistema nervoso
central (SNC) e os motoneurdnios, neurdnios sensitivos primarios, neurénios autonémicos, raizes
dorsais e ventrais, ganglios nervosos, nervos espinhais e cranianos, terminagbes sensitivas e
motoras sdo os elementos que o constituem (FERREIRA, 2001).

Os nervos periféricos (Figura 1) sdo feixes de fibras nervosas motoras e sensitivas
enclausuradas em um involucro glioconjuntivo. Estas fibras representam os prolongamentos
axonais dos neurdnios, cujos corpos celulares dos motoneurdnios estdo situados no corno anterior

da medula, dos neurbnios sensitivos situanmtse no ganglio raquidiano e os corpos celulares dos
neurdnios autondmicos firmam-se nos ganglios paravertebrais (FERREIRA, 2001; ROWSHAN;

JONES; GUPTA, 2004).
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Figura 1. Esquema da anatomia bésica do nervo periférico.

A unidade funcional do nervo periférico é a fibra nervosa, constituida pelo axénio sendo
este recoberto por uma bainha, isto € uma extensdo do citoplasma da célula de Schwann,
denominada de neurolema ou bainha de mielina (Figura 2). As fibras nervosas mielinizadas e

com maior espessura, aproximadamente 2 a 22 um (ROWSHAN; JONES; GUPTA, 2004)



conduzem os impulsos nervosos mais rapidamente, enquanto as fibras amielinicascom 0,4 a 1,25

pm transmitem mais lentamente (FERREIRA, 2001; ROWSHAN; JONES; GUPTA, 2004).

Célula de Schwann

Crescimento da bainha

Miclee da célula de Schwann

Axdnio

Figura 2. Esquema da estruturada bainha de mielina.
Fonte: http://wwwunlu.edu.ar adaptado por Filipe Abdallados Reis

Os nervos periféricos sdo compostos por 3 camadas de tecido: o epineuro, 0 perineuro e o
endoneuro (Figura 3). O epineuro € uma camada de tecido conjuntivo colagenoso que circunda
os limites da camada externa do nervo periférico, protegendo este nervo do estresse externo,

sendo dividida em duas camadas denominadas de epineuro externa e interna.

J D
P
A N
| ¢
B/ 4

~ . .
Figura 3. Desenho esquematico deum feixe nervoso, observar em A) epineuro; B) Perineuro; C) endoneuro; D) Fio
de sutura. Coloragdo Tetradxido de 6smio. Aumento de 40 X.



A principal funcdo da camada epineura externa é de proteger o nervo do seu ambiente
adjacente. JA a camada epineural interna funciona como um amortecedor para os fasciculos
nervosos permitindo que eles se movam livremente uns contra os outros (FERREIRA, 2001).

Miltiplas colegdes de fibras nervosas formam os fasciculos e cada fasciculo é circundado
por coberturas de tecido conectivo composto por células perineurais. O perineuro € um conjunto
de camadas com concentracdo elevada de fibroblastos na forma de bainhas ao redor de cada
fasciculo, fazendo com que se torne a camada nervosa mais resistente contra a tracdo longitudinal
e deste modo fornece ao nervo propriedades elasticas e serve também como uma barreira ao fluxo
sanguineo nervoso (ROWSHAN; JONES; GUPTA, 2004).

A camada nervosa mais interna € o endoneuro, com uma colegdo de tecido colagenoso,
fibroblastos, macrofagos, substéncia mucopolisacaridea e células tronco, com pouca resisténcia
situada ao redor de cada axonio, sendo fundamental para providenciar suporte nutriciona e
protecdo aos axbnios. No interior do endoneuro encontram se 0s axonios gque estéo associados as
células de Schwann (DAHLIN, 2004).

Os morfotipos fasciculares sdo divididos em 3 tipos, como: monofascicular,
oligofascicular e polifascicular. O monofascicular consiste em um fasciculo grande, ao passo que
o oligofascicular consiste em peguenos fasciculos e 0 morfotipo polifascicular compde-se de
inmeros fasciculos de varios tamanhos que podem estar organizados ou ndo em grupos de
fasciculos. Estes morfotipos podem auxiliar a determinar qual tipo de reparo nervoso é
apropriado para cada lesdo (ROWSHAN; JONES; GUPTA, 2004).

Os nervos periféricos sdo amplamente vascularizados com sistemas microvasculares
interconectados no epineuro, perineuro e endoneuro. O modelo vascular dos nervos periféricos €
caracterizado por grupos de vasos orientados longitudinalmente, com grande nimero de

anastomoses comunicantes. A vascularizacdo € composta por sistema vascular intrinseco



10

consistindo de um plexo vascular no epineuro, perineuro e endoneuro e por um plexo vascular
extrinseco derivado da associacdo das terminacOes vasculares com os nervos ROWSHAN;

JONES; GUPTA, 2004).

3.2 Papel da bainha de midina

Uma das fungBes primarias da bainha de mielina € providenciar maior velocidade e
transmissdo mais eficiente do impulso nervoso. Esta bainha (Figura4) atua como um isolante ao
redor do axonio, reduzindo, de dentro para fora, a dissipacdo do potencial de acdo que se propaga
pelo axénio. A bainha de miglina, produzida pelas células de Schwann, apresenta-se como espiral
dupla de lipoproteina que estd em contato com a membrana plasmética do corpo desta célula,
ambas envolvem uma zona histolégica distinta chamada internodo (RUMMLER; DINH;

GUPTA, 2004).

Coloragéo Tetradxido de 6smio. Aumento 400X.

Nas fibras mielinizadas existem entre as células de Schwann uma pequena érea descrita

como nédulo de Ranvier (Figura5), responsavel pela transmissdo dos impulsos nervosos. Estes
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nodulos apresentam elevada concentragdo de canais de sddio e a chegada do potencial de acéo
estimula a abertura destes canais, gerando o influxo de ions sodio para o axénio. Este processo
gera outro impulso elétrico que € propagado para o axénio pelo nédulo de Ranvier, processo
conhecido como conducdo saltatoria. Esta conducdo acelera a velocidade de transmissdo do
impulso nervoso e esta presente nas fibras nervosas mielinizadas (RUMMLER; DINH; GUPTA,

2004).
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Figura 5. Esquema dos nddul os de Ranvier e conducgéo saltatéria.
Fonte: http://www.schering.hu adaptado por Filipe Abdallados Reis

A bainha de mielina é formada pela extensdo do citoplasma das células de Schwann. A
mielina € a Unica estrutura que apresenta alta concentracdo de lipideos e proteinas, incluindo
elevados contelidos de longas cadeias de &cidos graxos. Para completar as propriedades isolantes
da mieling, estruturas ndo condutoras como as moléculas aquosas citosolicas precisam ser
excluidas. A mielina exclui grande quantidade deste materia citoplasmatico pela fusdo de
extensas superficies do citoplasma com a membrana plasmética. Estas superficies séo
denominadas de incisuras de Schmidt-Lantermann, isto &, canais citoplasmaticos que se estendem
desde o limite interno até o externo da linha densa de mielina. Estes careis facilitam a
comunicacdo 0 axdnio e o corpo da célula de Schwann, assegurando suprimento nutricional
adeguado com as regifes de mielina compactada(RUMMLER; DINH; GUPTA, 2004).

Pelo fato das células de Schwann realizarem a sintese de bainha de mielina e participarem

na formagdo de um canal que auxilia a regeneracdo axonal, a investigacdo da area de bainha de
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mielina é importante para inferir o processo de regeneracdo nervosa, conforme utilizado em
alguns trabalhos de De Medinacelli (1995), Happak et al. (2000), Adalbert et al. (2005) e Unal et

al. (2005).

3.3 Células de Schwann

As células de Schwann (Figura 6) sdo derivadas de uma populacdo multipotente dentro da
crista neura. As células de Schwann possuem 2 fungbes: formam um esqueleto para a
regeneracdo axoral pelas moléculas de adesdo na superficie da membrana plasmética e producéo
de vérios fatores tréficos isto €, de crescimento para a regeneracéo axorel (BEAU; ELLISMAN;
POWELL, 1988; IDE, 1996, JOHNSON; ZOUBOS; SOUCACOS, 2005). Além das fungdes
supracitadas as células de Schwann secretam moléculas durante o desenvolvimento que
contribuem para a formagéo e aganizacdo do perineuro (JESSEN; MIRSKY, 2002) e também
criam sinais préprios reguladores que sdo importantes para a regeneracéo nervosa (JESSEN;

MIRSKY, 1999).

Figura 6. Células de Schwann (azul) em nervo ciético derato e seus nlcleos (rosa). Técnicade fluorescéncia (DAPI).

Aumento de 20 pum.
Fonte: Radtke et al. (2005) .

Tanto nos nervos mielinizados quanto nos ndo- mielinizados, as células de Schwann

parecem imoéveis, possuindo nucleo rico em heterocromatina e citoplasma eletro-densos.
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Entretanto, apos axoniotmese e neurotmese, as celulas de Schwann no segmento nervoso distal
passam por intensivas mudangas através da degeneracdo axonal (IDE, 1996; GEUNA et d.,
2003). As bainhas de mielina sdo degradadas pela fagocitose de macréfagos, em formas de
esferas, dentro das células de Schwann e durante esta fase, os nucleos celulares de Schwann
tornam-se esféricos e claros, contendo menor quantidade de heterocromatina e o citoplasma
aparece relativamente translUcido (IDE, 1996).

As células de Schwann proliferam na fase inicial da degeneracdo Walleriana, estimulada
por macréfagos que secretam varias citocinas, incluindo a Interleucina 1, conhecida como
promovedora da regeneragdo nervosa enquanto 0S processos citoplasmaticos estendentse,
formam os filamentos celulares chamados de coluna de células de Schwann servindo como meio

de crescimento para os axénios em regeneracéo (IDE, 1996).

3.4 Lamina Basal

As células de Schwann produzem a lamina basa composta de moléculas de matriz
extracelular de colageno tipo IV e laminina (PATTON et a., 1997). A 1amina basal envolve os
axonios e as cdulas de Schwann unitariamente sendo o componente mais importante durante a
regeneracdo nervosa, pois apos a degeneracdo Walleriana a lamina basal permanece integra na
forma de tubos vazios. Assim, os axbnios em regeneracdo do coto proximal crescem
vigorosamente através dos tubos vazios da mina basal, ndo migrando para o compartimento

tecidual endoneural conectivo (IDE, 1996).
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3.5 Tiposde lesdes

Lesdes dos nervos periféricos resultam em perda motora, sensoria e autondémica, parcia
ou total, no segmento corporal envolvido, sendo que a re-inervacdo dos alvos desnervados sGo
alcancadas pela regeneracdo do axbnio lesado ou pelo ramo colateral de um axonio ndo-lesado
adjacente (RODRIGUEZ; VALERO-CABRE; NAVARRO, 2004).

Apbs a lesdo nervosa periférica a capacidade dos axénios em regenerar e recuperar
funcionalmente dependera do local, tipo de lesdo e distdncia nas quais os axbénios deverdo
crescer. O tronco nervoso lesionado, o tipo e severidade da lesdo determinam a necessidade de
reparo cirdrgico e o prognostico de retorno funciona (BEAU; ELLISMAN; POWELL, 1988;
RODRIGUEZ; VALERO-CABRE; NAVARRO, 2004).

Pela classificagdo de Seddon em 1943 as lesbes dos nervos periféricos podem ser

neuropraxia, axonotmese (esmagamento ou freeze injury) e neurotmese (seccdo completa)

(Figura?).
B C

Figura 7. Esquemados tipos de lesbes nervosas: A) neuropraxia; B) axoniotmese e C) neurotmese

Na lesdo por neurotmese ocorre perda da continuidade de todo o tronco nervoso. Todas as
alteracbes decorrentes de uma lesdo axonal tipo axoniotmese também ocorrem na neurotmese. A

recuperacdo é muito dificil e as ateracbes neuronais retrogradas sGo muito graves, apresentando
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morte de grande nimero de neurdnios. Este tipo de lesdo € geralmente tratado cirurgicamente e,
mesmo com O reparo cirdrgico adequado, o prognostico de recuperacdo funcional completa é

limitado (FERREIRA, 2001).

