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RESUMO

OLIVEIRA, Tiago Henrique Soares de. Efeito da terapia com laser de 830nm,
operando em baixa poténcia sobre o processo de reparacdo neuronal em
ratos. 2006. 65 f. Dissertacdo (Mestrado em Bioengenharia) — Instituto de Pesquisa
e Desenvolvimento. Universidade Vale do Paraiba, Sdo José dos Campos, 2006.

Os nervos periféricos so freqlientemente traumatizados, ocorrendo perda ou diminuicéo da
sensibilidade e da motricidade no territorio inervado. Assim, estudos baseados no
desenvolvimento de novas terapias minimamente invasivas se fazem necessarios. A radiacdo
do laser de Arsenieto de Galio Aluminio (GaAlAs) compreendida em 830nm do espectro
eletromagnético, tem sido relatada como eficaz no tratamento de processos inflamatorios,
porém tem sido pouco estudada como coadjuvante no processo de recuperacdo neuronal. Este
estudo teve como objetivo investigar o processo de recuperagdo do nervo ciético em ratos,
apos lesdo por esmagamento, tratada com terapia laser de baixa poténcia (TLBP), através de
avaliacdo funcional (indice Funcional do Ciético — IFC) e avaliacdo histomorfométrica (érea
média de bainha de mielina). Foram utilizados neste estudo 24 ratos Wistar, divididos em 4
grupos (n=6/grupo), sendo grupo “A” controle, grupo “B” tratamento no loca da lesdo
(ciaico), grupo “C” tratamento na coluna espinhal, grupo “D” tratamento no local da lesdo e
na coluna espinhal. O nervo ciatico dos animais, de todos os grupos foi abordado, e o
esmagamento ocorreu com o0 auxilio de uma pinga Kelly com presséo de 6N, mantida por 30
segundos. A TLBP foi realizada nos grupos B, C e D, tendo inicio imediato no pos-operatorio,
repetindo-se diariamente, por 21 dias consecutivos A avaliacdo funciona foi realizada no
periodo pré-operatério e pos-operatorio respectivamente nos dias 7°, 14° e 21°, através do
clculo do IFC, apresentando uma melhora progressiva em ambos 0s grupos, porém os
valores mais expressivos foram para os grupos B (trat. cidtico) e D (trat. ciético e coluna).
Houve diferenca significativa do IFC dos grupos de B e D entre 7 e 21 dias PO (p<0,001),
demonstrando expressiva recuperacdo destes grupos entre as fases da lesdo. O valor médio da
area de bainha de mielina apresentou diferenca significativa na comparacdo entre o grupo B
(ciaico) e o grupo D (cidtico e coluna) no segmento proximal da lesdo (p<0,05). Todos os
animais foram sacrificados no 21° dia pds-operatério, para a andise histomorfométrica. Os
resultados demonstraram diferencas estatisticas entre os grupos B e D no que se refere a area
de mielinizacdo e IFC, neste Ultimo observa-se aceleraco no processo de reparacdo entre 7 e
21 dias pos tratamento, demonstrando efetividade da terapia tanto em nivel funcional quanto
morfol bgico.

Palavras-chave: Laser 830nm, GaAlAs, Terapia Laser de Baixa Poténcia, Nervo Ciatico
de Rato, Biomodulagdo Neuronal.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Tiago Henrigue Soares de. Effect of the therapy with laser of
830nm, operand in low potency on the process of neuronal repairing in mice.
2006. 65 f. Dissertacdo (Mestrado em Bioengenharia) — Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento. Universidade Vale do Paraiba, Sdo José dos Campos, 2006.

The periphera nerves are frequently traumatized, occuring losses or decreases from
sensibility and of the motricity in the muscles area. Like this, based studies in the
development of new therapies with non deep invasive are made necessary. The laser radiation
of the Arsenide Aluminum Gallium (GaAlAs) understood in 830nm of the electromagnetic
spectrum, it had been told as effectived in the treatment of lawsuits, however it had been a
little studied as accompliace in the process of neuronal recovery. This study had an objective
to investigates the process of recover of the sciatic nerve on rats, after lesioned for crush,
treated with therapy laser of low frequency (TLBP), through functional evaluation (Functional
Index of the Sciatic. 1FC) and evaluation histomorfetric (medium area of mielina hem). They
were used in it's study 24 rats Wistar, divided in 4 groups (n=6/grupo), being group "A"
control, | group "B" treatment on the lesioned area (sciatic), | group "C" treatment in the
gpinal column, | group "D" treatment on the lesioned area and in the spinal column. The
sciatic nerve of the animals, as all of the groups was approached, and the crushed happened
when it was aided with a tweezer Kelly by using pressure of 6N, susteained by 30 seconds.
TLBP was accomplished in the groups B, C and D, tends immediately beginning in the
postoperative, repeated daily, for 21 subsequent days. The functional evaluation was
accomplished in the preoperative and postoperative period respectively on the 7th, 14th and
214, through the calculation of IFC, presenting a progressive improvement in both groups,
however the most expressive values went to the groups B (trat. sciatic) and D (trat. sciatic and
column). There were significant difference of IFC of the groups of B and D between 7th and
21st days postoperative (p < 0,001), As result of this showing expressive recovery of these
groups among the phases of the lesion. The medium value of the area of milline had presented
significant difference in the comparison among the group B (sciatic) and the group D (sciatic
and column) in the segment around of the lesioned area (p < 0,05). All the animals were
sacrificed in the 21st postoperative day, for the analysis histomorphometric The results
demonstrated statistical differences among the groups B and D in what refers to the milline
process area and IFC, in this last one acceleration were observed that the repairing process
between 7th and 21st days powders treatment, demonstrate considered progress of the therapy
as much asin level functiona at the morphologic.

Keywords: Laser 830nm, GaAlAs, Therapy Laser of Low Potency, Sciatic Nerve of Rat,
Neuronal Biomodulation.
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1 INTRODUCAO

Os nervos periféricos sdo alvos constantes de lesBes de origem traumética, com
esmagamento e seccles totais, que resultam em perda ou diminuicdo de sensibilidade e
motricidade no territério inervado, cuja severidade depender4d de acometimento de
estruturas. Sendo assim o reparo do nervo pos-traumatico continua a ser um dos principais
desafios na area da salde (GIGO-BENATO et al., 2005).

Entre os vérios métodos propostos para melhorar a recuperacéo do nervo lesado, a
terapia laser de baixa poténcia (TLBP) vem recebendo uma grande atencéo nas Ultimas
duas décadas. Os relatos dos efeitos TLBP na regeneracdo de nervos periféricos feridos
comegaram a ser descritos na década de 1970, mas somente na década de 1980 o interesse
cientifico voltouse para a agdo terapéutica dos laseres na regeneragdo nervosa, com um
significativo aumento nas publicacbes cientificas (DVALI, MACKINNON, 2003;
EVANS, 2000; LUNDBORG, 2002).

O termo fototerapia refere-se ao uso da luz para produzir um efeito terapéutico em
tecidos vivos. Embora agumas fontes de luz possam ser usadas para obter um efeito
terapéutico, a laserterapia tem apresentado maior interesse no meio clinico e experimental
(TURNER; HODE , 2003).

Os primeiros estudos sisteméticos sobres efeitos da fototerapia na regeneracéo de
nervos periféricos sdo publicados por Rochkind et al. (1986, 1988), baseados no uso de
axoniotmese. Nestes estudos os autores avaliaram os efeitos da fototerapia em nervo
cidtico de ratos, observando paramentos como morfologia nervosa, eletrofisiologia celular
e funcionalidade do membro afetado apds traumatismo, concluiram que a fototerapia com
laser de baixa poténcia € eficaz em promover melhora na recuperacdo de nervo lesado

(ROCHKIND; OUAKNINE, 1992).
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Outros trabalhos demonstraram que fototerapia laser foi eficaz na regeneracéo de
nervos facial, ciatico e peroneal, apds esmagamento (ANDERS et al., 1993; KHULLAR et

a., 1995; SHIN 2003; HAMILTON et al., 1992).

JUSTIFICATIVA

Considerando a escassez de trabalhos realizados com comprimento de onda na
regido do infravermelho préximo, sobre o processo de reparacdo neuronal com irradiacéo

de areas de tronco nervoso e ndo somente via periférica, estudos se fazem necessarios.

1.1 Anatomia efisiologia do sistema nervoso periférico

O Sistema Nervoso Periférico (SNP) é descrito como sendo toda a por¢do do
sistema nervoso situada fora do Sistema Nervoso Central (SNC), sendo este ultimo
constituido pelo cérebro e medula espinhal. Os elementos que constituem o SNP sdo os
motoneurdnios, neurbnios sensitivos primarios fora do SNC, neurbnios autonémicos,
raizes dorsais e ventrais, ganglios nervosos, nervos espinhais e cranianos, terminacoes
sensitivas e motoras (MACHADO, 1993).

Os nervos periféricos compreendem axonios e as células de Schwann associadas a
membrana basal (SCHWARTZ, 1999). As cdulas de Schwann embainham axénios
individuais em fibras mielinizadas e grupos de ax6nios em fibras ndo mielinizadas
(GRANT et a., 1999). A membrana basal € cercada por finas fibras de coldgeno chamadas
endoneuro. A composicdo axbnio e célula de Schwann € denominada endoneuro
(SCHWARTZ, 1999) ou tubo de Schwann (TRUMBLE, 2000). Os tubos endoneurais

ficam agrupados, formando um nimero varidvel de fasciculos (TRUMBLE, 2000).
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O perineuro circunda cada fasciculo. O perineuro € composto por fibras de
colageno e camadas concéntricas de células planas que ficam muito proximas, unidas por
juncbes. O perineuro cria uma barreira de difusdo contra o ambiente ao seu redor,
semelhantemente a barreira hematoencefdlica. O perineuro mantém uma pressdo
intrafascicular positiva (SCHWARTZ, 1999; TRUMBLE, 2000).

O epineuro circunda as camadas de perineuro. O epineuro que preenche o espaco
entre os fasciculos € chamado epineuro interno, e 0 epineuro que cerca O nervo €
denominado epineuro externo. O epineuro interno funciona como um amortecedor para 0s
fasciculos. Onde os nervos periféricos abarcam articulacGes e onde sdo aplicadas forgas
compressivas maiores, aumenta a espessura do epineuro interno. As camadas externas do

epineuro sdo compostas por colageno e algumas fibras de elastina (SCHWARTZ, 1999).

/ Nervo espinhal

EPINEURO em torno
de todo o nervo

Fasciculo

- PERINEURO em torno do
B fasciculo individual

e -..-‘:‘.5,'-5-_...?;@/ Axbnio
T

ENDONEURO em torno de s ik @‘“ﬁ

axonio individual

Vasos sanguineos

Figura 1: — Esquema de corte transver so mostrando os revestimentos do nervos espinhais; adaptado
Grabowski (2002).

Os grupos fasciculares anatémicos sdo formados por condensaces de epineuro
interno. As interconexdes entre fasciculos formam um plexo fascicular (TRUMBLE,

2000). Estes plexos fasciculares sdo abundantes nas partes proximais dos nervos
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periféricos, e em menor quantidade na pate mais distal dos nervos periféricos
(TRUMBLE, 2000; TOWNSEND, 1994). A localizacéo e a posi¢ao dos fasciculos dentro
do nervo dependem do destino do ramo do fasciculo na periferia (SCHWARTZ, 1999).

A irrigaca@o para os nervos periféricos geralmente se faz através do mesoneuro ou
da suspensao do mesentério (TOWNSEND, 1994).

O processo de mielinizacdo ocorre na Ultima fase do desenvolvimento fetal e no
primeiro ano apos o0 nascimento. A bainha de mielina, bem como a membrana plasmética
gue a origina tem a composi¢do lipoprotéica, rica em fosfolipidios que, devido a suas
caracteristicas isolantes, permite a conducdo mais rapida do pulso e étrico (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004). Entre células de Schwann permanece uma area de membrana exposta,
conhecida como “nddulo de Ranvier”, que € o ponto onde ocorrem as modificacdes na
permeabilidade da membrana, ja que os canais de sodio e potassio séo encontrados apenas
nestes locais. Normalmente, num axonio, existe um noédulo de Ranvier a cada 2 mm.
Nessas fibras, a onda de despolarizacdo se propaga “pulando” de um nédulo para outro,
num fendmeno conhecido como “conducdo saltatéria’, tornando assim a condugdo mais

rapida (GUY TON, 1997).

1.2 Lesdonervosaperiférica

A classificacdo de lesGo nervosa baseia-se no dano sofrido pelos @mponentes
nervosos, na funcionalidade nervosa e na capacidade de recuperacdo espontanea (GRANT
et a., 1999; GREENFIELD, 1997; RISTIC et da., 2000). Seddon (1943) publicou sua
classificacdo de lesdes nervosas, e Sunderland (1951) expandiu este sistema de graduacéo
(apud RISTIC et a., 2000). A significancia do sistema de classificagdo em 3 graus de
Seddon é sua relevancia clinica em predizer os resultados funcionais e formular um plano

de tratamento apropriado (GRANT et al,. 1999).
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O grau mais leve é chamado neuropraxia. Esta € uma reducéo ou bloqueio completo
da conducéo através do segmento de um nervo com a continuidade axonal conservada
(COLOHAN et a., 1996; GRANT et al.,1999; TRUMBLE, 2000). Mais especificamente, é
uma disfuncdo e/ou pardisa sem perda de continuidade da bainha nervosa nem
degeneracéo walleriana periférica (RISTIC et al., 2000; SCHWARTZ, 1999). A conducéo
nervosa fica preservada proximal e distalmente a lesdo, mas néo através dela (GRANT et
al., 1999).

A axoniotmese € um grau mais severo de lesdo nervosa, comparando-se a
neurapraxia. A axoniotmese é decorrente de uma lesdo dos axénios com preservacdo da
bainha de tecido conjuntivo neural (endoneuro), do epineuro, dos tubos das células de
Schwann e de outras estruturas de sustentacdo (COLOHAN et al., 1996; TRUMBLE,
2000; GRANT et a., 1999). Dessa forma, a arquitetura interna fica relativamente
preservada (SCHWARTZ, 1999). Isto pode orientar a regeneragcdo axonal proximal para
reinervar orgdos-alvo distais (COLOHAN et a., 1996; GREENFIELD, 1997). Ocorre
degeneracéo walleriana na axoniotmese (RISTIC et al., 2000).

A neurotmese é o0 grau mais severo de lesdo de nervo periférico. Ocorre quando o
axbnio, a mielina e os componentes do tecido conjuntivo sdo lesados e rompidos ou
transecciorados (GREENFIELD, 1997; RISTIC et a., 2000; SCHWARTZ, 1999). N&o
pode ocorrer recuperacdo através da regeneracdo axonal. Este grau de trauma inclui lesdes
nas quais a continuidade externa é preservada, mas ocorre fibrose intraneural com bloqueio
daregeneracdo axonal (GRANT et al., 1999; SCHWARTZ, 1999).

Sunderland (1951) categorizou as lesdes de nervos em cinco graus. Os graus | e 1l
correspondem aos graus heuropraxico e axonotmético de Seddon. Sunderland dividiu ainda
a categoria de lesbes de neurotmeses de Seddon em graus 11, 1V e V, tendo por base o grau

de dano as estruturas de sustentacdo axonal (apud GRANT et al., 1999).



18

Nas lesdes grau I, a continuidade do axénio € rompida por perda dos tubos
endoneurais (as bainhas do neurilema), mas o perineuro é preservado. Desta forma, quando
0s axOnios se regeneram, podem entrar na bainha nervosa incorreta, resultando numa
regeneracdo anormal (GRANT et a., 1999; RISTIC et al., 2000). Acompanhando a perda
da bainha nervosa, ha a cicatriz intraneural, que obstrui ainda mais 0 novo crescimento
neuronal através do ponto de lesdo (COLOHAN et al., 1996). Nas lesdes grau 1V, os
fasciculos nervosos (ax6nio, endoneuro, perineuro) sdo lesados, mas se preserva a

continuidade da bainha nervosa.

1.2.1 Regeneracdo nervosa periférica

Um estimulo no corpo humano desencadeia uma resposta apropriada ou ndo. Se o
estimulo for lesdo de tecido, a resposta do corpo é o reparo. Este € um processo de
degeneracdo, seguido por regeneracdo, pois ocorre degeneracdo walleriana nos nervos
periféricos. E um processo pelo qual o segmento lesado de um nervo é fagocitado,
comegando no primeiro né de Ranvier intacto. Os tubos das células de Schwann também
sdo fagocitados para impedir obstrucdo do axénio em regeneracdo. Muitos fatores de
crescimento e citocinas diferentes afetam este processo de degeneracdo-regeneracdo. O
fator de crescimento nervoso (Nerve Grown Factor - NGF) tem despertado muito interesse
entre os pesquisadores devido a sua capacidade de estimular a degeneracéo e regeneracéo
wallerianas dos axonios sensitivos (DAHLIN; RYDEVIK, 1991; TRUMBLE, 2000;
ABREU et d., 2002).

A regeneracdo de um nervo periférico ocorre na taxa de aproximadamente 1
mm/dia OAHLIN; RYDEVIK, 1991; COLOHAN et a., 1996; GRANT et a., 1999;
GREENFIELD, 1997; RISTIC et a., 2000). Nas lesdes mais proximais, a melhora pode

ndo ser evidente por muitos meses (DAHLIN; RYDEVIK, 1991; GRANT et al., 1999;
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GREENFIELD, 1997). Por exemplo, lesdes no nivel médio da diéfise do Umero podem ter
de atravessar até 16 cm (mais de 5 meses) antes da inervagéo do braquiorradial ou dos
extensores do punho (RISTIC et a., 2000). Além disso, em 1999, Perlmutter relatou que,
devido a distancia da localizacdo da lesdo do nervo ao musculo deltéide, os sinais de
reinervagd do nervo axilar seriam observados de 3 a 4 meses depois do trauma
(PERLMUTTER, 1999).

No comego da etapa de regeneracdo, o coto do axbénio proximal da brotos que
compreendem o cone de crescimento do nervo (DAHLIN; RYDEVIK, 1991; TRUMBLE,
2000). A regeneracdo axonal € orientada para a extremidade distal do nervo por um
gradiente de substancias difusiveis. Este processo é chamado neurotropismo (TRUMBLE,
2000). Devido ao efeito de constricdo do tecido cicatricial intra e extraneural, 0 novo
crescimento axona pode ser bloqueado no ponto da lesdo (DAHLIN; RYDEVIK, 1991;
GREENFIELD, 1997). O fator de crescimento (NGF) afeta a regeneragdo sensitiva, mas
ndo orienta diretamente o axdénio em regeneracdo. Os brotos axonais se dirigem
preferencialmente para o tecido neural. No entanto, ndo conseguem diferenciar entre
fasciculos sensitivos ou motores. O tamanho do fasciculo distal parece ser o fator mais
significativo em determinar o alvo do cone de crescimento regenerador. Os brotos tém
mais probabilidade de encontrar e prender-se aos fasciculos maiores (TRUMBLE, 2000;
ABREU, et a., 2002).

Os brotos axonais mal direcionados podem resultar em conexfes nervosas
anormais. Inervagdes anormais de um nervo motor podem causar movimento espasmaédico
ou desgjeitado. Inervagdes anormais em nervo sensitivo podem causar percepcéo errada da
localizagdo do toque ou da dor (BERKOW, 1997). As placas motoras devem ser
reinervadas no prazo de 18 meses do trauma para que a funcdo sga readquirida

(SCHWARTZ, 1999). E importante a prevencdo da degradacio da placa motora para
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assegurar funcionalidade motora depois de completa a regeneracdo. A leupeptina inibe a
protease neuronal ativada pelo célcio (capaina), que rompe os elementos do citoesgueleto
das placas motoras. Isto tem sido demonstrado em animais de laboratério como meio de
intensificar a regeneracd0 nervosa por prevencdo da digestdo dos receptores na
muscul atura esquel ética (TRUMBLE, 2000).