3.6 Processos decorrentes a lesdo nervosa

As reacOes geradas apés qualquer lesdo de nervos periféricos ocorrem em duas fases. Na
primeira ocorre a desintegracéo do axonio e a quebra da bainha de mielina, processo denominado
de degeneracdo Walleriana (Figura 8). A segunda fase da reacdo a lesdo € o processo de
regeneracdo da continuidade entre 0 axdnio e seu 6rgdo terminal. O processo regenerativo é
influenciado pela condicdo do endoneuro. Quando o endoneuro é preservado, a regereracao
processa-se completamente, uma vez que 0 axonio cresce confinado no tubo originamente
ocupado por ele (DAHLIN, 2004).

Os produtos degenerados sdo eliminados pela acdo cooperativa das células de Schwann
desnervadas e pelo infiltrado de macréfagos. Embora as ateragbes mais importantes ocorram
abaixo do nivel da lesdo, também ocorrem alteracbes acima desta, que podem levar a
degeneracdo do neurdnio e de toda via axonal (RODRIGUES; VALERO-CABRE; NAVARRO,

2004).

Cromatélise Prozimal Distal (Walleriana)

Misculo

Figura 8 Esquemadadegeneracdo Walleriana. Observar em: A) macréfago.
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A reacdo retrégrada ou ascendente na porgdo proximal da lesdo do axénio na neurotmese
ocorre em varios centimetros e uma caracteristica desta reacdo € a reducéo do diametro axona e
na espessura da mielina devido ao extravasamento do conteddo intra-axonal para os tecidos
adjacentes (GEDDIS; REHDER, 2003).

A fase cromatolitica ou reativa inicia a reagdo retrégrada que afeta primariamente o
nucleo do neurénio e os granulos de Nissl, onde o nlcleo € deslocado para a periferia e 0
nucléolo aumenta de volume (DAHLIN, 2004). A substancia de Nisdl, isto é o reticulo
endoplasmético do corpo celular perde seu arranjo compacto, quebrando-se em particulas finas
dispersas pelo citoplasma. Nesta fase também ocorre 0 aumento do nimero de células da glia
(FERREIRA, 2001).

A parte proximal dos ax6nios transeccionados geralmente se retrai acima dos noédulos de
Ranvier, onde o comprimento é dependente do nimero de células de Schwann lesionadas. A
extremidade distal dos ax6nios lesionados é fechada rapidamente, este processo é dependente do
Ca’" (GEDDIS; REHDER, 2003).

Na neurotmese as lesdes acometem todo o tronco nervoso e o tecido que o circunda
(endoneuo, perineuro e epineuro) impedindo o retorno do axénio para seu 6rgao terminal
original, uma vez que escapa do tubo endoneural. Além disto, o axénio pode ter seu caminho
obstruido por tecido fibroso (FERREIRA, 2001).

Além das alteragcBes que ocorrem acima do local da lesdo (retrogradas), ocorre uma série
de modificagbes do tronco nervoso abaixo da lesdo, processo denominado de degeneracéo
Waleriana, devido a perda de contato dos axdnios com o corpo celular. As proteases Cacio-
dependente sdo ativadas nos axbnios distais a lesdo, liderando um processo proteolitico que

desintegra o axoplasma (GEORGE; GLASS GRIFFIN, 1995; DAHLIN, 2004).
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Os residuos das partes de cada axénio, incluindo os fragmentos de mielina so digeridos
pela proliferacdo de células de Schwann e pela invasdo de macréfagps (HIRATA;
KAWABUCHI, 2002). A decomposicdo da mielina pelas células de Schwann pode ser
controlada por sinais positivos provenientes de axonios intactos ou até mesmo de axénios
lesionados (DAHLIN, 2004).

A maior parte dos axénios, ao longo do coto distal do nervo transeccionado, € reduzida a
fragmentos amorfos e granulares ap6s 24 horas. Préximo de 48 horas, a bainha de mielina
comega a se transformar em pequenos segmentos com formato ovalado. Os macrofagos séo
ativados e migram para 0 coto degenerado e fagocitam as fibras nervosas e mielinas
desintegradas. As células de Schwann proliferam na forma de faixas longitudinais em resposta
aos fragmentos de mielina e as citocinas derivadas dos macréfagos (DAHLIN, 2004).

Apbs 72 horas a bainha de mielina forma ovaides segmentados que englobam fragmentos
axonais e o0 nicleo das células de Schwann iniciam atividades mitéticas fazendo com que todo o
axbnio abaixo da lesdo se convertam em midina. Apds estes acontecimentos, as células de
Schwann formam as bandas de Buingner dentro do tubo endoneural que se encontram cheios de
fragmentos residuais de mielina e axénios (FERREIRA, 2001; DAHLIN, 2004).

A degeneracdo Walleriana serve para criar um micro-ambiente favorecendo o crescimento
axonal. Os neurdnios que sofrem neurotmese mudam de um estado de transmissdo para um
estado regenerador e seus axdnios geram cones de crescimento que progridem do coto proximal

na direcdo do nervo distal (RODRIGUES; VALERO-CABRE; NAVARRO, 2004).

3.7 Regeneracéo nervosa
Os precursores do processo regenerativo sdo as transformagdes que passam O COrpo

neurona apos uma lesdo axona e a proliferacdo de células de Schwann para o local da lesdo.
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Estes precursores surgem simultaneamente a uma Unica alteragdo degenerativa, onde ocorre a
guebra e eliminacéo do axonio e bainha de mielina (degeneracéo Walleriana) (FERREIRA, 2001;
DAHLIN, 2004; JOHNSON; ZOUBOS, SOUCACOS, 2005). No caso da lesdo por neurotmese,
a mielinazagdo das fibras regeneradas ocorre entre 14 a 21 dias apdés a lesdo (BEAU,;
ELLISMAN; POWELL, 1988).

A bainha de mielina distal a0 ponto da lesdo se degenera e é acompanhada pela
proliferacdo mitética de células de Schwann gque suprem o espaco dentro dalamina basal do tubo
endoneural antigo. Aonde existe espaco entre as extremidades nervosas ocorre a proliferacéo das
células de Schwann (principalmente na extremidade distal) que formam uma série de corddes
celulares (bandas de Biingner) gerando uma ponte entre as extremidades (FENRICH; GORDON,
2004; JOHNSON; ZOUBOS; SOUCACOQOS, 2005).

O crescimento axonal apds uma transeccdo € um fendmeno muito delicado. Para cada
ramo de axonio, numerosos brotos ou sprouts (cerca de 5 por ramo de axénio) sdo formados e em
cada broto ha um cone de crescimento. Estes cones exploram 0 ambiente com micromovimentos
locais denominados de lammellipodia (protusdo da membrana rica em actind) e filopodia
(parecido com movimento de extensdo dos dedos) (BELKAS; SCHOICHET; MIDHA, 2004,
DAHLIN, 2004).

Embora ndo exista diferenca essencial nas propriedades entre os brotos e 0os cones de
crescimento, o broto refere a uma protusdo inicial do axolema contendo poucas vesiculas e
mitocondrias enquanto o cone refere-se a extremidade de um ax6nio ja bem desenvolvido,
contendo vesiculas e mitocondrias em abundancia (IDE, 1996).

Uma nova membrana proveniente do corpo celular € transportada e incorporada dentro da
superficie da membrana do cone de crescimento, fazendo com que ocorra 0 aumento do

comprimento dos brotos. Os axonios do segmento nervoso proximal crescem de acordo com a
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migracdo das células de Schwann e o microambiente em que & axonios e células de Schwann
crescem pode ser atrativo ou repulsivo. Deste modo, 0 cone de crescimento, por meio da
filopodia e com o auxilio da polimerizagdo da actina, pode ser guiado por quimioatragéo,
guimiorepulsdo, contato mediado por atracdo e contato mediado por repulsdo (Figura 9)

(BELKAS; SCHOICHET; MIDHA, 2004; DAHLIN, 2004).

)
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Figura 9. Esguema da sequiéncia de eventos em umalesdo neuronal, seguidade regeneracdo. Em: A) Lesdo nervosa;
B) Macrofagos englobam os restos de mielina; C) Cones de crescimento; D) Mielinizagdo do axdnio regenerado.
Fonte: Johnson, Zoubos e Soucacos (2005).

Os brotos estendem através do tubo da lamina basal no segmento proximal, atravessam a
estreita fenda do tecido conectivo entre os cotos proxima e distal, e finamente entra no
segmento nervoso distal. Todos os brotos estendem-se atraves do espago entre alamina basal e a
bainha de mielina no coto proximal e para tal, substancias favoraveis para a regeneracéo axonal
devem ser expressas ra superficie da camada da lamina besal e na membrana plasmatica das
células da Schwann (IDE, 1996).

Neste contexto, deve ser dada mencdo ao termo “fator neurotrofico” com crescimento
direto durante o desenvolvimento e regeneracdo. Os fatores de crescimento sdo moléculas
difusiveis e solGveis que trabalham a distancia, considerando que as moléculas de adesdo e os
fatores da matriz extracelular agem locamente (DAHLIN, 2004; RODRIGUES; VALERO-

CABRE; NAVARRO, 2004). Vérios fatores neurotréficos incluindo o fator de crescimento
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neural (NGF), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator neurotréfico derivado da
glia, neurotrofinas 3 e 4 tém sido investigados pela potencial promogcdo da regeneracéo
(RUMMLER; GUPTA, 2004).

As moléculas de adesdo podem ser atrativas ou repulsivas, dependendo do estado do cone
de crescimento. Entre os fatores de crescimento neural, as proteinas laminina, fibronectina e a
familia das glicoproteinas tém papel crucia na integracdo de célulacélula e céula-matriz
(RUMMLER; GUPTA, 2004).

A fibronectina, produzida por fibroblastos, mondcitos, células endoteliais e outras células,
esta diretamente envolvida com a fixagdo, alongamento e migracéo de células, aém disso, ela
aumenta a sensibilidade de grande quantidade de células com efeito proliferativo de fator de
crescimento (ZHANG et a., 2003).

A laminina, a mais abundante glicoproteina presente na lamina basal, media a adeséo das
células no tecido conectivo. Tanto a laminina quanto a fibronectina demonstraram aumentar a
progressdo da regeneracdo nervosa (ZHANG et al., 2003).

Zhang et al. (2003) examinaram os efeitos da fibronectina e laminina na regeneracéo do
nervo ciético de ratos. Utilizaram para tanto 68 ratos com lesdo por neurotmese bilateral e tibulos
de silicone fixados entre as extremidades nervosas, deixando um espaco de 10 mm entre as
mesmas. Trinta ratos receberam injecdo de 10 pg de fibronectina e os outros trinta receberam 6
pg de laminina no nervo cidico da perna direita e solugdo salina no nervo da perna esquerda.
Apbs 1, 3 e 4 meses foram realizadas andlises el etrofisiol 6gicas e histol 6gicas que demonstraram
que a aplicacdo destas proteinas aumenta significativamente a regeneracdo axona e a maturagéo
do nervo cidtico apds a neurotmese.

Radtke et a. (2005) avaliaram a integracdo do enxerto de células de Schwann dentro de

nervos periféricos transeccionados. Os axdnios dos nervos cidicos de ratos silvestres foram
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transeccionados e as células de Schwann provenientes da proteina fluorescente verde (GFP) do
nervo ci&ico adjacente foram transplantadas para o nervo lesionado. A proteina GFP foi
observada presente no axoplasma e no compartimento citoplasmatico das células de Schwann,
mas ndo foram encontradas na bainha de mielina. Apds o transplante a andlise pelo microscopio
imuno-€eletrdnico demonstrou a GFP nos compartimentos citoplasmaticos dos enxertos de células
de Schwann com formagdo de mielina. Os resultados levam a concluséo de que as proteinas GFP
do enxerto participam da mielinizagdo das fibras nervosas em regeneracéo.

Outro componente da matriz extracelular de grande interesse é a fibrina. Apés a lesdo do
nervo periférico, a barreira sangliineo- nervosa € comprometida e as proteinas fibrinogénicas
entram na matriz extracelular. A solugdo de plasmafibrina é dividida formando a fibrina. A
regulacéo do depdsito de fibrina e sua liberacdo desempenham papel importante na regulacdo da
funcdo das células de Schwann durante a regeneracdo neural (AKASSOGLOU et al., 2002). A
fibrina interage com as células de Schwann formando o receptor aV 38 e captura as cdlulas de
Schwann diferenciadas, segurando estas células em estado proliferativo (RUMMLER; GUPTA,

2004).

3.8 Fator neurotrofico

Varios fatores neurotréficos incluindo o fator de crescimento neural (NGF), fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), fator neurotréfico derivado da glia, neurotrofinas 3 e 4
tém sido investigados pela potencial promogdo da regeneracéo (RUMMLER; GUPTA, 2004).