Em geral, a maioria dos traumas nervosos sem transeccdo resulta em aumento da
pressdo causada pelo edema do endoneuro dentro de um perineuro sem complacéncia. O
desnudamento vascular do epineuro (ou seja, epineurectomia) no nervo ciético do rato, que
interrompe 0s vasa nervorum, reproduz lesdes que resultam em aumento do edema e da
pressdo do epineuro. Isto prova a dependéncia da populacdo axonal subperineural de vaso
vasorum intactos. Estudos tém verificado que as lesdes do tipo reperfusdo de isgquemia,
semel hantemente ao observado no musculo e na pele, sdo causa significativa de trauma do

nervo (SANTOS, 2000).

1.2.2 Lesdo nervosa por esmagamento

Lesbes nervosas periféricas podem ser realizadas experimentalmente através de
diversos procedimentos, como 0 esmagamento (compressao), transeccéo, estiramento e
congelamento. Na lesdo experimental por esmagamento ndo h& necessidade de efetuar o
reparo cirargico do nervo, o que evita a introducdo de inimeras variaveis de dificil
controle. Estudos diversos propuseram a utilizagdo de modelos experimentais de
esmagamento para avaliar tanto alesdo em si, como a regeneracéo e recuperacao funciona
(CRAGG; THOMAS, 1964; MIRA, 1979; DE MEDINACELLI; FREED; WYATT, 1982;
DE MEDINACELI; DERENZO; WYATT, 1984; BAIN; MACKINNON; HUNTER,

1989; DELLON; MACKINNON, 1989; BRIDGE et al., 1994; OLIVEIRA et. al., 2001).
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Bisby (apud HARE et a., 1992) e De Medinacelli, Freed e Wyatt (1982)
estabeleceram que a lesdo por esmagamento é uma modalidade Util para o estudo de
regeneracdo dos nervos periféricos, pois € um tipo de axoniotmese. Na axoniotmese, 0S
danos sdo suficientes para romper o axénio, levando a degeneracéo walleriana distal, mas o
prognéstico de recuperacdo funcional € bom, devido a preservacdo da estrutura de
sustentacdo, como as células satélite, membrana basal e tecido conectivo de suporte.

Bridge et al.(1994) concluiram que a lesdo produzida no nervo ciético de ratos com
uma pinga cirdrgica ou de relojoeiro era do tipo axoniotmese. Como ndo houve diferencas
significantes entre os grupos estudados, cada um com um tipo diferente de pinca e de modo
de aplicacéo da lesdo, o método foi considerado confidvel e reproduzivel como modelo de
lesdo por esmagamento.

Dahlin e Rydevik (1991) observaram que, quando o nervo é submetido a um nivel
elevado de compressdo, ocorrem ateragdes pronunciadas do fluxo sanguiineo intraneural,
da permeabilidade vascular e da ultra-estrutura das fibras nervosas, que resultariam em um
processo degenerativo do nervo. O grau de lesdo varia de acordo com as dimensdes das
fibras, as maiores sendo mais suscetiveis a compressdo. Os efeitos danosos sobre as
estruturas nervosas dependem, ainda, da intensidade da forca aplicada e da area sobre a
qual aforcafoi exercida.

Devor et al., (1979) relataram que, em modelos experimentais de esmagamento, a
recuperacdo funcional do nervo cidtico de ratos iniciava-se no 4° dia apds a lesdo e que, em
torno do 20° dia, j& havia um retorno importante da sensibilidade em territorios especificos
de inervacéo.

De Medinacelli, Freed e Wyatt (1982), empregando técnica de andlise funciona da
marcha, observaram que a recuperacdo de nervos ciaticos esmagados ocorria entre 0 16° e

0 20° dias apds a lesdo.
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Bisby (apud HARE et al., 1992) relata completa recuperacéo funcional do nervo
cidtico ja na 42 semana, apos a lesdo por esmagamento .

A velocidade da recuperagdo do nervo cidico de ratos apos 0 esmagamento e a
preservacdo de estruturas axonais permitem a utilizacdo deste modelo experimental para

analise de recuperacdo morfoldgica e funcional.

1.2.3 Avaliacdo morfolégica da regeneracdo nervosa

Mira (1979), estudando a regeneracdo de fibras nervosas mielinizadas de nervos
cidticos de ratos apos lesdo por esmagamento, observou que fibras regeneradas aparecem
em torno do 10° ao 15° dias, com retorno a normalidade em torno do 2° més. Nesse
periodo, 0s nervos em regeneracdo contém cerca de 15% a mais de fibras mielinizadas do
gue o lado controle. Constatou que o diametro médio das fibras regeneradas e mielinizadas
ndo ultrapassava 80% do normal, mesmo apds dois anos do esmagamento. No nervo
normal, foi encontrado que 61% das fibras eram de grande calibre, com didmetro médio
equivalente a 131% do diametro médio das fibras restantes. No nervo regenerado, em torno
do 7° més, observou que 47% das fibras eram de grande calibre.

Mackinnon, Hudson e Hunter (1985) estudaram a regeneracdo nervosa periférica
em ratos. Apos a resseccdo de um segmento de 4,5 mm do nervo ciatico de trinta ratos,
observaram um crescimento axona de 27,7+ 6,4mm. Anaise morfoldgica, realizada a
intervalos de 1 cm, demonstrou a formagdo de “brotamento” axonais (sprouting)
mielinizados no coto proximal e compartimentacdo de axdnios regenerados, distribuidos
em fasciculos pequenos. Qualitativamente, constataram que a populagdo de fibras
mielinicas era percentualmente menor em ndimero e didmetro, quando comparado com

valores normais.
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1.2.4 Avaliacéo funcional da regeneracao nervosa

Em situacdes experimentais, a avaliacdo funcional da marcha temse mostrado um
método confidvel e reproduzivel, em relacdo aos métodos convencionais de avaliacao,
como a morfometria e a eletroneuromiografia. Gutmann e Gutmann (1942) demonstraram
gue a perda da habilidade de "espalhar dos dedos’, avaliada durante a marcha, seria uma
medida confidvel do grau de lesdo de nervo fibular, em coelhos.

De Medinacelli, Freed e Wyatt (1982) propuseram a utilizacdo de um método de
avaiagdo funcional, denominado indice Funcional do Ciético (IFC), baseado em
mensuracdes das pegadas das patas traseiras de ratos. Este método foi realizado entre
grupo controle (normal) e grupos experimentais, apos transeccdo e esmagamento do nervo
ciatico, apresertando uma boa confiabilidade e reprodutibilidade, quando comparado com
métodos tradicionalmente utilizados. O experimento consistia em obter as imagens das
pegadas dos animais, quando estes caminhassem numa passarela construida
especificamente para esse fim (HRUSKA; KENNEDY; SILBERGELD, 1979), sobre uma
tira de filme radiogréfico, em seguida processado. Os parémetros coletados eram a
distncia de uma pata a outra (TOF), o comprimento da pegada (PL), o espalhar total de
dedos (TS) e o espahar intermediario de dedos (IT), demarcados segundo demonstra a

figura2.
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Figura 2: Representacio esquemaética das medidas realizadas para célculo do i ndice Funcional do
Cidtico (IFC). E: experimental (patairradiada); N: normal (pata oposta); TS: espalhar total de dedos
(1° a0 59; IT: espalhar de dedosintermediario (2° ao 4°); PL: comprimento da pegada.

Os dados obtidos através do registro das pegadas eram, entdo, introduzidos na

Seguinte equacao:

IFC=[ (ETOF - NTOF) + (NPL - EPL) + (ETS- NTS) + (EIT - NIT) ] x 220
NTOF EPL NTS NIT 4

Onde:

E: experimental

N: normal

TOF: disténcia de uma pata a outra
PL: comprimento da pegada

TS: espalhar total dos dedos

IT: espalhar dos dedos intermediarios

Os resultados obtidos através desta férmula representam o percentual do déficit do
lado lesado, comparado ao lado néo lesado (normal). A func@o normal é indicada por um
indice de 0%, enquanto que -100% representa a perda completa da fungdo, resultante de
uma transeccdo total do nervo ciético.

De Medinacelli, Derenzo e Wyatt (1984) propuseram a utilizacdo de um sistema
gerenciador do indice funcional do ci&ico (SIMS, ou ciatic Index Managing System),
realizado por meio de um computador, com imagens digitalizadas das impressoes das patas
traseiras de ratos. Foram analisadas as impressoes das pegadas de sete ratos Sprague-
Dawley submetidos ao procedimento de esmagamento em intervalos regulares. O uso do
SIMS permitiu que avaliacdo funcional dos dados deste experimento, quando comparados

com aquel es obtidos através de calculo manual, fosse mais homogénea, precisa e répida.
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O IFC descrito por De Medinacelli, Freed e Wyatt (1982) envolvia a medida da
distancia de uma pata a outra (TOF), que induzia a muitos erros de calculo, diminuindo a
sensibilidade do indice. Carlton & Goldberg (1986) propuseram a avaiagdo também dos
indices funcionais dos nervos fibular e tibial e a eliminacéo do pardmetro TOF, baseados

na andlise da regressdo linear das varidveis estudadas, introduzindo a formula:

IFC=(NPL - EPL + ETS- NTS+EIT - NIT) x 73
EPL NTS NIT

IFT=125x (NPL - EPL) - 43.8 X (ETS- NTS) - 252 X (EIT -NIT)
EPL NTS NIT

IFP=2x IFC —IFT
Onde:
IFT: indice Funcional do Tibial
|FP: indice Funcional do Fibular

Bain, Mackinnon e Hunter (1989) modificaram os indices Funcionais do Ciético
(IFC), do Tibial (IFT) e do Fibular (IFP), baseados na andise de regressdo linear mdiltipla
de fatores derivados das medidas das impressdes das pegadas de ratos com |esdes nervosas
definidas. Assim, como nos demais indices, alesdo total do nervo é representado por - 100,
enguanto que a fungdo normal € representada por 0. Os parametros utilizados nas formulas
foram o comprimento da pegada (PL), o espalhar total de dedos (TS) e o espalhar de dedos
intermediario (IT), acrescido de um fator de correcdo gerado para cada uma das variaves :

IFC=-383x EPL - NPL + 109.5x ETS- NTS+ 13.3x EIT - NIT - 8.8
NPL NTS NIT

IFT=-37.2x EPL - NPL +104.4x ETS- NPS+45.6x EIT - NIT - 8.8
NPI NPS NIT

IFP=174.9x EPL - NPL +80.3x ETS- NTS- 134
NPL NTS
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1.3 Laser

A paavra laser resigna-se das palavras inglesas “ Ligth Amplification by Stimulated
Emission of Radiation” que significa Luz amplificada por emiss&o estimulada de radiacéo.
A emissdo estimulada foi descrita pela primeira vez em 1917, por Einsten, de forma
tedrica. A primeira possibilidade de aplicacdo desse fendbmeno a amplificacdo de ondas
curtas (MASER) foi definida por Townes em 1954. Em 1958, Schalow e Townes,
descreveram os conceitos de monocromaticidade e coeréncia.