O segmento distal do nervo transeccionado exerce influéncias tréficas na regeneracéo dos
axonios. Nos nervos normais, os fatores troficos séo produzidos em 6érgados alvo e transportados

até as células do corpo celular. Se a comunicagdo dos axdnios com as células do corpo celular for
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interrompida, as células de Schwann produzem fatores neurotroficos, incluindo o NGF e o BDNF
(IDE, 1996).

As neurotrofinas sdo liberadas pelas células de Schwann e dispersas difusamente ao redor
dos axdnios em regeneracdo. Muitos outros fatores neurotroficos incluindo o fator de crescimento
da insulina, fator de crescimento do fibroblasto tem demonstrado que estdo diretamente
envolvidos com a promocao da regeneracdo axona (IDE, 1996; LEE et d., 2003).

Kimura et d. (2004) investigaram se o fator neurotréfico PACAP (polilpeptideo ciclase
adenosina pituitaria) proveniente do sistema nervoso central influenciava na regeneracdo dos
nervos periféricos, especificamente o nervo facial. Utilizaram para tanto 59 porquinhos da india e
lesionaram por transec¢do o nervo facial, posteriormente injetaram 2 pug de PACAP no local da
sutura nervosa. Apos 4 semanas, realizaram avaliacBes histoquimicas e eletrofisioldgicas,
demonstrando que o fator neurotréfico PACAP promove o aumento da regeneracdo do nervo
periférico quando comparado com o grupo controle.

Os fatores neurotroficos ndo sdo liberados por secregdo e sim pelo dano mecanico
causado pela lesdo. As células de Schwann dos nervos sadios estdo inativas morfol ogicamente.
Porém, ap0s a transeccdo elas comegam a proliferar nas primeiras fases da degeneracdo

Walleriana e esta proliferaco é responsavel pelaliberacéo dos fatores neurotroficos (IDE, 1996).

3.8.1 Fator de crescimento nervoso (NGF)

As células de Schwann de nervos cidticos sadios contém peguena quantidade de NGF
quando comparada com 0s nervos simpaticos que inervam a iris e 0s vasos sangulineos.
Entretanto, apds a transeccdo, as células de Schwann do segmento distal comegam a produzir
NGF em um nivel que atinge o pico em 24 horas e este € mantido por 10 a 15 dias (HEUMANN

et a., 1987 apud IDE, 1996).
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A manutencdo de elevados niveis de producdo de NGF pelas células de Schwann é
regulado pela interleucina-1 proveniente dos macrofagos, que invadiram o local da leso na
degeneracdo Walleriana. Se os macréfagos ndo fossem recrutados, a degradacdo da bainha de
mielina estaria comprometida e os niveis de NGF sintetizados pelas células de Schwann néo
aumentariam significativamente, resultando na diminuicdo da regeneragcéo nervosa (BROWN et
al., 1991). Além disso, foi demonstrado que o NGF facilita a regeneragdo no hipocampo neura

a0 lado da ponte do enxerto nervoso (LEE et d., 2003).

3.8.2 Fator neurotrdfico derivado do cérebro (BDNF)

O BDNF néo é sintetizado rapidamente pelas células de Schwann em nervos periféricos
normais. Os riveis de BDNF aumentam 4 dias ap0s a transec¢do nervosa e permanece por 4
semanas. O BDNF é efetivo na promocdo da sobrevivéncia do brotamento ndo somente dos

nervos sensorios e simpaticos como também dos motores (IDE, 1996).

3.8.3 Proteina-43 associada ao crescimento (GAP-43)

A GAP-43 tem sido amplamente estudada desde que ela foi identificada na regeneragéo
de axbnios de coelhos e sapos (SKENE; WILLARD, 1981 apud IDE, 1996). Esta proteina
apresenta diferentes nomes tais como: B50, Fl, pp46, p57 e neuromodulina (IDE, 1996) que
foram criados por diferentes pesquisadores.

Visudiza-se a GAP-43 em grandes quantidades e em associacdo com as membranas
plasméticas de axdnios em desenvolvimento e regeneracéo, especialmente concentrada nos cones
de crescimento, aparecendo ap6s uma lesdo por transecgdo nervosa (IDE, 1996; SHIN et al.,

2003; DAHLIN, 2004).
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Sugere-se que a GAP-43 determina a polaridade dos axénios em crescimento, porém
Aigner e Caroni (1995) demonstraram que esta proteina estd envolvida com a expansdo,
ramificac8o e adesdo dos cones de crescimento.

A GAP-43 ndo € uma proteina especifica dos neurdnios, ela também est4 presente nas
células de Schwann, incluindo as jun¢Ges neuromusculares desnervadas. As propriedades da
GAP-43 s8o descritas como: ativagdo da proteina-G, substrato de proteina Kinase PKC) e a
ligacdo de camodulina indicando que esta molécula apresenta importante funcéo na transducéo
do sinal nos cones de crescimento. Ide (1996) sugeriu que esta proteina é a chave que regula as

atividades dos ax6nios em regeneracao.

3.9 Reparo de nervos periféricos
3.9.1 Modelosexperimentais

Uma grande variedade de modelos de animais e nervos tem sido usada em pesquisa com
regeneracdo nervosa periférica. Roedores, principalmente camundongos e ratos, tornaram-se 0s
modelos mais fregientemente utilizados devido ao baixo custo de manutencéo e sua distribuicdo
de troncos nervosos similares aos humanos (RODRIGUEZ; VALERO-CABRE; NAVARRO,
2004).

Lesdes em roedores em diferentes nervos tém sido analisadas como exemplo: em nervos
femorais, medianos braquial, e raizes espinhais lombares. O modelo do nervo ciético prové um
tronco nervoso com adequado comprimento e espago no meio da coxa para procedimentos
cirdrgicos e introducdo de enxertos ou guias, dividindo naregido da fossa poplitea em trés ramos:
tibial, fibular e sural. Cada um destes ramos conduz proporcoes diferentes de axonios motores,

sensorios e autondmicos em direcdo a0 musculo, receptores de pele, vasos ou glandulas
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sudoriparas, localizados em territdrios definidos do membro traseiro (RODRIGUEZ; VALERO-
CABRE; NAVARRO, 2004).

Myckatyn et al. (2004) utilizaram um novo modelo experimental para estudar a
regeneracdo de nervos periféricos. Este modelo consistia de ratos transgénicos com genes de
proteinas fluorescentes codificadas sobre promotores neuro-especificos Os nervos motores e
sensitivos destes ratos aparecem verdes e amarelos a0 microscopio fluorescente. Foi concluido
que este novo modelo facilita a visualizacdo da regeneracdo nervosa apos lesdo dos nervos
periféricos, porém é uma técnica de ato custo e que necessita de novos estudos.

Embora a lesdo de nervos ciaticos em humanos sgja rara, este modelo prove um banco de
teste para lesdes que envolvem nervos pluri-fasciculares com axénios de tamanhos e tipos
diferentes competindo no alcance dos tubos endoneuais distais e alvos de re-inervacéo

(RODRIGUEZ; VALERO-CABRE; NAVARRO, 2004).

3.9.2 Procedimento cirdrgico

Estratégias de reparo de lesdes de nervos periféricos tém sido empreendidas ha centenas
de anos, com os primeiros relatos no seculo dezessete (BELK AS; SCHOICHET; MIDHA, 2004).
Apesar de muitas estratégias terem sido criadas o reparo de longos espacos (GAP) nervosos foi
classificado em 2 categorias principais: a primeira corresponde a operagdes de pontes, isto &,
todos os enxertos, transposicoes e técnicas de tubulacdo e na segunda categoria estéo inclusas as
técnicas de microcirurgia manipulativa, que incluem a anastomose término-termina (end-to-end)
dos troncos nervosos e a término- lateral (end-to-side).

Para Belkas Schoichet e Midha (2004) a categoria que utiliza enxertos € mais efetiva do
gue a manipulativa, pois favorece maior tensdo ao redor de todo 0 espaco do nervo lesionado,

porém esta categoria possui alto custo e necessita de treinamento prévio para ser realizada
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Grecco et al. (2003) estudaram, utilizando o Fluoro-Gold como marcador neuronal, a
regeneracdo do nervo cidtico de ratos com enxerto nervoso tradicional denominado de Gold
Sandard, isto &, “padréo ouro” e afirmaram gue o0 enxerto nervoso denota uma perspectiva ruim
de regeneracdo, pois funciona como um blogueio parcial para a migracdo dos axdnios em
regeneracao.

Meétodos alternativos para o reparo nervoso tém sido explorados, incluindo o uso do laser
de dioxido de carbono para soldar o reparo associado a cola de fibrina. Anticorpos de
glicoproteinas associadas a mielina demonstraram que aumenta preferencialmente a re-inervacao
motora de nervos periféricos. O tratamento com acido hialurénico proveniente do liquido
amnidtico humano também demonstrou reduzir a cicatrizagdo do nervo periférico apos reparo
cirargico eregeneracdo (MENOV SKY ; WEERMAN; BEEK, 2003).

Bunting et al. (2005) demonstraram que enxertos com fibras de biovidro 45S5 podem
formar uma armagdo que tem por finalidade guiar os axdnios em crescimento. Foi demonstrado
pela analise himunoistoquimica que culturas de células de Schwann e fibroblastos de ratos
aceleram o crescimento nervoso com o biovidro 45S5 e apds o crescimento ser iniciado, as fibras
do biovidro s&o reabsorvidas pelo corpo.

Stang et al. (2005) utilizaram uma ponte de colageno tipo | e Ill de 2 cm para unir os
espacos de nervos cidticos de ratos apos a transecgdo. Os tubos tinham diferentes diametros e
para acelerar a regeneracdo foram implantadas células de Schwann. Apds 8 semanas 0 processo
de regeneracdo foi nonitorado clinica, histolégica e morfometricamente. Foi concluido que as
células de Schwann e os parametros estruturais determinamregeneracéo do nervo periférico.

O objetivo primario do reparo nervoso € aproximar corretamente 0s segmentos nervosos
na esperanca de executar uma re-inervagado funciona dos 6rgdos. Quatro principios gerais para o

preparo da neurotmese foram criados. Inicidmente, a preparacdo dos cotos € redizada
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cirurgicamente com auxilio de |amina de bisturi. ApoOs isto, deve-se identificar e separar
fasciculos individuais ou grupos de fasciculos, limpando-os e removendo tecido lesionado. A
seguir, se juntam os segmentos distal e proximal e realiza a coaptagdo ou anastomose dos cotos
com auxilio de fio de sutura 10-0 (oftdmico) (ROWSHAN; JONES; GUPTA, 2004; BONTIOTI
et d., 2005).

Evidéncias recentes sugerem que pacientes com lesdes de nervos periféricos, paralisia
fascial ou neuromas podem ser tratados com sucesso pela anastomose término-lateral ou término-
terminal. Para explicar isso, quatro hipéteses foram propostas. (1) os nervos lesionados
regeneram e crescem para dentro do nervo transplantado; (2) os nervos lesionados regeneram e
crescem bidirecionalmente para dentro do nervo transplantado e para o nervo doador; (3) ocorre a
formacdo de brotamentos colaterais provenientes do nervo doador; e (4) apds o brotamento
colateral, as fibras nervosas regeneradas gradualmente se podam para evitar a dupla inervacéo
(HAYASHI et al., 2004).

Temple et al. (2004) avaliaram a resisténcia biomecénica a ruptura e ao espagamento de
nervos periféricos por 5 técnicas de reparo, incluindo a cola de fibrina, sutura epineural ssmplese
3 outros métodos de anastomose (horizontal, técnica de “Tajima’ e “Bunnell”). Utilizaram para
tanto uma célula de carga para mensurar a resisténcia a forca de tensdo imposta pela célula de
carga nos nervos suturados. Os resultados demonstraram que as técnicas de “Bunnell” e “Tgjima’
foram significativamente mais resistentes do que as outras e a cola de fibrina foi a menos

resistente a tensdo (Figura 10).
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Figura 10. Diagrama de técnicas de anastomose, incluindo: A) coladefibrina; B) epineural smples; C) Bunnel e D)
Tajima.
Fonte: Temple et al., (2004).

Junior, Vamaseda- Castell6n e Gay- Escoda (2004) compararam a sutura epineural simples
com a cola de fibrina no reparo do nervo facial de 17 coelhos. Por meio de parametros da
avaliacdo eletrofisiolégica e histoldgica pode-se concluir que a sutura epineural simples término-
terminal ofereceu performance superior a cola de fibrina em termos de quantidade de axénios,
porém a vel ocidade de conducdo do impulso nervoso permaneceu inalterada.