A construgdo do primeiro laser operacional aconteceu por volta de 1960. Nesse
equipamento o rubi era utilizado como melo ativo e emitia radiagdo estimulada na regido
vermelha do visivel (MIRO et d., 1986).

Em 1962, Patel desenvolveu o primeiro laser com finalidade terapéutica, com um
meio ativo da mistura gasosa de Héio-Nednio (He-Ne) emitindo radiacdo com
comprimento de onda de 632,8 nm, faixa espectral do vermelho (apud PONTINEN, 1992).

Conforme o0s principios que regem sua construcdo, os laseres compdem-se
essenciamente de trés partes (GUTKNECHT; FRANZEN, 2004):

- Ressonador: trata-se de um tubo ou cavidade Gtica com um arranjo de espelhos que
amplificam os efeitos do laser. Um dos espel hos presentes na cavidade € de reflexdo total e
0 outro, de reflex&o parcial.

- Meio ativo: é qualquer substancia na qual sera possivel determinar o comprimento de
onda da luz emitida, podendo ser sdlido como nos laseres de Neodimio, Erbio e nos laseres
de diodo de Arsenieto de Galio e Aluminio (AsGaAl) e Arsenieto de Galio (AsGa). Entre
0S meios ativos gasosos estdo o Argonio, Hélio-Nebnio (He-Ne), Dioxido de Carbono
(CO,). Os laseres liquidos utilizam um corante orgéanico diluido em solvente liquido.

- Mecanismo de bombeamento ou excitacdo: baseia-se no principio da absorcdo, o qual

consiste em uma fonte de energia externa que excita os elétrons do meio ativo.
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Os mecanismos de bombeamento podem ser descargas elétricas, o disparo de um
flash e até uma ativacédo por outro laser. Apos um estimulo por alguma energia externa, os
elétrons que encontram em seu estado de equilibrio passam para um estado de excitagéo.
Quando, portanto voltam ao seu estado de equilibrio, emitem um féton. Estando entdo
estes fotons dentro de um ressonador, propagar-se-80 em um eixo entre os dois espelhos,
deixando a cavidade e transpassando o espelho semitransparente, na forma de um feixe de

luz (figura 3).

Cavidade Otica

-— —_—
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—_— — -—
-— —
 — D —

Espelho de reflexéo total f Espelho de reflexdo parcial
Fonte de energia

Figura 3: Componentes e mecanismo de funcionamento da maioria dos laseres.
Adaptado de Damante (2004)

A luz laser possui propriedades distintas da luz comum (MELLO; MELLO, 2001):
- Monocromaticidade: emite radiagbes em um Unico comprimento de onda, ou sgja, a
mesma cor;
- Coeréncia: o0 feixe se propaga na mesma direcdo no tempo e no espaco com a mesma
frequéncia;
- Colimagdo: o feixe luminoso, devido a alta densidade de energia concentrada em
pegquenos pontos, € unidirecional, praticamente paralelo com divergéncia minima.

Um sistema laser pode ainda operar em regime continuo ou pulsado. Quando utiliza
a emissdo continua, o operador podera monitorar 0 aparelho laser através da sua poténcia.
Os feixes laseres podem ser produzidos em pulsos ultrarapidos da ordem de
nanossegundos, picossegundos ou de fentossegundos, sendo estas propriedades que

permitem a alta poténcia do sistema de laser pulsado (GUTKNECHT; FRANZEN, 2004).
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Segundo Pinheiro (1998), os efeitos do laser podem ser divididos em térmicos e néo
térmicos. Os laseres de ata poténcia ou cirlrgicos apresentam a propriedade de corte,
vaporizagdo e hemostasia dos tecidos sendo, portanto, os que apresentam efeitos térmicos.
Os laseres de baixa poténcia, cuja terapia ndo se baseia em desprendimento de calor,
apresentam a energia dos fétons transformada em efeitos fotobiol 6gicos sobre células ou

com tecidos.

1.3.1 Parametrosfisicos

Os equipamentos laseres emitem energia (joule = J) de forma continua ou de forma
pulsada.

A poténcia de emissdo € determinada por:

Poténcia Média = energials = poténcia de pico x freqiiéncia de emissao.

A densidade de energia (DE) ou fluéncia é a relacdo entre a energia administrada
por um emissor laser e a superficie de irradiacéo do raio de luz laser ou spot, e € dada em
Jcmz2. Expressa a dose de tratamento. O calculo pode ser obtido com a férmula:

(DE) = E= P(W) xt(s)
A A (cm?)
E = Energia (J)
A = Area (cm?)
P = Poténcia (W)

t=Tempo ()

A densidade de poténcia (DP) é dada pela relacdo entre a poténcia administrada por
um emissor alaser e a superficie de irradiagdo do spot e € expressa em W/cm. Denominada
também como irradiéncia ou intensidade, traduz-se pela quantidade de f6tons concentrados

em uma determinada érea.
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DP= (W)
A(cm?)

A laserterapia de baixa poténcia € uma denominacdo genérica que define a
aplicacdo terapéutica de lasers e diodos monocromaéticos de intensidade menor que 1 W

(PINHEIRO, 1998; KITCHEN ; PARTRIDGE, 1991; ABSTEN, 1989).

1.4 Terapialaser de baixa poténcia

Os dois meios mais comumente usados na prética da terapia laser de baixa poténcia
s80: 0 laser de Hélio-Nednio (HeNe) e os semicondutores de Arsenieto de Galio Aluminio
(GaAlAs), que estéo entre os comprimentos de onda de 630nm a 1300nm. Este por sua
vez, inclui aluz visivel e parte préxima do espectro infravermelho e é chamada de janela
espectral para tecidos biolégicos (KITCHEN; PATRIDGE, 1991; KITCHEN; BAZIN,
1998).

O laser de HeNe emite uma luz visivel, vermelha, com um comprimento de onda
de 632,8 nm. A descarga excita os atomos de hélio, os quais transferem sua energia aos de
nednio e estes emitem entdo a luz vermelha (HERCH; TERESI, 1987).

Os principais efeitos gerados pelo LBP nos tecidos tém natureza estimulatéria,
causando aumento do metabolismo celular, quimiotaxia e vascularizagdo (LOPES;
BRUGNERA, 1998).

O LBP age principamente sobre organelas celulares (mitocdndrias), gerando
aumento da sintese de ATP e modificando o transporte i6nico. Acredita-se que existem
fotorreceptores celulares, sensiveis a determinados comprimentos de onda, que, ao
absorverem foétons, desencadeiam reacBes quimicas. Dessa forma o LBP acelera, a curto
prazo, a sintese (glicolise e a oxidacdo fosforilativa) e a longo prazo a transcricdo e a

replicacéo do DNA (KARU, 1987).
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A terapia com LBP produz efeitos ndo térmicos, ou seja, radiagdes com densidade
de poténcia (DP) de 0,01 W/cm, a 10 W/cnp ou a uma densidade de energia (DE) de 0,1 a
10 Jcmp (SCHINDL et a., 2000), produzindo a&sim um pequeno e ndo significativo
aumento na temperatura, que ndo supera um grau centigrado (KARU, 1987). Portanto,
varios autores chegam a conclusdo de que essa minima mudanca ndo determina os efeitos
biol6gicos pelo laser (ROCHKIND, 1988).

A biomodulacdo ou reacOes laser catalisadas referemse a aplicacdo de energia
eletromagnética pelo LBP aos tecidos do corpo, a qual pode influenciar as funcbes
celulares, tais como, estimulacdo ou inibicdo de atividades bioquimicas, fisiologicas e
proliferativas. A nagnitude do efeito é referida sendo dependente do comprimento de
onda, e do laser (BECKERMAN, et al., 1992; De BIE, et a., 1998, ROCHKIND;
OUAKNINE, 1992).

Pesquisas tém demonstrado que as radiagbes de LBP (diodo, AsGaAl) podem
causar efeito antiinflamatério, analgésico, estimulante celular e modulador celular na
regeneracdo e na cicatrizacéo de diferentes tecidos (STAINKI, et al., 1998).

O LBP produz ainda efeitos indiretos, como o estimulo da microcirculacéo
promovendo uma vasodilatacdo que beneficia a troficidade local pelo aumento do aporte
de oxigénio e eliminacdo de catabdlitos, e favorece também, o aporte de elementos

defensivos, dai deduz-se sua capacidade antiinflamatéria (ROCHKIND, 1988).

141 Laserterapia naregeneracao do tecido nervoso
Em lesbes parciais por esmagamento do nervo ndo ha seccéo total de axénios e das
estruturas adjacentes, ocorrendo degeneracdo walleriana e regeneragdo nervosa, ha

sequéncia (UMPHREAD, 1994). Para a recuperacéo de tais lesdes, sdo utilizados alguns
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recursos terapéuticos de uso corrente na fisioterapia, como o ultrasom, a estimulacdo
elétricae o laser.

O laser comegou a ser utilizado no processo de regeneragao e recuperagao funcional
de lesbes nervosas periféricas na década dos anos 80, havendo vaérios relatos sobre os
resultados obtidos.

Olson, Schimmerling e Tobias (1981) utilizaram a radiacdo laser, com
comprimento de onda variando entre 490 e 685 nm, sobre células de cerebelo de ratos para
observar ateracdes nos limiares de excitabilidade celular. Segundo os resultados obtidos,
houve uma diminuicdo da excitabilidade elétrica das células nervosas, sugerindo que
ocorre uma absorcéo da energia irradiada capaz de provocar ateragdes com a liberacéo de
calcio no citoplasma.

Walker (1985) relatou que a aplicacdo bilateral do laser de HeNe (830 nm) nos
nervos safenos de pacientes paraplégicos, durante 40 segundos, foi capaz de suprimir o
clénus do tornozelo. Ta efeito ndo foi observado nos pacientes ndo irradiados (grupo
placebo). O autor sugeriu que os efeitos obtidos poderiam ser decorrentes de uma
fotossensibilidade dos nervos periféricos.

Nissan et a., (1986), através da irradiacéo transcuténea dos nervos ciéticos de ratos
com laser (HeNe),com aplicactes didrias e doses variando entre 4 e 10Jcnt, observaram
um aumento significativo no potencial de acéo, efeito que poderia perdurar por até oito
meses apds a Ultima aplicacao.

Rochkind et a. (1987) estudaram o potencia de uso terapéutico da radiacdo laser
de baixa poténcia na prevencdo da degeneracdo ou na estimulacéo da regeneracdo nervosa
periférica. ApOs lesdes repetitivas por esmagamento de nervo ciético de ratos, durante 20
dias consecutivos, realizaram o tratamento com LBP (AsGa), observando um aumento

significativo da amplitude do potencial de acéo nervosa o lado lesado, que alcangou



32

nivels semelhantes aos valores do lado ndo-lesado. Esta manifestacdo eletrofisioldgica do
efeito do laser foi acompanhada por uma diminuicdo do volume de tecido cicatricial nos
nervos lesados.

Wu et a. (1987) ndo obtiveram respostas neurofisiologicas ou ateracdo do
potencial de acéo provocados pela estimulagdo transcutdnea do nervo mediano de nove
individuos com o laser HeNe. Este achado contradiz os resultados obtidos em trabalhos
anteriores, de que ocorreria uma modificagdo no potencial de agdo de nervos periféricos
estimulados com uma fonte de radiaco laser.

Rochkind et al. (1989) conduziram uma série de experimentos para investigar os
efeitos da irradiagdo com laser sobre feridas cuténeas, queimaduras e lesbes de nervos
periféricos (lesdo de nervo ciatico). Os animais eram submetidos a altas doses de radiacéo,
que variavam de 7,6 a 10 Jcn?, diariamente, e os parametros de medicdo eram
eletrofisiologicos. Concluiram que a quantidade de irradiagdo que alcancava o0 nervo
ciatico, da ordem de 2 a 10%, era pequena em relacdo aquela que atingia a pele, de modo
gue os resultados de um eventua tratamento poderiam ndo ser satisfatorios.

Assia et a. (1989) observaram uma diminuicdo do processo de degeneracdo apds
esmagamento do nervo ciético de ratos, utilizando o laser de (AsGa), aplicado sobre a
regido lesada. Os resultados foram obtidos por meio de uma andlise do registro da
atividade el etrofisiol 6gica desses nervos.

Jarvis, Mac lver e Tanelian (1990) investigaram o efeito da irradiacéo laser HeNe
sobre fibras sensoriais aferentes Adelta e C, na cornea de coelhos. Os potenciais de acdo
foram analisados quanto ao periodo de laténcia, amplitude, tempo de subida, duracdo e
freqUiéncia, ndo sendo observada alteracdo desses parametros apos a irradiacéo laser.

Basford et a. (1993) realizou um experimento em que mediu a velocidade de

conducdo do nervo mediano, em humanos submetidos a aplicacdo de irradiacdo laser (830
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nm) sobre dez pontos ao longo do trajeto do nervo (1,2 Jponto — 9,6 Jcnt). Os eletrodos
de superficie foram colocados no cotovelo e no segundo dedo da méo dos sujeitos do
estudo e os dados coletados mostraram uma diminuicdo do tempo de laténcia,
evidenciando a melhora do quadro neurol égico.

Hamilton, Robinson e Ray (1992) conduziram um estudo para determinar se a
irradiacdo com laser GaAlAs poderia adterar o processo de regeneragdo de um nervo
esmagado. Foram utilizados 12 coelhos fémeas divididos em dois grupos (tratado e ndo
tratado), que tiveram 0s nervos peroneais das patas traseiras esmagados. Os resultados
mostraram gue, no grupo tratado, a recuperacéo apos 15 dias da lesdo foi em média de 67%
do nivel de amplitude de conducdo pré-lesdo, enquanto que no grupo ndo tratado, a
recuperacao foi em média de 52%.

Walsh Lowe e Baxter (1995) investigaram os efeitos da irradiacéo direta com laser
no nervo ciaico de sapos. Sob condi¢des monitoradas e cuidadosamente controladas,
demonstraram um aumento da laténcia de conducdo nervosa em resposta a irradiacdo com
baixas dosagens com laser (2,38J), as doses mais altas (3,57J) provocaram uma diminuic¢ao
do tempo de laténcia.

Lowe et a. (1994) estudaram os efeitos da radiacdo laser (830nm, dosesentre 1,5 e
1,2 Jent) sobre os parAmetros eletrofisiol6gicos do nervo mediano e atemperatura da
pele, por meio da andlise da conducdo antidrémica em 30 individuos. Foram estudados um
grupo controle (ndo-irradiado) e grupos irradiados com doses varidveis do laser. Os
resultados mostraram que ateracbes (aumento ou diminuicdo) da laténcia de conducdo
antidrbmica eram inversamente relacionadas com mudancas da temperatura cutanea,
sugerindo que efeitos neurofisiol 6gicos periféricos ocorriam apds a aplicacdo laser.

Os estudos realizados com o laser até o presente indicam que esse agente fisico

pode ser utilizado como instrumento de auxilio na recuperacdo de lesbes nervosas



periféricas, embora nada ainda exista de concreto. Na realidade, os resultados disponiveis
sdo até contraditorios e carecem de esclarecimento, particularmente no que se refere aos

mecani Smos envolvidos no processo de regeneragao e recuperacdo.
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2 OBJETIVO

Investigar o efeito da fototerapia com laser de baixa poténcia (GaAlAs - 830nm)
em lesdo de nervo ciético de rato provocado por esmagamento, observando neuronios:
- Histomorfologia celular;

- Recuperacéo funcional do membro afetado.
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3 METODOLOGIA

3.1 Tipodepesquisa

O tipo de pesquisa estudada foi quantitativa, de modo experimental destinada a
analisar, evidenciar e confirmar as variaveis de interesse no estudo dos animais a serem

investigados.

3.2 Aspectos Eticos

Neste estudo foram aplicados os principios éticos da experimentacéo animal em
conformidade do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal), tendo sido
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIVAP, registrado pelo protocolo n°.

L 180/2005/CEP (Anexo A).

3.3 Animaisegrupos experimentais

Neste estudo foram utilizados 24 ratos machos da raca Wistar (Rattus norvegicus
variedade albinus), pesando 225g (+25). Os animais foram obtidos do Biotério da
Universidade Camilo Castelo Branco (UNICASTELO, campus Fernandopolis - SP). Os
mesmos foram acondicionados em uma sala individual no Bioté&rio da universidade
mencionadae mantidos em gaiolas individuais em condi¢cdes ambientais de temperatura
e luminosidade, alimentados com dieta padréo Labina® e &gua ad libidum.

Os animais foram divididos em 4 grupos de 6 animais:

GrupoA —  Controle: esmagamento cirurgico do nervo e nao-irradiados.
Grupo B- Ensaio: Esmagamento cirargico do nervo + irradiacdo do nervo ciético,

correspondente ao local lesado com laser 830nm transcutanea.
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Grupo C - Ensaio: Esmagamento cirdrgico do nervo + irradiagdo com laser de 830nm
na regido medular correspondente (L2-L3-L4) a eminéncia do ramo do nervo ciético.

Grupo D - Ensaio: Esmagamento cirdrgico do nervo + irradiacdo do nervo ciético,
correspondente ao local lesado, + irradiacdo na regido medular correspondente (L2-L3-L4)

aeminéncia do ramo do nervo ciético.

3.4 Procedimentoscirurgicos

O procedimento cirdrgico foi realizado com a finalidade de produzir uma lesdo
nervosa por esmagamento do nervo cidtico sob controle estrito da intensidade de presséo
e do tempo de aplicagdo, nos 4 grupos experimentais. Inicialmente, os ratos foram
pesados e devidamente marcados para identificagdo posterior. A seguir, todos foram
treinados a caminhar na passarela de marcha (DE MEDINACELI et al. 1982, 1984), que
foi utilizada em todas as fases da avaliacdo funcional. Apds o aprendizado, foi obtido o
registro pré-operatério das impressdes das pegadas, sendo o pardmetro inicia de
avaliacdo, para comparagdo com 0s registros pds-operatorios.

Todo procedimento cirargico foi realizado por uma equipe de médicos veterinérios
da Universidade Camilo Castelo Branco campus Fernardépolis - SP

Para a realizacéo da lesdo por esmagamento foi realizada a pesagem dos animais e
administracdo de pré-anestésico Butorfanol (Turbogesic, 2mg/kg) associado a
Acepromazina (Acepran, 1mg/kg) ambos administrados em dose Unica via intramuscular.
Ap6s 15 minutos foram administrados Zolazepan e Tiletamina (Zoletil 50, 40mg/kg).
Anestesiados, foi feito a tricotomia, dos animais na da face lateral da coxa direita, em
extensdo suficiente para permitir a visualizagdo da regido a ser abordada. Os animais

foram, entdo, posicionados em decubito ventral, prendendo-se as patas dianteiras e
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traseiras em abducdo, e o local foi preparado com anti-sepsia com uma solucdo alcodlica
de iodo a 20% (& cool-iodado).