Yan et a. (2002) avaliaram 2 técnicas de reparo epineural término- lateral com capacidade
para induzir o brotamento neural e a recuperacdo muscular. Utilizaram em 24 ratos a técnica de
reparo epineural helicoidal e a técnica término-lateral padréo. Apds 11 meses de pés-operatério
os axonios foram contados pela andlise histolégica e a forga tetanica do masculo extensor longo
dos dedos foi mensurada. Foi concluido que o reparo helicoidal aumenta o numero de
brotamentos e acelera a recuperacdo muscular.

Kayikcioglu et a. (2004) relataram uma nova técnica de reparo nervoso epineural com

auxilio de um circulo metdlico externo colocado em nervos ciaticos de 30 ratos. Apds o
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procedimento operatorio os ratos foram avaliados pelo indice funcional do ciético (IFC) e pela
andlise histologica. Os resultados demonstraram que o IFC foi melhor no grupo com o anel
metdlico e a andlise histologica demonstrou diferencas no didmetro dos axonios, concluindo que

o circulo metdlico externo aumenta a regeneracdo do nervo ciético de ratos.

3.10 Andlise Morfométrica

Em 1995, De Medinacelli afirmou que para realizar um estudo morfométrico de estruturas
nervosas era necessario o conhecimento detalhado sobre a anatomia do sistema nervoso. Por
meio da lesdo por esmagamento (30 segundos) verificouse que apds 1 més e meio a 2 meses de
lesdo a recuperacdo funcional nervosa alcancava 0 seu platd apesar de ndo ocorrer nenhuma
mudanca significante morfometricamente. As mensuracfes histoldgicas avaliavam o nimero de
fibras nervosas por area do nervo, média do didametro de cada neurite, média da espessura da
bainha de mielina e areas de tecido conjuntivo.

Existem dois prérequisitos para uma fungdo nervosa adequada: 1) Neurites individuais
gue possuem capacidade de transmitir impulsos nervosos, embora em menor quantidade do que
antes do trauma sendo a morfometria uma excelente ferramenta para monitorar este requisito e 2)
Organizacdo globa do nervo ndo pode ser descontinua, pois brotamentos de regeneracdo de
forma cruzada podem levar a caminhos errados em diregcdo as fibras e pode resultar em severa
perda de funcdo sendo que a morfometria ndo promove informacéo coerente de toda a fungdo
nervosa. Por essa razdo, apenas nos casos em que axdnios individuais ou pequenos fasciculos
nervosos restauram sua fungdo, pode comparar com resultados histol égicos. Se forem fasciculos
largos e todos os nervos, a correlagdo desaparece. Uma neurotizacdo insuficiente e re-
mielinizacdo insatisfatoria continua a ser correlacionada com funcéo pobre, mas o contrério pode

ndo ser verdadeiro. Nenhuma morfometria ou eletrofisiologia pode mensurar 0 mais importante



fator funcional e a proporcéo de fibras regeneradas que acancam apropriadamente seu alvo.
Assim, a andlise morfométrica, apds lesbes traumaticas experimentais, promove uma imagem
confiavel das condicdes troficas nos nervos regenerados, mas ndo auxiliam o entendimento da

funio (DE MEDINACELI, 1995).

3.11 Anélise Funcional

Para avaliacdo do nivel de lesdo nervosa, em situacOes experimentais, a avaliacdo
funcional da marcha tem se demonstrado um método confidvel e reprodutivel (DIJKSTRA et a.,
2000; KOKA; HADLOCK, 2001; VAREJAO et al., 2003). Em 1982, De Medinacelli, Freed e
Wyatt propuseram a utilizagdo de um método de avaliagio denominado de indice Funcional do
Ciético (IFC) baseado em mensuragdes das patas traseiras de ratos. Este método foi realizado
entre um grupo controle (normal) e grupos experimentais, apos seccdo e esmagamento do nervo
ciético, apresentando boa confiabilidade e reprodutibilidade. O experimento consistia em obter as
imagens das pegadas dos animais, quando estes caminhassem numa passarela construida
especificamente para esse fim, sendo estas imagens registradas e analisadas.

As medidas coletadas sdo: 1) espaco entre a segunda e a quarta falange distal (ITS), 2)
espaco entre aprimeira e a quintafalange distal (TS) e 3) espaco entre a borda proximal do péea
terceirafalange distal (PL). Apds obter os valores dessas varidveis, estes eram introduzidos numa
equacdo matematica em que os resultados representavam o percentual do déficit do lado lesado
(E — pata de estudo), comparado ao lado normal (N — pata normal). A func&o normal, auséncia de
lesdo € indicada por um indice de 0% enquanto que —100% representa a perda completa da
funcdo, lesdo total do nervo Figura 11) (ABREU; WEI; ZUMIOTTI, 2002; LAGO Jr et al.,

2005).
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Figura 11. Esquema daimpresséo em papel da pata de um rato normal com as medidas I TS (espago entre o segundo
e quarto dedo), TS (espaco entre o primeiro e quinto dedo), e PL (espaco entre o calcanhar e o terceiro dedo).

Segue abaixo a formula utilizada do indice Funcional do Cidtico (IFC) (DE

MEDINACELLI; FREED; WYATT, 1982):

EPL - NPL)

FC = 383l ETS- NTS) . (EITS - NITS)

+109.5( 13.3 - 88
NPL NTS NITS

Ha uma relacdo direta entre a distribuicdo e a contribuicdo das fibras de nervos espinhais
que formam o nervo cidtico e a adteracdo dos indices funcionais para os nervos ciético, tibia e
fibular. O ramo de L-4 contribui quase que inteiramente para o nervo fibular, L-5 para o0 nervo
tibial e ciético, L-6 e outros ramos para 0 nervo sural. Apds a lesdo de L-4 uma reducdo
significativa na funcéo do indice do nervo fibular foi observada com reducdo do comprimento da
imagem (PL), na lesdo de L-5, significante reducéo do indice do nervo cidtico e tibial, com
aumento em (PL) e reducdo no espalhamento entre os dedos opostos (TS). Naleséo de ambos, L-
4-5 hé& reducdo significativa em todos os indices mensurados, aumento em (PL), e reducéo no

dedo intermediario (ITS) edo (TS (MONTOYA et al., 2002).
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Empregando o IFC associado a himunocitoquimica, Shin et al. (2003) analisaram o efeito
terapéutico do laser (650 nm, 5 mW) em lesBes do tipo axoniotmese do nervo cidaico de ratos
seguidos por 4 dias consecutivos de tratamento. Os autores verificaram que o grupo tratado com
laser aém de apresentarem um indice funcional mais elevado quando comparado com o grupo
controle, possuia maior nimero de GAP-43, proteina envolvida no processo de regeneracdo
nervosa, nas fases iniciais da recuperacdo nervosa, mas apos a 5% semana ndo apresentava
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo tratado e o controle. Porém, ndo relatam a
densidade de energia empregada.

Lago Junior et al. (2005) avaliaram o reparo da transeccdo aguda produzida no nervo
ci&tico de ratos apos a aplicacdo de cola de fibrina, em comparagdo com sutura epineural, e a
associacdo das duas técnicas. A avaliagdo funcional do IFC demonstrou resultados
significantemente melhores no grupo empregado sutura associada a cola de fibrina em relagdo a
aplicacdo das técnicas isoladamente.

Devido as dificuldades operacionais das técnicas de reparo nervoso, a utilizacéo de
instrumentos eletroterapéuticos com finalidade regenerativa, entre eles: as estimulacdes el étricas
(MENDONCA; BARBIERI; MAZZER, 2003) ultra-som (RASO et a., 2005) e o laser de baixa

poténcia tém sido estudados.

3.12 Laser de baixa poténcia
3.12.1 Aspectos Gerais

A luz tem sido utilizada com fins terapéuticos ainda em tempos antigos. A origem do laser
se da a partir de eventos que ocorrem dentro de uma cavidade O6ptica, na qual determinado
material apos ter seus atomos excitados, culminando em geracéo de emissdo estimulada de fétons

com amesma fregquiéncia, direcéo e comprimento de onda (COTTON, 2004).



O edtagio fina deste processo, denominado de amplificagdo da luz, decorre pela
existéncia de espelhos dentro da cavidade, um totalmente refletor e outro parcialmente, fazendo
com que os fotons sofram reflexdo, estimulando novos fétons e emitindo o feixe laser (KARU et
a, 2005; COTTON, 2004).

As caracteristicas, isto €, as propriedades que diferem o feixe laser de outras fontes
luminosas sGo a monocromaticidade, colimagdo, coeréncia e polarizacéo (KARU et al, 2005). A
monocromaticidade indica que cada meio gerador de laser corresponde a um Unico comprimento
de onda, caracteristica importante, pois determina quais moléculas absorverdo o laser e sofrerdo
os efeitos fotobiolégicos especificos. O laser € colimado por consequiéncia de apenas os fétons
que estéo perpendiculares aos espelhos contribuem para o processo de amplificacdo. A coeréncia
ocorre, pois os fétons estédo em fase, conseqiiéncias do processo de emissdo estimulada. Esta
coeréncia pode ser temporal, quando as ondas da luz se encontrar em fase, ou espacial, quando os
fotons estdo gustados em planos espaciais paraelos entre si, sendo mantidos por grandes
distancias (BAXTER, 1998, KARU et a, 2005).

A polarizacdo ocorre quando as ondas de luz estdo todas orientadas num s6 plano,
gerando a vibracdo dos campos elétricos em uma s direcdo, podendo ser linear ou circular
(COTTON, 2004).

O espectro eletromagnético mais utilizado na laserterapia de baixa poténcia esta entre os
comprimentos de onda de 630 a 1300 nm, incluindo a luz visivel e parte proxima da luz
infravermelha. Esta parte do espectro € denominada de janela Optica, por ser esta faixa capaz de

penetrar nos tecidos e produzir os efeitos especificos (KARU et al, 2005).



3.12.2 Inter agdes biol6gicas

A radiacdo luminosa a0 atingir o tecido biologico pode ser refletida, transmitida,
absorvida ou espalhada (Figura 12). A absorcéo € o principal par@metro da interago |aser-tecido,
pois dela depende a quantidade de energia entregue ao tecido e por sua vez os efeitos nele
provocados. Dependendo da energia do féton, a radiagdo pode ser transferida a molécula
causando transicbes rotacionais, vibracionais ou eletronicos, provocando nos tecidos, efeitos

fotoquimicos, fotofisicos, fototérmicos, fotomecanicos e fotoel étricos (KARU et al, 2005).
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Figura 12 Efeitosfisicos dainteracdo |laser-tecido biol 6gico.

O principio basico da terapia a laser € o fato que a irradiacdo, através da propriedade de
monocromaticidade, possui capacidade de alterar o comportamento celular sem que sgja
necessaria a presenca de aquecimento. Por esta razdo denomina-se de terapia de baixa poténcia
ou intensidade. O fendbmeno apesar de ser primeiramente denominado de bioestimulante, notou
Se que em certos momentos apresenta-se efeito inibitorio sobre as agdes celulares tendo assim a
sua terminologia modificada para biomodulador (BASFORD, 1995; BAXTER, 1998;

VLADIMIROV; OSIPOV; KLEBANQV, 2004).
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A interagdo biologica laser-tecido promove reagbes atérmicas, produzindo o efeito
fotoquimico. Este efeito esta associado a absorcdo particular de cada cromdforo, isto €,
substancias absorvedoras de luz presentes nos tecidos, tendo como alvo principal os citocromos
presentes nas mitocondrias (Figura 13). Para laseres de 488 e 515 nm (Argbnio), temse a
hemogl obina como croméforo, enquanto que para 10.600 nm (CO,) aagua. Para 0 632,8 nm (He-
Ne), 904 nm (GaAs) e 630-830 nm (GaAlAs), ou sga, comprimentos na regido do vermelho e
infravermelho préximo, ndo apresentam fortes cromoforos, possibilitando maior capacidade de

penetracdo (BASFORD, 1995; VLADIMIROV; OSIPOV; KLEBANOQOV, 2004; COTTON,

2004).
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Figura 13. Coeficiente de absor¢ao para alguns comprimentos de onda.
Fonte: Cotton (2004)

Karu et a. (2005) afirmou que estes efeitos podem ocorrer por processos que provocam
modificacbes no potencial da membrana, resultando em aumento da sintese de ATP, gerando os
efeitos de biomodulagéo.

As porfirinas enddgenas, presentes nas mitocondrias, absorvem a luz na parte vermelha
do espectro servindo como cromaforos da irradiacdo a laser e atuando como fotosensibilizadores,
induzindo reagdes de radicais livres (incluindo a peroxidacdo lipidica com formagdo
predominante de hidroperdxido de &cidos e gorduras ndo saturadss nos fosfolipidios apds a

absorc¢ao do quantum de energia (KLEBANOV et al., 2001).
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A peroxidagdo lipidica aumenta a permesabilidade idnica da membrana plasmatica, em
particular, dos fons calcio. O aumento intracelular da concentragdo de célcio (Ca?*) em leucdcitos
ativa processos dependentes de Ca* e finalmente incrementa o potencial funciona celular. Este
processo € acompanhado pela reunido de NADPH-oxidases na membrana no estado ativo de
espera e expressao de receptores de superficie O aumento do potencial funcional dos leucdcitos
também é acompanhado pela producéo de agentes bioativos como O,, H,O,, CIO", NO e vérias
citocinas. Alguns possuem propriedades bactericidas enquanto outras afetam a microcirculagéo
sangiiinea (KLEBANOV et ., 2001).

A participacéo do citocromo-c-oxidase e do C& - A TPase atuantes como croméforos, ndo
explicam todos os efeitos dairradiacdo infravermelha (KLEBANOQV et al., 2001).

O o6xido nitrico (NO) é considerado um mediador dos efeitos celulares decorrentes a
laserterapia sendo responsavel pelo incremento da ligagéo celular, estando associado a producéo
de energia, estimulagdo da biogénese de mitocOndrias apoptose e envolvido com efeitos
analgésicos, aumento da microcirculagdo possuindo reservatorio nas hemoglobinas (KARU,;
PYATIBRAT; AFANASYEVA, 2005).

A irradiacdo a laser (633 nm 45,19 J, 162 Jcnt) regula o aumento do peptideo
relacionado ao gene calcitonina (CGRP) que serve como um indicador da regeneracdo nervosa
apos alesdo e da sobrevivéncia neuronal (SNYDER et al., 2002).

A proliferacdo de fibroblastos gengivais € aumentada pela aplicacdo da terapia a laser,
independentemente do comprimento de onda (670, 780, 692, 782 nm), mas com a mesma
fluéncia (2 Jen?, 0,02 J) e quanto menor o tempo de exposicéo (meior poténcia de saida) melhor

serdo osresultados (ALMEIDA-LOPES et al., 2001).
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Na prética clinica, alaserterapia emprega densidades de energiade 1 a4 Jcn?, associado
com poténcia de saida entre 10 a 90 mW sendo amplamente utilizada em diversas lesdes
mUscul 0-esguel éticas, assim como em processos a gicos e inflamatérios (BASFORD, 1995).

Karu (1987) verificou que a irradiacdo de mitocdndrias isoladas induzia ateracbes na
homeostasia celular resultando em reacOes em cascata. Sugerindo que alguns componentes da
cadela respiratéria (citocromos e flavinas desidrogenase) serviriam como fotoreceptores ou
cromoforos primarios, ou sgja, capazes de absorver luz de determinado comprimento de onda,
ativando a cadeia respiratoria. Resultando no aumento da sintese de ATP, afetando os niveis de
hidrogénio da célula, ativando outros ions transportados como sodio e potassio, além de alterarem
o fluxo de célcio entre as mitocondrias e o citoplasma.

Em 1999, foi confirmada a hipotese de que o citocromo-c-oxidase, enzima termina da
cadeia respiratoria, € um fotoreceptor da luz na regido do vermelho. A absorcéo da luz por esta
enzima aceleraria o transporte de elétrons na cadeia respiratoria levando ao aumento de potencial
glérico trans-membrana da mitocondria, ativando a sintese de ATP, conseglentemente, o
metabolismo celular (MANTEIFEL ; KARU, 2005).

Rochkind e Quaknine (1992) relataram que os efeitos do LBP sdo dependentes da
densidade de energia, pois baixas densidades causam a regulacéo na oxi-reducdo do metabolismo
celular, e com atas densidades ocorrem danos fotodindmicos. Esta afirmacdo foi possivel apos
analisarem diferentes comprimentos de ondas e densidades de energia aplicadas sobre céulas de
fibroblastos, verificando que a 630 nm obtinha-se um maior nimero de mitoses em comparacdo a
360 nm e 780 nm enquanto que o pico era alcancado com densidade de energia de 15 Jen,

porém acima de 60 Jcnf apresentavam reducdo da reproducéo celular.



3.12.3 Laser em Nervos Periféricos

Em 1986, Rochkind et al. obtiveram resultados eletrofisioldgicos positivos quanto a
aplicacdo do LBP com He-Ne (16 mW, 8 Jcnf, por 30 minutos, durante 20 dias) em ratos
submetidos & neurotmese com GAP de 0,5 cm em nervo ciético.

Rochkind et a. (1988) fazem mencéo a estudos prévios sobre a irradiagdo com laser de
baixa poténcia, mais especificamente empregando laser He-Ne (632,8 nm) e sua capacidade de
aumentar o potencia de acdo do nervo ciatico normal de rato, além de minimizar a degeneracao
muscular seguida pela ruptura do nervo sendo estes efeitos observados em um ano.
Concomitantemente, este tipo de irradiagdo quando aplicada no nervo ciético, com lesdo por
esmagamento, previne a queda do potencia de acdo e formacao de fibrose cicatricial, dém de
acelerar 0 processo regenerativo e atenuar as mudancas degenerativas nos segmentos
correspondentes na medula espinha que esto presentes apos a lesdo nervosa.

Estudos empregando laser terapéutico com 630 nm, em feridas cuténeas, queimaduras e
lesdo de nervo ciético, realizadas bilateralmente, demonstram efeito tanto local como sistémico.
Observouse que lesbes ndo tratadas, do lado contra-lateral das lesOes tratadas, apresentam
melhor reparacdo que animaisdo grupo controle, porém menos evidentes que nas lesdes tratadas.
Neste estudo os autores verificaram a efetiva agdo do laser, reduzindo a degeneracdo retrégrada
dos neurdnios motores da medula espinhal, esperada apds uma lesdo nervosa periférica
(ROCHKIND et al., 1989).

Rochkind e Quaknine (1992) afirmaram que a irradiagdo comLBP com um comprimento
de onda e densidade de energia especificas mantinham a atividade eletrofisiologica de nervos
periféricos lesionados em ratos, previnindo a formacdo cicatricial no local da lesdo assm como
mudangas degenerativas dos neurdnios motores, correspondentes na medula espinhal, induzindo

0 brotamento axonal e estimulando os capilares em transplantes nervosos.
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Khullar et a. (1995) examinaram a aco do laser GaAlAs (830 nm, 46 Jcnf, 6 J, 70 mW,
538 mW/cnt, feixe de 0,13 cn?, por 10 dias) em nervos alveolares inferiores da polpa do dente,
primeiro molar, em ratos, submetidos a neurotmese. Utilizando anélises himucitoquimicas do
peptideo relacionado ao gene da calcitonina, encontraram grande quantidade desta proteina no
grupo tratado em ralagdo ao controle. Concluiram que o aumento da inervacao, quando utilizado
a laserterapia, poderia ser pela aceleragdo da regeneracdo nervosa, re-inervacdo colateral ou
combinacdo de ambas as respostas.

A terapia com laser em 780 nm gerou bons resultados em nervos cidticos de ratos apés
neurotmese seguida de reparo. A aplicacdo didria por 30 minutos em 21 dias consecutivos,
transcutdneamente sobre 0s segmentos correspondentes da medula espinhal e na regido lesionada
promoveram respostas somato - sensorias positivas em 69,2% em ratos irradiados contra 18,2% de
animais controle. O estudo histocitoquimico demonstrou aumento da quantidade do nimero de
axonios e melhor qualidade do processo regenerativo devido a presenca de axdnios com maior
didmetro comparado ao grupo controle (SHAMIR et a., 2001).

Miloro et a. (2002) investigaram os efeitos da fototerapia pos-operatdria nos nervos
alveolares inferiores de coelhos reparados com tubos Gore-Tex. Os resultados demonstraram que
a fototerapia pode promover a regeneracdo neura ao longo dos tubos sintéticos usados como
pontes sobre o defeito no nervo. Os nervos alveolares foram lesiorados e reparados
bilateralmente, onde apenas um lado recebeu irradiacdo transcutanea (AsGa, 70 mW) com 820-
830 nm e densidade de energia de 29 Jcnt por 4 dias consecutivos, iniciando no primeiro pés-
operatdrio, seguido por 6 sessdes adicionais de irradiacdo uma por semana. Os resultados da
investigacdo morfoldgica dos nervos reparados demonstram um aumento na densidade da fibra
nervosa no grupo tratado em comparagdo com 0 ndo tratado, sugerindo ser um método néo-

invasivo e benéfico na cura de lesbes nervosas.



Gigo-Benato et a. (2004) compararam a acdo de dois tipos diferentes de emissdo a laser
apos a lesdo por transeccdo do nervo mediano seguida pela anastomose com o nervo ulnar
(doador) em ratos. Observaram que quando aplicavamo laser de 808 nm (continuo, 416 mW, 454
us, 1.100 Hz, 39 segundos 0,28 cn?, 29 Jeny) associado ao de 905 nm (pulsado, 28 W, 200 ns,
10 kHz, 1 minuto e 12 segundos, 0,1 cn?, 40 Jcnt) obtinham melhores resultados funcionais,
recuperacdo da massa muscular e maior nimero de fibras nervosas regeneradas em relacdo a
aplicacdo isolada, porém apresentando resultados significantemente positivos da irradiacéo.

Devido a escassa reprodutibilidade de diversos trabahos citados na literatura adicionado
as insatisfatérias exposi¢cdes metodol dgicas dos dados previamente observados, estudos se tornam
necessarios para elucidar os efeitos da laserterapia de baixa poténcia sobre o processo de
reparacd0 do nervo cidico. A investigacdo de um modelo experimenta ligada a andlise da
avaliagdo da recuperagdo funcional, correlacionada a analise histologica pode fornecer dados

relevantes para uma base de aplicabilidade clinica futura no tratamento de lesdes nervosas.
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4, MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

O grupo amostral foi composto por 12 ratos machos adultos (Rattus norvergicus albinus),
da linhagem Wistar, com peso corporal variando entre 300 a 350 gramas (aproximadamente 90
dias), procedentes do Biotério da Universidade para o Desenvolvimento do Estado e da Regido
do Pantanal - UNIDERP, mantidos em condic¢des controladas de luminosidade e temperatura, seis
animais por gaiola, com alimentac&o solida padronizada e &gua ad libitum.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as normas do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Anima — COBEA. O presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UNIVAP sob o protocolo n° L185/2005/CEP (Anexo A).

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, conforme o procedimento

realizado:

- Grupo 1 (placebo): animais submetidos a lesdo por transeccdo completa do nervo ciético

unilateral seguido de reparo epineural e ndo-irradiados (n= 6).

- Grupo 2 (laser): submetidos a lesdo por transec¢do completa do nervo cidtico unilateral
seguido de reparo epineural e subseqliente tratamento com laser na regido lesionada por 20 dias

consecutivos (n= 6).

4.2 Procedimento cirUrgico eterapia
Foi redlizada a pesagem dos animais e administracdo de pré-anestésico Butorfanof’
[Turbogesic, (2 mgkg)] (KOZHAKHMETOQOV, 1993) associado a Acepromazina [Aceprano, (1

mg/kg)] (ALMEIDA et al., 2000) ambos administrados em dose Unica via intramuscular. Apés
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15 minutos foram administrados Zolazepan e Tiletamina [ Zoletil 50°, (20 mg/kg)] (ALMEIDA et
al., 2000). Apés a tricotomia da face lateral da coxa direita, com o auxilio de |&mina de barbear
estéril, em extensdo suficiente para permitir a visualizac8o da regido a ser abordada o animd foi
posicionado em decubito ventral, prendendo-se as patas dianteiras e traseiras em abducéo, e o
local daincisdo preparado com anti-sepsia (&l cool- iodado).

O nervo cidtico (OLIVEIRA et al., 2004; KAYIKCIOGLU et a., 2004) foi abordado
através de uma incisdo longitudina na face lateral da coxa direita, desde a atura do trocanter
maior até o joelho. Sob aumento de uma lupa, foi realizada, a cerca de 3 mm distal a sua
emergéncia, de forma padronizada, a seccéo completa do nervo (Figura 14). Apds a neurotomia,
foi readlizada uma anastomose epineural do nervo cidtico com trés pontos simples com

monofilamento nylon (Mononylo n 10-0, Polysuture®) (Figura 15).