O nervo ci&tico foi abordado através de uma incisdo longitudina na face lateral da
coxa direita, indo desde a altura do trocanter maior até o joelho, expondo-o desde sua
emergéncia na borda inferior do gliteo maior até sua bifurcacdo nos trés ramos distais.
Sob 0 aumento com uma lupa, um ponto de sutura (Prolene 6/0, Ethicor’®) foi passado no
epineuro, a cerca de 3 mm distalmente a sua emergéncia, para facilitar a visualizacdo da
regido esmagada. A area de esmagamento, distal ao ponto de sutura, foi de cerca de 5
mm de comprimento.

O esmagamento foi produzido por uma pinca tipo Kelly, capaz de produzir o
esmagamento de um segmento de 5 mm de comprimento do nervo, com controle estrito da
intensidade de aproximadamente 6 N.

A pressdo foi exercida sobre o nervo por 30 segundos, e apds aretirada do pinca a
ferida foi suturada com pontos simples de nylon monofilamento (Mononylon 5/0,
Ethicor®). A &rea foi, entdo, lavada com solucéo anti-séptica de & cool-iodado e o animal
receberd uma dose Unica de antibiético (Penicilina associada a estreptomicing), para
profilaxia de infecgdes.

Para a analgesia pos cirurgia foi utilizada a droga Fentanil® por viaintra peritoneal

(IP) auma dose de 0,032 mg/kg, de 12/12 horas, por dois dias consecutivos apés a lesdo.
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Figura4: A - abordagem cirUrgica do nervo ciatico; B - esmagamento do nervo ciaticocom pinga tipo
Kelly

3.5 Aplicacéo do laser

A aplicacdo do laser de baixa poténcia de Arsenieto de Galio Aluminio (GaAlAs)
foi iniciada nos grupos B, C e D no poés-operatorio imediato, pelo método direto
transcutaneo pontual continuo e foi mantido por 21 dias consecutivos, utilizando um
equipamento comercia mente disponivel, com as seguintes caracteristicas:

a. comprimento de onda: 830 nm

b. poténcia : 50 mW

c. densidade de energia: 79,1 Jcnt

d. fregliéncia: continua

e. &reapontual de aplicacso: 0,1 cnf

f. tempo de aplicacdo da irradiagdo: 2 minutos e 24 segundos

Os animais do grupo 1 ndo sofrerdo nenhum tipo de irradiagdo pos-cirdrgica, sendo
mantidos como controle, manipulados como o0s demais animais porém sem receber

radiacéo.



. _ﬂ‘ -
Figura5: Tratamento Laser no pés-operatérioimediato

3.6 Registro de pegadas

As impressdes das pegadas dos animais foram obtidas pelo método proposto por De
Medinaceli et a. (1982, 1984), modificado por Lowdon, Seber e Urbaniak (1988). A
passarela de marcha foi construida de acordo com a proposta de De Medinacelli et al.,
(1982, 1984), contando com uma casinhola no final, onde o animal procura-se abrigar apos
percorrer todo seu comprimento.

Apbs o treino de marcha inicial, os animais foram colocados para caminhar na
passarela revestida com papel sulfite, com as patas embebidas numa solu¢do nanquim,
registrando-se a impresséo das pegadas. As folhas foram deixadas para secar e estocadas
novamente, até o momento da realizacio das medidas do indice Funcional do Cidtico
(IFC), de acordo com o calculo proposto por Bain, Mackinnon e Hunter (1989). (figuras 6
e’).

As impressdes das pegadas foram obtidas antes da cirurgia e apos 7, 14 e 21 dias
dalesdo inicia. No 21° dia, os animais foram sacrificados para a bidpsia do nervo ciético,

que foi analisado através de estudo histomorfométrico.
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Figura6: Animal caminhando sobre passar ela e efetuando registro das pegadas em folha de papel para

océlculodo IFC.
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Figura 7: Pegadas de animal lesionado registradas em foha de papel.

3.7 Anélise funcional da marcha

Nas impressdes da marcha dos ratos que foram obtidas nas vérias etapas do

experimento, foram efetuados as medidas do comprimento da pegada (PL), o espal har total

de dedos (TS) e 0 espalhar de dedos intermediarios (IT) que permitiram o célculo do IFC

de Bain et d. (1989). Os resultados obtidos pelo método de Bain et al., expressam a perda

funcional em termos percentuais, sendo que o valor 0 (zero) representa a fungéo normal, ou
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auséncia de disfuncao, e o valor de-100 (menos cem) representa a perda total da funcéo do

nervo.

3.8 Analisehistologica

Todos os procedimentos de sacrificio dos animais e as bidpsias foram realizados
no Laboratorio de Histologia e Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade
Camilo Castelo Branco (UNICASTELO — Campus Fernanddpolis). O processamento e
preparacdo histolégica foram feitas no Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Jilio Mesquita Filho (UNESP —
Botucatu). Apo6s o sacrificio dos animais, no 21° dia pds-operatério, 0s nervos ciéticos
foram abordados com cuidado, através da mesma inciséo longitudinal, e embebidos com
uma solucdo de glutaraldeido a 25% em cacodilato de sodio a 0,025M, por dois minutos,
para a pré-fixacdo. Em seguida, foram integralmente removidos, desde a sua emergéncia
até a bifurcacéo em ramos fibular e tibial, e divididos em trés segmentos, um proximal (da
emergéncia até o ponto de marcacdo) um intermediario (zona da leséo) e um distal, que
foram mergulhados na mesma solugdo supramencionada, onde permaneceram por 12
horas, em geladeira a 6°C, para fixacao.

Apos fixacdo inicial, procedeuse da seguinte maneira para preparacao histologica:

1- Glutaraldeido 2% em tampéo fosfato de sddio 0,1M pH 7.3

a 68 ml tampdo

b- 2ml de adeido glutarico

c- Fixagdo maxima 24H

2- Lavar em tampdo fosfato 3x de 10 min

3- Colocar em tetroxido de 6smio 1% no méximo por 3Hs

4- Colocar material em auto técnico seguindo o mesmo processamento da

histologia



a Alcool —5x delh

b- Xilol - 3xdelh

c- Parafina—2x1h

5- Em seguida embrocar ( inclusdo)
6- Cortar em micrétomo rotativo de 2 a3 nm

7- Desdratar as |aminas e montar em meio sintético

A captura e armazenamento das imagens das fibras nervosas foram realizadas com
0 mesmo microscopio (Leika®), dotado de uma camera de video (JVC®), e de uma platina
motorizada, e acoplado a um microcomputador e mesa de recursos fotogréficos. As
imagens foram capturadas em quadros sequienciais com objetiva de 100X e ocular de 1,6X.
A medida dos parémetros morfométricos, como a érea fascicular e outros, foi executada
com o programa Image Pro Plus® (versdo 4.5.0.29). Cada animal forneceu uma lamina,
contendo 4 cortes, sendo 2 cortes proximais ao ponto dalesio e 2 cortes distais ao ponto da
lesdo, dos quais foram fotografadas cinco quadrantes, sendo quatro periféricas e uma
central. Em cada quadrante, selecionou-se uma area retangular de 350 x 350 pm e a partir
desta area foi redlizada andlise da area da bainha de mielina. Os quadros capturados
seguencialmente de cada um dos fascicul os analisados foram devidamente identificados.

O parametro estudado foi a &rea total de bainha de miglina das fibras nervosas
(nimero de fibras contadas / &rea total ocupada pelas fibras), que requer a contagem das
fibras nervosas na area interessada, apds exclusio de laminas com presenca de artefatos de
fibras inadequadas.

Os passos para a andlise foram: a) carregar a figura a ser analisada no programa
Image Pro Plus; b) selecionar o quadrante; c) selecionar a ferramenta perform
segmentation; d) abrindo o histograma bésico, foi padronizado o valor de coloragcéo de

190; e) abrik-se a ferramenta count and measure objects f) entrouse na ferramenta



meansure-select measurements, utilizando como filtro a area de bainha de mielina; Q)
fechouse a ferramenta perform segmentation; h) prossegui-se com a contagem (count); i)
selecionou-se novamente meansure, auto-classification, j) selecionou-se a opgéo view e

statistics, k) finalmente observou-se 0 valor médio da &rea de bainha de mielina.
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Figura8: programa Image Pro Plusrealizando a contagem da érea total de bainha de mielina em uma
fibra nervosa.

3.9 Anéliseestatistica

A andlise estatistica dos valores do IFC obtidos nos grupos tratados e ndo tratado
foi realizada utilizando-se o teste de ANOVA com poés-teste de Bonferrone, com nivel de
significancia de 5%, por meio do programa GraphPad Prisnt”.

Para a andlise estatistica dos valores do numero de fibras e da é&rea média de fibras

foi utilizado o teste de t de Student.



4 RESULTADOS

4.1 indice Funcional do Ciético (IFC)

No grupo A (ndo tratado), o IFC foi em média de -6,40 (£6,90) no pré-operatorio,
passando para -129,71 (+5,48) no 7° dia pds-operatério, piorando para -130,07 (£2,03) no
14° dia PO, e melhorando para-15,73 (£5,15) no 21° PO. No grupo B (tratamento ciatico),
o IFC foi em média de -9,19 (x1,02) no pré-operatorio, passando para-111,76 (£36,82) no
7° dia PO, melhorando para -62,91 (+53,51) no 14° dia PO e para -28,43 (+10,24)no 21°
dia. No grupo C (tratamento coluna) o IFC foi em médiade -8,8 (+1,94) no pré-operatorio,
passando para -110,66 (£38,76) no 7° dia PO, melhorando para -73,27 (+43,81) do 14° dia
PO e para -32,19 (x53,60) no 21° dia PO. No grupo D (tratamento ciético e coluna) o IFC
foi em média de -7,87 (£2,27) no pré-operatorio, passando para -122,39 (£3,29) no 7° dia
PO, melhorando para -64,13 (+31,36) no 14° dia PO e para -16,75 (x15,64) no 21° dia PO
(figura9).