Figura 14. Foto do procedi mento ci rdrgico no momento em que erarealizada alesdo por neurotmesedo nervo
ciético. Observar em: A) coto distal; B) coto proximal.

Apos a anastomose do nervo, os tecidos moles foram suturados por planos, com pontos

simples de monofilamento nylon (Mononylon 5-0, Ethicon®).



Figura 15. Foto da anastomose do nervo ciético. Observar em: A) A gulha ndo-traumatica; B) Coto distal; C) Coto
) _ proximal; D) Fiodesutura. o o
Em seguida o animal recebeu uma Unica dose de antibiotico (Penicilina) para profilaxia de

infeccBes. Para a analgesia pés-cirdrgica foi utilizada a droga Fentanil® por via itraperitonial (1P)
(PRIVADO et a., 2004) a uma dose de 0,032 mg/Kg, de 12/12 horas, por dois dias consecutivos

apos a lesdo.

4.3 Aplicacdo do Diodo L aser

Foi utilizado o diodo laser de Arsenieto de Gélio e Aluminio (GaAlAs) da marca KLD®
modelo Endophotono, poténcia de 26,3 mW, area do feixe de 0,63 cm? e comprimento de onda
de 660 nm. A intensidade do equipamento foi aferida previamente ao experimento com o auxilio
do medidor de poténcia (2-Watt Broadband Power/Energy Meter, Modelo 13 PEM 001/,
Holanda).

A forma de aplicacdo utilizada foi a transcuténea pontual, com densidade de energia
determinada em 4 Jcn?, densidade de poténcia de 0,0413 W/cn? e tempo de aplicacio de 96,7

segundos Foram aplicados 3 pontos sobre a incisdo cirdrgica: um ponto em cada extremidade e



outro no centro (Figura 16). A aplicagdo foiiniciada no primeiro dia pos-operatério e durante os

20 dias consecutivos sobre a regido da lesdo no grupo experimental 2.

n
Figura 16. Aplicacéo dalaserterapia sobre alesdo do nervo ciético com auxilio de luva de borracha para contencdo
do animal.
Os animais do grupo 1 foram submetidos ao mesmo procedimento sem que houvesse a

irradiacdo a laser.

4.4 Andlise Funcional

As impressdes das pegadas dos animais foram obtidas, através do emprego de tiras de
papel milimetrados acopladas em uma passarela de marcha construida com madeira (5 x 7 x 42
cm) de acordo com proposta de Dijkstra et a. (2000), esta passarela possuia uma casinhola no
final, onde o animal procurava se abrigar ap6s percorrer todo o comprimento.

Apbs o treino de marchainicia (5 minutos), as patastraseiras dos animais foram pintadas
com tinta nanquim e os animais foram colocados cuidadosamente na passarela obtendo-se assim
0 registro e impressdo das pegadas (Figura 17). Astiras eram deixadas a secar e estocadas em
embalagens de plastico, para evitar 0 contato com umidade. Apds a formacdo das imagens das

patas dos ratos, foram realizadas as medidas do indice Funcional do Ciético (IFC).



Figura 17. Passarelade madeira (5 x 7 x 42 cm) pararealizagdo damarcha utilizada para a coletado | FC.

As impressoes das pegadas foram obtidas antes da cirurgia e apos 7, 14 e 21 dias dalesdo
inicial. Os valores de comprimento de pegada (PL), espahar total dos dedos (ITS) e o espalhar

dos dedos intermediério (IT) foram mensurados pelo mesmo examinador utilizando uma régua

(Figura 18).
NTS (1,8 cm) ETS (0,9 cm)
o I
it i A o 4
i i £ il
. ENENFURS BB &
FROE 2 N e W
THITETZ G R :
il I s
i # L "
£ | i |
@ : ; e
b ; i 98
2 - weE
= 1 T
; &R +
, e, |
'-.._._1!,,;“
i Ferjee S ]

Figura 18. Demonstragéo dos valores para o calculo do IFC. Observar- em: A) patanormal e B) membro lesionado.



O pesguisador ndo tinha conhecimento de qual grupo pertencia cada animal durante a

coletado IFC.

4.5 Obtencéo das Amostras e Andlise histolégica

A regido lesionada dos animais foi acompanhada diariamente através avaliagdo clinica,
observando-se: edema, exsudato, secrecdo purulenta, presenca de sutura, deiscéncia. O avaliador
ndo tinha conhecimento de qual grupo pertencia cada animal durante as andlises. Foi realizada
administracdo de pré-anestésico Butorfanol (Turbogesic, 2mg/kg) associado a Acepromazina
(Acepran, 1mg/kg) ambos administrados em dose Unica via intramuscular. Apés 15 minutos
foram administrados Zolazepan e Tiletamina (Zoletil 50, 40mg/kg) e sacrificados com dose |etal
de cloreto de potéssio (KCl, 0,4ml/100g de peso) via intra-cardiaca. Apds o sacrificio dos
animais, no 21° dia posoperatério, foram empregadas andlises histomorfométricas dos nervos
ciéticos.

Antes daretirada do materia de andlise, este foi embebido com solugéo de glutaraldeido a
25% em cacodilato de sodio a 0,025M, por dois minutos para a pré fixacdo. Em seguida, foram
removidos e mergulhados na mesma solugdo supramencionada, onde permaneceram por 12
horas, em geladeira a 6°C para a fixacao.

ApGs este periodo foi feita a pos-fixacd do segmento com tetroxido de 6smio a 2%,
acrescido de cacodilato de sddio a 0,2% por um periodo de 8 horas. Posteriormente, os segmentos
foram lavados em solucdo tampéao de cacodilato de sadio isotonico e desidratados em solucdes de
concentracao crescente de etanol e de oxido de propileno. Finalmente, foram inclusos em resina
plastica (EPON 812) por 48h a60°, em estufa.

Obtidos os blocos, foram redizados os cortes finos (2,0 um de espessurad) sendo

analisados em microscopio de luz. A captura e armazenamento das imagens das fibras nervosas
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foram realizados com microscépio Optico (Lei ca® Slandasd), acoplado a uma camera de CCD.

Foram capturadas imagens para andise morfométrica, sendo realizada pelo programa

computacional Leica Q-Wi no.

4.6 Andlise Histomorfométrica

A andlise histomorfométrica foi realizada com o auxilio do programa Image Pro Plus
(versdo 4.5.0.29). Cada animal forneceu uma lamina, onde cada amostra foi fotografada em cinco
guadrantes, sendo quatro periféricas e uma central (Figura 19). Em cada quadrante, selecionou-se
uma area retangular de 350 x 350 um e a partir desta area foi realizada a contagem da érea total

de bainha de mielina

Figura 19. Figura esquematica dalamina e as regides dos 5 quadrantes avaliados histomorfometricamente.

Os passos para a andlise foram: a) carregar a figura a ser analisada no programa |mage
Pro Plus b) selecionar o quadrante conforme ilustrado na figura acima; c) selecionar a
ferramenta perform segmentation; d) abrindo o histograma basico, foi padronizado o valor de
coloracdo de 150; €) abriu-se a ferramenta count and measur e objects; f) entrou-se na ferramenta
meansur e-sel ect measurements, utilizando como filtro a area de bainha de mielina; g) fechou-se a

ferramenta perform segmentation; h) prossegurse com a contagem ¢ount); i) selecionouse



novamente measure, auto-classification, j) selecionouse a opgdo view e statistics, k) finalmente

observouse 0 valor médio da érea de bainha de mielina (Figuras 20 e 21).
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Figura 20. Imagem |Iustra1|va do programa Image-Pro Plus. Notar em: A) quadrante; B) 350 x 350 C) medidaem
um eD) ferramenta perform segmentation.
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Figura 21. Imagem |Iustrat|va do programalmage—Pro Plus. Notarem: A) ferramentacount and measure objects B)
Measure C) Count; D) A uto-classification; E) Statistics; F) Mean (média dos valores).
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4.7 Andlise Egtatistica

Os dados coletados atraveés do indice funcional do cidtico foram submetidos ao tratamento
estatistico, com auxilio do programa Bioestat 3.0, para determinagdo do coeficiente de variagdo e
apliconrse para tanto a Andlise de varidncia (ANOVA one way). Apliconrse o teste de
Comparacao MUltipla Bonferroni. Também foi utilizado o teste t de Student néo-pareado (t test)
para a verificagdo da agdo da laserterapia sobre a regeneracdo do tecido nervoso periférico, assim
como analises comparativas entre os grupos do estudo. Adotou-se como nivel de significancia

5% (p<0,05) para ambos os testes.



5.RESULTADOS
5.1 Indice Funcional do Ciético

O IFC no grupo 1 (controle) foi em média de -35,9 (x 48,0) nos valores coletados pré-
lesdo, -88,8 (+ 23,2) no 7° dia de pos-operatdrio, -101,9 (£ 25,9) no 14° dia de pbs-operatorio e
de -98,3 (+ 34,3) no 21° diade pds-operatdrio. No grypo 2 (laser) obtiveramse médiade -7,3 (+
18,3) para valores coletados pré-lesdo, -98,2 (+ 18,7) no 7° dia de pos-operatério, -87,4 (x 9,1) no
14° diade pos-operatorio e -79,0 (x 11,2) no 21° dia de pdsoperatdrio (Apéndice A).

A andlise de varidncia no grupo controle entre os diferentes dias de coleta do IFC
demonstrou que apenas os vaores da pré-lesdo eram estatisticamente significantes quando
comparado com osdemaisdias (p < 0,01) (Apéndice A).

No grupo 2 (laser) os valores entre pré-lesdo comparadoscom o 7°, 14° e 21° dias de pés
operatdrio apresentaram diferencas estatisticamente significante (p < 0,001). Porém, ndo houve
diferencaentre o 7° e 14°, 14° e 21° dias de pOs-operatorio (p> 0,05) (Apéndice A).

Fazendo a comparac&o entre os dois grupos experimentais (Controle X Laser) notouse
que ndo houve diferenca significativa nos vaores entre os quatro periodos de avaliacéo (p>0,05)

(Gréfico 1).
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Gréfico 1. Comparagdo dos val ores médios e respectivos desvios padréo do | FC entre grupo 1 (controle) e grupo 2
(laser) nos quatro periodosde avaiagéo.

5.2 Analise Histomorfométrica
No grupo 1 (controle), o nimero médio da érea de bainha de mielina (Figura 22) nos 5
quadrantes analisados, apos 21 dias de pos-operatério, foi de 0,51 (+ 0,11) e no grupo 2 (laser)

este valor foi de 1,31 (+ 0,22) (Apéndices B e C).
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Figura 22. Montagem de Fotomicrografias do terceiro quadrante, onde A-B correspondem ao grupo 1 eC-D grupo 2.
Observar: epineuro (Ep); perineuro (Pn); Bainha de mielina (BhM).

Apobs este procedimento, com as médias e desvios padrdes das &reas de bainhas de
mielina obtidos nos dois grupos experimentais (controle e laser) aplicouse o teste t de student
com nivel de significancia estabelecido em 5 %, obtendo-se o valor de p=0,07, isto €, vaor ndo

significativo entre os valores médios de area das bainhas de mielina entre os grupos 1 e 2 (Tabela

4).
Tabelad. Testet de student entre 0s grupos experimentais.
Grupos Controle Laser
Média 0.5100 1.310
Amostra 6 6

Desvio Padréao 0.1100 0.2200
Erro 0.04491 0.08981
Valor dep 0.0772* 0.0772*

* p>0,05



6. DISCUSSAO

Este estudo objetivou avaliar se 0 diodo laser (AsGaAl) com 660 nm influenciava na
regeneracdo do nervo ciético de ratos submetidos a lesdo por transeccdo completa e seguido de
anastomose epineural, avaliando por meio do indice Funcional do Ciético e da histomorfometria.

Ha evidéncias, em pesquisas clinicas e experimentais recentes, que os efeitos do laser
foram de aumentar a funcdo do nervo, diminuir a formagdo de feridas, elevar o metabolismo dos
neurdnios e aumentar a capacidade de producdo da mielina. Pelo fato da laserterapia ndo ser
invasiva, a habilidade de irradiar nervos lesionados sem intervencgdes cirlrgicas € proveitosa.

Miloro et a. (2002) investigaram os efeitos da fototerapia pds operatéria nos nervos
alveolares inferiores de coel hos reparados com tubos Gore Tex. Os resultados demonstraram que
a fototerapia pode promover a regeneracdo neura ao longo dos tubos sintéticos usados como
pontes sobre o defeito no nervo. Os nervos aveolares foram lesionados e reparados
bilateralmente, onde apenas um lado recebeu irradiagdo transcuténea com 820-830 nm com
densidade de energia de 6 Jcnt por 4 dias consecutivos, iniciando no primeiro pds-operatério,
seguido por 6 sessdes adicionais de irradiagdo, uma por semana. Os resultados da investigagéo
morfoldgica dos nervos reparados demonstram aumento na densidade da fibra nervosa no grupo
tratado em comparagdo com o néo tratado.

Khullar et a. (1995) ao avaiarem o efeito do laser AsGaAl (820 nm, 70 mW, 6 J por
ponto, total de 48 Jcnf) em nervos cidticos de ratos submetidos & axoniotmese verificaram agdo
benéfica nas avaliagdes funcionais e eletrofisiolégicas enquanto que a histolégica nao
demonstrou resultado significante.

Apesar de muitos estudos relatarem os efeitos positivos da irradiacdo com LBP na
regeneracdo da pele, diminuicdo da dor e intensificagdo da regeneracdo nervosa, existem muitas

controvérsias sobre os beneficios terapéuticos do laser (MILORO et d., 2002).



Gift (1996) apud Miloro et a. (2002) examinou cultura de células in vitro, estimulando a
regeneracdo com o laser e ndo apresentou resultados estatisticamente significantes, apenas um
aumento na densidade das células foi observado.

O rato foi escolhido como animal de experimentacdo pela facilidade de aquisicéo,
manuseio e também pelo baixo custo operacional. Além destes fatores, a similaridade de
distribuicdo dos troncos nervosos com 0os humanos e a adequada caracteristica anatdbmica para
procedimentos cirdrgicos facilitou a escolha deste animal (RODRIGUEZ; VALERO-CABRE;
NAVARRO, 2004).

As patologias que afetam 0 nervo cidtico sdo muito comuns na prética clinica, tais como:
hérnia de disco, estenose do cana medular, sindrome do piriforme, porém lesdes isoladas do
nervo ciaico como a neurotmese s80 muito raras, portanto este modelo prové um banco de teste
para lesdes que envolvam nervos pluri- fasciculares com axénios de tamanhos e tipos diferentes
competindo no acance dos tubos endoneurais distais e avos de re-inervagio (RODRIGUEZ;
VALERO-CABRE; NAVARRO, 2004).

Endo (2002) afirmou que alesdo por transeccdo completa introduz uma série de varidvels
de dificil controle e padronizagcdo, porém ndo encontramos muitas dificuldades no presente
estudo, visto que a lesdo foi padronizada em todos os animais de ambos 0s grupos experimentais
e a técnica microcirdrgica foi realizada por um profissional com experiéncia e treinamento
especializado.

A lesdo por transeccdo completa foi preferida a uma lesdo por esmagamento, por
exemplo, pois alesdo por esmagamento preserva a estrutura de sustentacéo do nervo, visto que 0s
tubos neurais estdo em continuidade, facilitando assim a regeneracdo, e o principal objetivo deste
estudo era de verificar se 0 laser influenciava na regeneragcdo nervosa, sem qualquer interferéncia,

isto é sem guda. Outro fato importante na escolha deste tipo de lesdo € pela escassez de
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trabalhos que utilizam o laser na lesdo por transeccdo, justificando a realizacdo de estudos que
elucidem os mecanismos de agdo da laserterapia neste tipo de lesdo.

Em um dos poucos estudos, Shamir et a. (2001) demonstraram que a laserterapia pés-
operatéria foi efetiva para promover a regeneracdo em casos de transeccdo completa do nervo
seguida por reparo cirdrgico. Este estudo duplo-cego randomizado avaliou a regeneracdo do
nervo ciatico de ratos transeccionados e suturados (end-to-end) com a aplicaco da fototerapia.
Um comprimento de onda de 780 nm foi aplicado transcutaneamente por 30 minutos diariamente
por 21 dias consecutivos no ggmento correspondente da raiz espinhal e no nervo lesionado.
Respostas somato-sensorias positivas foram encontradas em 69% dos ratos irradiados e em 18%
dos ndo irradiados. Uma andlise himunoistoquimica do grupo tratado com laser demonstrou um
crescimento axonal mais intenso e melhor qualidade do processo de regeneracéo, assim como 0
aumento no didmetro dos axénios. Estes resultados sugerem que a fototerapia acelera o processo
de regeneracdo dos nervos periféricos apls a transeccdo completa e anastomose cirdrgica,
podendo servir como um tratamento complementar.

Geuna et a. (2003) e Gigo-Benato et al. (2004) encontraram efeitos positivos na
regeneracdo nervosa administrando fototerapia nos nervos medianos de ratos reparados pela
técnicatérmino- lateral (end-to-sde) de anastomose. Os animais operados receberam a fototerapia
3 vezes por semana durante 3 semanas, iniciando no primeiro dia pés-operatorio, comparando
com 0s outros animais operados que receberam um tratamento placebo (com o aparelho
desligado). G5 laseres de 808 e 905 nm usados para a bioestimulagdo transcuténea tinham
densidades de energia entre 29 Jcnt e 40 Jcnt respectivamente. Os resultados deste estudo
duplo-cego mostraram que a fototerapia induz a significante rapidez de mielinizagdo das fbras
nervosas regeneradas e recuperacdo da massa muscular, resultando significantemente répido da

funcdo em comparagéo com o grupo controle.
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Chen et al. (2005) relataram a ocorréncia de um efeito supressivo na emissio de 904 nm
do laser pulsado (com média de densidade de energia de 2,33 a 15,5 Jcm?) na regeneraczo do
nervo ciatico de ratos ao longo de tubos de borracha de silicone usados como ponte por 10 mm de
espaco (GAP). Os resultados negativos deste estudo sdo dificels para interpretar, pois que foram
obtidos num modelo experimental com diferentes aspectos. 1) o uso de uma borracha de silicone
como guia para os nervos pode ter interferido na luz; 2) a utilizacdo de uma alta freqiiéncia (5 a
20 KH2) de irradiacdo pulsada; 3) o inicio da fototerapia 1 €mana ap0s a cirurgia e 4) a
estimulagdo prolongada por 2 meses.

Uma diversidade de modalidades cirtrgicas tem sido utilizada no reparo dos nervos
periféricos, incluindo o reparo epineural, perineural, enxertos autdgenos, enxertos de veias e
entubulagio, cm ou sem fatores neurotrdficos associados (DE SA et al., 2004; KAYKCIOGLU
et al., 2004). Adotou-se a técnica de anastomose epineural simples pela facilidade de execugéo e
por ter demonstrado alta resisténcia biomecanica a tragdo, conforme Temple et al. (2004).

O laser de He-Ne (632, 8 nm) naregido de emissdo vermelha do espectro el etromagnético
era o comprimento de onda mais estudado em biomodulacdo da resposta bioldgica em processo
de reparacdo (ROCHKIND et al., 1986; ROCHKIND et al., 1988; ANDERS et al., 1993;
SOTELO et a., 1996; ROCHKIND et al., 2001; SCHWARTZ et a., 2002; SNYDER et al.,
2002). Atualmente outros comprimentos de onda estédo sendo desenvolvidos e pesguisados, como
os laseres emitindo em 650-830 nm (AsGaAl) (KHULLAR et al., 1995; KHULLAR et al., 1999;
WALSH; BAXTER; ALLEN, 2000; SHAMIR et a.; 2001; MILORO et al., 2002; SHIN et al.,
2003; GIGO-BENATO et al., 2004; NICOLAU, et al., 2004; BYRNES et a., 2005) e o de 904
nm (AsGa) (BAGIS et a., 2002; BAGIS et al. 2003; GIGO-BENATO et al., 2004).

Adotouse o laser de AsGaAl com 660 nm por ser de baixa poténcia e com comprimento

de onda muito utilizado na pratica clinica, adém disso, este comprimento de onda ndo possui
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nimeros expressivos de estudos prévios sobre seus efeitos na regeneragdo nervosa periférica
(SHIN et al., 2003; NICOLAU et a., 2004).

Na prética clinica, a laserterapia emprega densidades de energiade 1 a4 Jcn?, associado
com poténcia entre 10 a 90 mW sendo amplamente utilizada em diversas lesdes musculo-
esqueléticas, assm como em processos algicos e inflamatorios (BASFORD, 1995). Baseado
neste fato justificouse a densidade de 4 Jcnf nesta pesquisa, sendo importante salientar que este
parémetro é extremamente variavel nas pesquisas de laserterapia em regeneracao nervosa.

A utilizacdo do LBP como método terapéutico ainda possui contradicBes e seu efeito
biomodulador sobre os nervos periféricos ainda esta obscuro, pois alguns estudos apresentam
resultados positivos (ROCHKIND et al., 1988; ROCHKIND et a., 1986; ANDERS et a., 1993;
KHULLAR et a., 1995; SOTELO et a., 1996; KHULLAR et a., 1999; ROCHKIND et al.,
2001; SHAMIR et a., 2001; SCHWARTZ et a.; 2002; SNYDER et al., 2002; MILORO et al.,
2002; SHIN et al., 2003; GIGO-BENATO et a., 2004; BYRNES et al., 2005) enquanto outros
indicam que o laser ndo exerce qualquer influéncia sobre os nervos periféricos (CHELY SHEV;
KUBITSKII; PLAKSEICHUK, 1996; BAGIS et al., 2002; BAGIS et a., 2003; NICOLAU et .,
2004). Muitas destas pesguisas ndo foram claras, deixando de descrever parametros necessarios
como dose, poténcia média do aparelho, tempo de aplicacdo, area do feixe e modo de aplicacéo,
promovendo a dificil compreensdo metodoldgica para a reproducdo dos resultados e dificuldades
comparativas entre os estudos.

Os valores obtidos neste trabalho, quanto ao IFC, demonstram que apés a lesdo nervosa
por transeccdo completa ocorreu uma perda funcional severa nos dois grupos experimentais no
7° dia pbs-operatério, porém no grupo controle o indice de funcéo reduziu ainda mais no 14° e
21° dia enquanto que neste periodo, 0 grupo laser apresentava melhora funcional comparado ao

7° dia, apesar da andlise estatistica ndo demonstrar resultados significativos entre 0s grupos



A lesdo do nervo ciatico implica em perdas funcionais em relagdo ao padréo da marcha
devido a relacdo direta entre a distribuicdo e a contribuicdo das fibras de nervos espinhais que
formam o nervo ciético conforme afirmam Montoya et al. (2002).

Uma provavel explicacéo para os baixos IFC do grupo irradiado no 7° dia pos-operatorio
pode ter-se dado pelo fao de nas primeiras horas ap6s a rupturado axdnio, o corpo celular passa
a apresentar ateracbes denominadas de cromatdlise, caracterizada histologicamente por
ingurgitamento da célula, degeneracao da substancia de Nissl (reticulo endoplasmatico rugoso do
neurdnio) e migracdo do nucleo do centro para a periferia, sendo que estas ateracfes visam a
sintese de proteinas (actina e tubulina) relacionadas a regeneracao do citoesquel eto do axénio, em
detrimento daproducéo de neurotransmissores, estando relacionadas ao transporte intracelular e a
movimentacdo do cone de crescimento (FERREIRA, 2001; DAHLIN, 2004; JOHNSON;
ZOUBOS; SOUCACOS, 2005; MARTINS et al., 2005).

Provavelmente, o periodo de 7 dias apds a lesdo estd marcado por estes eventos, mas a
utilizagdo da laserterapia dentro das 24 horas ap0s a lesdo, reduz a perda funciona imediata,
demonstrando que a terapia deve ser iniciada neste periodo, corroborando com a afirmacéo de
Dahlin (2004).

Apos o 7° dia de pbs-operatorio, o grupo 2 (laser) apresentou uma inha de tendéncia
positiva quanto a melhora da funcéo, e esta linha s foi estabilizada e positiva no grupo 1
(controle) apos 0 14° dia. Porém esta linha foi mais acentuada e com melhores valores no grupo
tratado com laser, conforme demonstrado no gréfico 1.