A andlise edtatistica dos valores do IFC mostrou que houve diferenca estatistica
significante entre todos os grupos (A, B, C, D) no pré-operatério para o 7° dia PO
(p<0,001), evidenciando lesdo nervosa. Na analise individual dos grupos ocorreu diferenca
estatistica significante no grupo A (controle) entre o 14° dia PO para o 21° dia PO
(p<0,001), entre o 7° dia PO para o 21° dia PO (p<0,001). No grupo B (tratamento ciético)
houve diferenca estatistica entre o periodo do 7° dia PO para o 21° dia PO (p<0,001). No
grupo C (tratamento coluna) houve diferenca estatistica significante entre o periodo do 7°
dia PO para o 21° dia PO (p<0,001). No grupo D (tratamento datico e coluna) houve
diferenca estatistica significante entre o periodo do 7° dia PO para o 21° dia PO (p<0,001).

A andlise estatistica mostrou que nos grupos B, C e D, respectivamente, entre os periodos
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do 7° dia PO para o0 14° dia PO e o 14° dia PO para o 21° dia PO, ndo houve diferenca
estatistica significante (tabelas 1, 2, 3, 4, e5).

Na andlise estatistica dos valores do |FC do grupo A (controle) com o grupo tratado
B (cidico) evidenciou diferenca estatistica significante no periodo do 14° dias PO com
p<0,005. A andlise estatistica também evidenciou diferenca significante entre o grupo A
(controle) com o grupo D(ciético e coluna) no periodo do 14° dia PO com p<0,005.

A andlise intra- grupos e inter-grupos esta expressa nos quadros 1 e 2 no apéndice
A.
Tabela 1 - Valoresindividuais do indice Funcional do Ciatico (IFC) do Grupo A (n&o tratado) nos

varios periodos de avaliagdo, com as respectivas médias e desvios-padr &o.
GRUPO A - CONTROLE

RATOS Pré-Operatorio 7° Dia 14° Dia 21° Dia
R1 -9,75 -123,41 -131,6 -6,33

R2 -9,94 -136,19 -132,74 -15,47

R3 -8,8 -128,78 -127,71 -20,85

R4 -8,8 -123,27 -130,26 -14,93

R5 7,65 -132,74 -127,74 -17,13

R6 -8,8 -133,89 -130,42 -19,71

MEDIA -6,40 -129,71 -130,08 -15,73
DESVIO PADRAO 6,90 5,48 2,03 5,15

Tabela 2 - Valores individuais do i ndice Funcional do Ciético (IFC) do Grupo B (ciético) nos varios
periodos de avaliacdo, com as respectivas médias e desvios-padr do.

GRUPO B —LASER CIATICO

RATOS Pré-Operatério  7°Dia 14° Dia 21° Dia
R1 -88 -124,18 -27,79 -40,83
R2 -88 -119,06 -18,49 -29,93
R3 -88 -129,28 -59,05 -33,03
R4 -11,28 -131,6 -130,34  Animdl Exdluido
R5 -88 -37,17 -14,24 -13,18
R6 -87 -129,31 -127,58 -25,21

MEDIA -9,19 -111,76 -62,91 -28/43

DESVIO PADRAO 1,02 36,82 53,51 10,24
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Tabela 3 - Valores individuais do i ndice Funcional do Ciético (IFC) do Grupo C (coluna) nos varios
periodos de avaliagdo, com as respectivas médias e desvios-padr do.

GRUPO C — LASER COLUNA

RATOS Pré-Operatério  7°Dia 14° Dia 21° Dia
R1 -8,8 -126,95 Animal Excluido  Animal Excluido
R2 -88 -128,16 -123,03 -37,03
R3 -88 -127,19 -113,09 9,88
R4 -8,8 -135,04 -47,83 -122,74
R5 -88 -32,79 -19,83 0,75
R6 -8,8 -113,87 -62,6 -11,82
MEDIA -88 -110,66 -73,27 -32,19
DESVIO PADRAO 1,94 38,76 43,81 53,60

Tabela4 - Valoresindividuais do indice Funcional do Ciatico (IFC) do Grupo D (ciético e coluna) nos
varios periodos de avaliagdo, com as respectivas médas e desvios-padr &o.

GRUPO D — LASER CIATICO E COLUNA

RATOS Pré-Operatério 7° Dia 14° Dia 21°Dia
R1 -3,23 -118,4 -43,67 -25,39
R2 -8,8 -126,79 -53,02 0,9
R3 -8,8 -119,33 Animal Excluido  Animal Excluido
R4 -8,8 -122,49 -62,92 -5,54
R5 -8,8 -121,89 -42,77 -38,28
R6 -8,8 -125,46 -118,31 -14,8

MEDIA -7,87 -122,39 -64,13 -16,62

DESVIO PADRAO 2,27 3,29 31,36 15,64

Tabela5 - Valores Médios do | FC dos Grupos A, B, C e D nos vérios periodos de avaliagao.

GRUPO Pré-Oper atorio 7° Dia 14° Dia 21°Dia
A -6,40 -129,71 -130,07 -15,73
B -9,19 -111,76 -62,91 -28,43
C -8,8 -110,66 -73,27 -32,19
D -7,87 -122,39 -64,13 -16,62
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Figura 9: Gréfico dos valores médios do indice Funcional do Ciatico dos grupos A (n&o tratado), B
(trat. ciatico), C (trat. coluna) e D (trat. ciatico e coluna).

42 AndisseMorfométrica

No grupo A (controle) a &rea média de bainha de mielina das fibras nervosas foi de
1,80 (+0,13) pm? no segmento proximal a lesdo, 1,55 (+0,09) pn? no segmento distal a
lesdo.

No grupo B (ciético) a &rea média de bainha de mielina das fibras nervosas foi de
3,98 (+1,04) um? no segmento proximal a lesdo, 2,67 (+0,92) un? no segmento distal a
lesdo.

No grupo C (coluna) a &rea média de bainha de mielina das fibras nervosas foi de
2,07 (+0,33) um? no segmento proximal a lesdo, 1,79 (+0,30) pun? no segmento distal a

lesdo.
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No grupo D (ciatico e colund) a area média de bainha de mielina das fibras
nervosas foi de 1,37 (+0,05) pn? no segmento proximal a lesdo, 1,04 (+0,03) pm® no
segmento distal alesdo (figura 10 e 11).

A andlise edatistica comparativa mostrou que ocorreram  diferencas
estatisticamente significantes entre os valores do grupo B (cidtico) no segmento no

proximal com o grupo D (ciético e coluna) segmento proximal (p<0,05).

Area média de fibras mielinicas proximal a lesdo

3,985 +

3,5
3 /

1,377+

Area média de bainha de mielina (fibras/um2)
N
ol
1

Porcéo do Nervo

Grupo A - Controle Proximal Grupo B - Trat. Ciatico - Proximal

@ Grupo C - Trat. Coluna - Proximal B Grupo D - Trat. Ciatico + Coluna - Proximal

Figura 10- Gréfico dos valores da area média de bainha de mielina no segmento proximal ao ponto da
lesdo nervosa (M édiatErro padréao - *p<0,05).
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Figura 11- Gréfico dos valores da area média de bainha de mielina no segmento distal ao ponto da
lesdo nervosa (M édiatErro padr&o).
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5 DISCUSSAO

O estudo do mecanismo de reparacdo de tecidos tem sido, através dos tempos,
objeto de muitas pesquisas na area da sallde. Busca-se continuamente o esclarecimento dos
mecanismos relacionados a interacdo de novas terapias como coadjuvante no processo de
cura de lesfes teciduais. A laserterapia de baixa poténcia aplicada a processos algicos e
reparacionais tem sido uma das terapias amplamente investigadas na éarea de
bioengenharia.

No que concerne a diferentes protocolos com emprego da radiacdo el etromagnética,
h& varios trabalhos na literatura que procuram abordar a aceleracdo da cicatrizagdo
associando dose, freqliéncia e nimero de sessies.

Estudos preliminares atestam que a radiacéo eletromagnética na regido do visivel e
infravermelho proximo do expectro eletromagnético pode ter um papel sobre a regeneracéo
dos nervos periféricos (NISSAN et. al., 1986; ROCHKIND, 1986, 1987a, 1987b, 1988,
1989, 1990, 2001; ASSIA et. al., 1989; HAMILTON et. a., 1992; ANDERS «t. a., 1993;
BREUGEL, BAR, 1993; BASFORD et. a., 1990, 1993; LOWE &t. al., 1994).

O objetivo da presente investigacéo foi 0 de analisar a influéncia do laser de baixa
poténcia (GaAlAs) sobre o processo inical de regeneracdo de lesdo do nervo ciatico de
ratos, por esmagamento, avaliando o indice Funcional do Ciético (IFC) e &rea de bainha de
mielina (morfologia neuronal).

Primeiramente, realizamos uma andlise da metodol ogia utilizada neste estudo.