No 21° de pOs-operatorio observouse que houve diferencas entre os IFC dos grupos laser
e controle, porém sem diferenca estatistica. Entretanto, quando se analisa a evolucéo das curvas
no gréfico 1, observa-se que os valores médios foram diferentes, demonstrando a provéavel

continuidade da acdo do laser sobre o0 nervo cidico, se houvesse maior tempo de avaliacéo.
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Segundo De Medinacelli (1995), através da lesdo por esmagamento (30 segundos)
verificouse que apos 1 més e meio a 2 meses da lesdo a recuperacao funcional nervosa alcanca o
seu platd apesar de ndo ocorrer nenhuma mudanca significante morfometricamente. Beau,
Ellisman e Powell (1988) afirmaram que a mielinizagdo das fibras regeneradas ocorrem entre 14
a 21 dias apos a lesdo. Todavia, mais estudos sdo necessarios, com periodo de avaliacdo superior
aos 21 dias de tratamento, ou até mesmo a 5 semanas.

Um fato importante a ser mencionado trata-se do nivel funcional préleso, notando-se
que ambos 0s grupos, neste periodo de avaliagdo, ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante, demonstrando homogenei dade da amostra da pesqguisa.

Apesar de ndo haver significancia estatistica entre os grupos experimentais, quando se
compara o IFC, pode-se observar que no grupo 2 (laser) ndo houve indicios de infeccbes e
deiscéncias de pontos de sutura, apesar da analise macroscopica ndo ter sido um item da andise
metodologica deste estudo. Outro fato observado, € que os animais deste grupo utilizavam
constantemente o mermmbro lesionado para se aimentar, ficando em apoio bipodal e até mesmo
para se cocar, enquanto que no grupo controle houve formagdo de deiscéncias, tornando-se clara
adificuldade de cicatrizagéo da lesfo.

Durante a Ultima década, grandes avangos tém ocorrido para tentar entender as interagdes
da laserterapia com estruturas biolégicas. Entretanto, os mecanismos de acdo do LBP sobre a
reparacdo neurona ndo sdo esclarecidos. Um nimero variado de teorias tém sido criadas para
explicar a ocorréncia de mudangas nas estruturas biol dgicas pela laserterapia, como o aumento da
sintese de ATP (GAGLIARDI; ATLANTE; PASSARELLA, 1997) ou na proliferacdo celular
(KREISLER et a, 2003).

Ha evidéncias de que a irradiagdo com laser em mitocondrias isoladas induzia alteractes

positivas ha homeostasia celular. Foi sugerido que alguns componentes da cadeia respiratoria



(citocromos, flavinas desidrogenase) que seriam fotoreceptores ou cromoforos primarios, ou

sgja, capazes de absorver luz de determinado comprimento de onda, ativando a cadeia
respiratoria. Assim, resultaria no aumento da sintese de ATP, afetando os nivels de hidrogénio da
célula, ativando outros ions transportados como sédio e potassio, aém de aterarem o fluxo de
calcio entre as mitocondrias e o citoplasma (MANTEIFEL ; KARU, 2005). Este nivel energético
favorecido pela laserterapia poderia ter influenciado no processo estudado.

Em 1999, Karu confirmou a hipétese que o citocromo-c-oxidase, enzima termina da
cadeia respiratoria, € um fotoreceptor da luz na regido do vermelho. A absorcdo da luz por esta
enzima aceleraria o transporte de elétrons na cadeia respiratdria levando ao aumento do potencial
elétrico trans-membrana da mitocondria, ativando a sintese de ATP, conseqlentemente, 0
metabolismo celular (MANTEIFEL ; KARU, 2005).

Rochkind e Quaknine (1992) relataram que os efeitos do LBP sdo dependentes da dose,
pois baixas doses causam a regulacdo da oxr reducao do metabolismo celular, e em altas ocorrem
danos fotodinamicos. Esta afirmagdo foi possivel apos analisarem diferentes comprimentos de
ondas e doses de energia aplicadas sobre fibroblastos, verificando que a 630 nm obtinha-se maior
nimero de mitoses em comparagdo a 360 nm e 780 nm, enquanto que o pico de mitoses era
alcancado com dose de 15 Jcnf, mas que acima de 60 Jcn? apresentavam reducdo da
reproducdo celular.

Klebanov et al. (2001) descrevem as porfirinas enddgenas como absorvedoras da luz na
parte vermelha do espectro eletromagnético, servindo como cromdéforos da irradiacdo laser e
atuando como fotosensibilizadores, induzindo reagdes de radicais livres (incluindo a peroxidacdo
lipidica com formacdo predominante de hidroperoxido de &cidos e gorduras ndo saturados nos
fosfolipidios) e que apds a absor¢do do quantum de energia, leva ao aumento da permeabilidade

iGnica da membrana plasmética, em particular, dos ions cdlcio em leucocitos, ativando processos
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dependentes de C&* e finamente incrementaria o potencial funcional celular. Este processo é
acompanhado pela reunido de NADPH-oxidases na membrana no estado ativo de espera e
expressao de receptores de superficie.

A observacdo chave, isto €, a hipdtese chave é de que a irradiacdo com laser de baixa
poténcia induz a formagdo macica de brotamentos e a protuberéncia das células neurais em
cultura (WOLLMAN et a, 1998).

Outra hipdtese é de que o laser estimula diretamente o brotamento axonal terminal in vivo,
quando os axbnios sdo transeccionados ou brotamentos laterais em casos de suturas término-
lateral (GIGO-BENATO et a, 2004). Um estudo recente de Shin et al (2003) proporcionou uma
explicagdo molecular possivel pela demonstragdo no aumento na imunoresatividade da proteina
GAP-43 nos primeiros estagios de regeneracdo do nervo ciatico apés a laserterapia. Outro estudo
de Snyder et a (2002) mostrou que a aplicacdo do laser (633 nm, 162 Jcnt) regulariza o
peptideo calcitonina (CGRP) expressdo de RNAmMno nucleo motor facial apos neurotomia.

Uma hipétese fascinante € que a laserterapia pode servir de guia para o crescimento
neurona in vitro, talvez devido a interacdo com as proteinas citoplasmaticas, particularmente,
intensificando a polimerizagdo da actina na diregdo do final do axonio. Ao lado dos efeitos
diretos de crescimento dos axdnios, a demonstracdo experimental da irradiagdo laser pode
estimular a proliferacéo de células de Schwann de ratos in vitro. Considerando que a presenca de
um numero adequado de céulas de Schwann vivas € um fator chave para 0 sucesso da
regeneracdo nervosa (GEUNA et al, 2003) a acdo gliotréfica da fototerapia pode representar um
indicador forte a favor do seu uso no reparo pos-traumatico e pos-cirargico (GIGO-BENATO et

al, 2004).
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A utilizac8o da passarela de marcha € um método de avaliagdo muito comum (DIJKSTRA
et a., 2000; KOKA; HADLOCK, 2001; VAREJAO et al., 2001) possuindo grande aplicabilidade
nas pesquisas experimentais pela facil execugéo e baixo custo do método.

Alguns estudos estdo buscando a modernizag&o desta coleta com a utilizagdo de cameras
digitais tornando possivel a avaliagdo dindmica (DIJKSTRA et al., 2000). Porém, o propésito
desta pesguisa encaixava-se na utilizacdo do método convencional com a passarela de madeira e
utilizagdo de tinta nanquim.

De fato, neste trabalho ndo se observou os beneficios da laserterapia pela avaliagdo
histomorfométrica. Foi possivel observar sinais de franca recuperacdo dos nervos tratados com
laser, em comparacdo com o grupo controle. Porém néo se obteve resultados significativos pela
andlise estatistica

Segundo De Medinacelli (1995), através da lesdo por esmagamento (30 segundos)
verifica-se que apds 1 més e meio a 2 meses da lesdo a recuperacdo funcional nervosa alcanca o
seu platd apesar de ndo ocorrer nenhuma mudanga significante morfometricamente, o que
justifica o resultado histomorfométrico ndo significativo neste trabalho que utilizou um tempo de
avaliagdo de 21 dias.

Beau, Ellisman e Powell (1988) afirmavam que a mielinizacdo das fibras regeneradas
ocorrem entre 14 a 21 dias ap6s a lesdo, porém o tipo de lesdo utilizada foi a neurotmese.

Rummler, Dinh e Gupta (2004) relataram que ha inducdo da proliferacdo das células de
Schwann e apoptose, com uma minima patologia axona detectavel sendo que as células de
Schwann aumentam em 6 envoltérios dentro de 4 semanas de lesdo e 0 numero destas células
decal com o tempo, mas ainda mantém se mais ato que o normal. Porém, o aumento da &rea de
bainha de mielina ndo foi detectavel nesta pesquisa, talvez pelo periodo compreendido de 3

Ssemanas.
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Entretanto, nenhuma morfometria ou eletrofisiologia pode mensurar 0 mais importante,
isto €, a funcdo, provavelmente devido a propor¢do de fibras regeneradas que alcancam
apropriadamente seu alvo. Assim, a analise morfométrica, apos lesdes trauméticas experimentais,
prové uma imagem confidvel das condic¢des troficas nos nervos regenerados, mas ndo auxiliam o

entendimento dafuncdo (DE MEDINACELLI, 1995).



7. CONCLUSAO

Este estudo pdde demonstrar os beneficios da utilizacdo do LBP no processo de
regeneracao nervosa periférica, como os altos valores do IFC e a auséncia de infecgdes e melhora
da cicatrizagcdo das lesdes. Porém a utilizacdo do LBP Arsenieto de Galio e Aluminio (660 nm)
nao trouxe mudangas significativas quanto a éea da bainha de mielina avaliada
histomorfometricamente em nervo cidico de ratos apls lesdo por neurotmese seguida de

anastomose epineural.
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APENDICE A

Tabela 1. Vaores individuais do IFC nos grupos experimentais nos quatro periodos de

avaliacdo, com as respectivas médias e desvios padrdo. Notar a andlise comparativa dos
valores dos | FC entre os diversos grupos, onde: x° < 0,05; 2x ¢, 2x 9< 0,01;®x ", ®x 9, ex "
< 0,001 e demais comparagdes sem diferenca significante.

INDICE FUNCIONAL DO CIATICO

Controle Laser

Rato Pré-lesio® 7dias” 14dias”~ 2ldias” | Prélesio® 7dias’ 14dias® 2ldias
1 -6,60 -79,72 -93,30 -93,30 -9,53 -12548  -93,0 -76,73
2 -18,38 9330  -12453 -62,53 25,88 -79,%9 -75,390 -90,81
3 -24,91 12891  -141,94  -13581 -1,58 -93,30 -93,30 -83,75
4 -133,07 77,90 -84,94 -91,53 2,16 11628  -93,30 -60,13
5 -19,48 -59,67 -73,49 -65,19 27,18 -93,30 -93,30 -87,91
6 12,71 -93,30 -93,02 -143,38 -2,97 -81,17 -75,91 -74,59
? -35,9 -88,8 -101,9 -98,6 73 -98,2 -87,4 -79,0

D.P. 48,0 232 259 343 18,6 18,7 91 112
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APENDICE B

Tabela 2. Vadores individuais da &ea de bainha de mielina nos 5 quadrantes
analisados em cada amostra do grupo 1 (controle) apds o 21° dia de pds-operatorio,
com as respectivas médias e desvios padrfes.
Grupo Controle
Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Média DP
~ Raol 086 068 026 036 107 065 0,34
Rato2 0,42 0,16 0,19 0,50 0,25 0,30 0,15
Rao3 0,87 0,66 0,79 0,52 0,77 0,72 0,14
Rato4 0,46 0,30 0,29 0,44 0,49 0,40 0,10
Rao5 0,44 0,28 0,38 0,42 0,49 0,40 0,08
Rato6 0,28 1,00 0,52 0.35 0,64 0,56 0,29

Grupo 051 0,11

Q: quadrante



APENDICE C

Tabela 3. Vaoresindividuais da &rea de bainha de mielina nos 5 campos analisados
em cada amostra do grupo 2 (laser) apds o 21° dia de pés-operatério, com as
respectivas médias e desvios padrdes.
Grupo Laserterapia
Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Média DP
T Raol 250 159 239 178 162 198 0,43
Rato2 0,73 0,46 041 0,60 051 0,54 0,12
Rato3 2,12 3,04 2,03 1,46 1,88 211 0,58
Rao4 0,72 0,46 0,43 0,35 0,67 0,53 0,16
Rato5 0,55 0,96 1,12 1,10 1,15 0,98 0,25
Rato6 1,04 1,89 2,64 1,26 1,83 1,73 0,62

Grupo 131 0,22

Q: quadrante
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