O rato foi escolhido como animal de experimentacéo, pois a estrutura morfol gica
dos nervos periféricos dos ratos se assemelha muito a dos nervos de humanos, assim como
a fisiologia e os processos hioldgicos envolvidos na regeneracdo. A lesdo por

esmagamento foi preferida a uma lesdo por seccdo, por exemplo, porque preserva a
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estrutura de sustentacé&o do nervo, mesmo com a aplicacdo de cargas de grande magnitude.
A pressdo exercida sobre 0 nervo para causar a lesdo neste trabalho foi de
aproximadamente de 6N (ROCHKIND et a., 2001). A preservacdo da estrutura de
sustentacéo indubitavelmente facilita a regeneracéo (BRIDGE et al., 1994), visto que os
tubos neurais estdo em continuidade, ndo havendo a zona de reparo que existe quando se
trata de lesdo por seccéo seguida de reparo cirlrgico. Alids, este foi outro fato considerado
na escolha do modelo de lesdo por esmagamento. A avaliacdo dos resultados foi feita pela
medida do IFC e da érea média da bainha de mielina de fibras nervosas do nervo ciético,
gue apresentam correlacdo entre si, como demonstra Oliveira et a. (2001). De fato, o IFC
tem-se mostrado um instrumento bastante confiavel para avaliar o processo de regeneracao
nervosa periférica, fornecendo um valor numérico a funcdo e permitindo uma andlise
estatistica dos resultados.

O laser dilizado foi o de Arsenieto de Galio Aluminio (GaAlAs — 830nm) por ser
de baixa poténcia e de uso corrente na préatica clinica, porém com poucos antecedentes
bibliogréficos a respeito de seu emprego na regeneracéo de nervos periféricos (KHULLAR
et d., 1995, MIDAMBA, HAANAES, 1993; MILORO et al., 2002). O uso do laser de
baixa poténcia como instrumento terapéutico ainda € objeto de controvérsias e 0 seu efeito
sobre estruturas nervosas ndo esta claro. N&o existem evidéncias concretas de que hagja
beneficios com o seu emprego sobre o sistema neuromuscular, conhecendo-se, ainda,
muito pouco sobre os mecanismos de interacdo com o meio bioldgico. Alguns resultados
indicam que o laser ndo exerce qualquer influéncia sobre os nervos periféricos, como
demonstraram Greathouse, Currier e Gilmore (1985), que empregaram o laser de GaAs, na
tentativa de induzir ateracOes sobre a velocidade de condugdo do nervo radial superficial
em humanos, sem obter sucesso. Assim como Wu et a. (1987) que empregaram o laser

HeNe sobre 0 nervo mediano de humanos e falharam em demonstrar mudangas nos
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potenciais de agéo induzidas pelo tratamento. Resultados semelhantes foram obtidos por
Basford et al., (1990).

Por outro lado, algumas evidéncias foram obtidas de que a irradiagdo com o laser
induz algumas mudancas no processo de regeneracdo do nervo periférico, tendo sido
possivel mesmo aventar provaveis mecanismos de agdo (ROCHKIND et al., 1986, 1987b,
1988, 1989, 1990, 2001; BAXTER, 1994; ASSIA et al., 1989; NISSAN et al., 1986).

Os resultados obtidos neste trabalho, para o IFC, mostraram que a recuperacéo
funcional, comparativa inter-grupos no periodo de 14 dias poOs-operatério, revelou uma
diferenca entre o grupo A (controle) com os grupos B (ciético) e D (coluna), evidenciando
uma melhora na funcionalidade da marcha (p<0,05), e indicando que o laser de GaAlAs
tem um efeito benéfico sobre as estruturas nervosas periféricas corroborando os resultados
de Khullar et a. (1995), e Miloro et d. (2002). Rochkind et al. (2001) empregando o
laser de HeNe (632nm), utilizando-se de estudo e etroneurofisiolégico para mensurar 0
potencial de acdo neuromuscular em ratos, observou que, quando aplicado diretamente no
local da lesdo e diretamente na coluna espinha no segmento correspondente ao nervo
ciético, obtinha melhora na conducéo de estimul os nervosos.

Na andlise estatistica dos resultados individuais do IFC dos grupos que receberam a
terapialaser (B, C e D) (intragrupos), referentes ao periodo do 7° ao 21° dia PO, observou
se resultado positivo no gue se refere a retomada de funcdo nos grupos tratados cm laser
(p<0,001). Rochkind et al. (2001) e Shamir et al. (2001) atestam que quando mais cedo for
instituida e mais duradoura a TLBP sobre 0 nervo esmagado e no segmento correspondente
amedula espinhal, mais rapida se da a recuperacdo e melhor a qualidade de regeneracdo do
neuronal. Além disso, citam que TLBP causa um efeito benéfico sobre o tecido nervoso,

diminuindo acBes degenerativas em neurdnios, aém de induzir a proliferacdo de astrocitos



e oligodendrdcitos, sugerindo um estimulo do metabolismo em neurdnios periféricos e uma
capacidade aumentada de producdo de mielina.

A resposta ao estimulo do laser de baixa poténcia deriva da quantidade de energia
total aplicada, portanto do tempo de estimulagdo sobre a estrutura, conforme observado por
Nissan et a. (1986). Durante a aplicacdo da radiacéo laser de baixa poténcia no presente
estudo pode ter ocorrido o aumento da temperatura em funcdo do aumento da
microcirculacdo no local de irradiacdo (EL SAYDE; DY SON, 1996; SCHAFFER et al.,
2000). Ainda que neste estudo ndo tenham sido investigadas variages de temperatura no
local de irradiacdo (nervo ciético de rato), segundo Kubota (2002) o aumento do aporte
vascular pos-irradiacdo pode ocorrer e se manter durante 10 minutos apds o término desta,
culminando em aumento da temperatura local. Trelles el a. (1989 a e b) demonstraram o
aumento da degranulacéo de mastécitos em lingua de rato (efeito local), através de
microscopia eletronica e ainda ao nivel de histamina do sangue cardiaco (efeito sistémico)
pos-irradiacdo. A histamina provoca vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular,
com consegiente aumento da microcirculagdo local e sistémica. Outro efeito da radiacéo
laser infravermelho préximo (820nm) sobre o aumento da microcirculacdo, em nivel de
metarteriolas, foi observado por El Sayed e Dyson (1996). Com isto, 0 sistema musculo-
esquelético € beneficiado pelos efeitos da terapia com laser, de forma que sua aplicacdo
promove a diminuicdo de espasmos musculares e consequertemente diminuicdo da dor e
com relaxamento da musculatura local e com ganho da funcionalidade do membros em
processo de reparacao..

Rochkind, Volger e Barr-Nea (1990) propuseram que mecanismo de acdo da TLBP
em tecido nervoso se baseia em uma agdo de neuroprotecdo que poderia facilitar o

processo regenerativo de fibras nervosas, onde esta terapia suprimiria a atividade do éxido
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nitrico (agente neurotoxico) e regularia o fator de crescimento (TGF-1), um agente
neuroprotetor, depois de acidente vascular em ratos.

O mecanismo geral proposto por Karu (1996) sobre a agdo do laser vermelho e IV
proximo consiste de um efeito modulador sobre o sistema biol dgico, ou sgja, uma radiacéo
pode estimular €/ou inibir um processo bioldgico dependendo do tecido alvo e dos
pardmetros de irradiacdo. O laser IV préoximo pode induzir uma descarga de célcio ao
citoplasma, o qual é responsavel pela ativacéo de certas fungdes celulares. Os principais
fotorreceptores primérios na célula s os componentes da cadeia respiratéria: flavina,
dehidrogenases, etc. Os principios da TLBP, tanto com laseres vermelhos como laseres 1V,
baseiamse na existéncia de compostos celulares que absorvam esta luz, ou sga,
cromoéforos (WALSH; BAXTER; ALLEN, 1995). Entretanto, sabe-se que a regeneracdo
nervosa € dependente mais da funcdo do corpo celular do neurbnio, que se prepara
ativamente para produzir o axonoplasma, do que do axénio onde esta a lesdo e onde a
irradiacdo com laser € aplicada. Assim, um possivel efeito benéfico da irradiacdo com laser
deverd estar ocorrendo no processo de reconstituicdo dos tubos neurais lesados, facilitando
a evolucéo do preenchimento com o novo axonoplasma (ROCHKIND et a., 2001).

A andlise histomorfométrica mostrou que houve diferenca estatistica significativa
entre o grupo B (ciético) proximal com o grupo D (ciético e coluna) proximal, com p<0,05,
onde pode-se evidenciar que o grupo B que recebeu terapia laser somente no local daleséo
teve um ganho maior na area média de fibras mielinicas comparada com o grupo D que
recebeu terapia laser no local dalesdo e na coluna espinhal no segmento correspondente ao
nervo ciético.

A auséncia na literatura especializada de trabalhos que tivessem analisado os
aspectos relativos a histomorfometria de nervos periféricos apos o uso da TLBP, com

comprimento de onda de 830nm, dificulta qualquer comparacéo. Os estudos realizados
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sobre a possivel atuacdo da TLBP utilizam, na maioria dos casos, métodos

eletrofisiol0gicos de avaliacéo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados no presente estudo permitem concluir que:

1. O laser de GaAlAs (830nm), na dose utilizada, possui efeito benéfico sobre a
recuperacdo da funcdo do nervo ciatico de ratos submetidos a lesdo por
esmagamento.

2. A TLBP contribuiu na modulacdo da regeneracdo nervosa, evidenciado pelo

aumento médio da area da bainha de mielina.
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APENDICE A — RESULTADOS ESTATISTICOS DO IFC

INDICE FUNCIONAL DO CIATICO
RESULTADOS ESTATISTICOS INTRA GRUPOS

GRUPO A - CONTROLE

Pré-operatério  vs. 7 dias pés-operatorio ?  p<0,001 *
7 dias vs. 14 dias pos-operatério ? N.S.

14 dias vs. 21 dias pés-operatério ?  p<0,001 *
7 dias vs. 21 dias pés-operatério ?  p<0,001 *
GRUPO B - TRAT. CIATICO
Pré-operatério  vs. 7 dias pos-operatorio ? p<0,001 *

7 dias vs. 14 dias pos-operatério ? N.S.
14 dias vs. 21 dias pés-operatério ? N.S.
7 dias vs. 21 dias pés-operatério ?  p<0,001 *
GRUPO C - TRAT. COLUNA
Pré-operatério  vs. 7 dias pés-operatorio ?  p<0,001 *
7 dias vs. 14 dias pés-operatério ? N.S.
14 dias vs. 21 dias pOs-operatério ? N.S.
7 dias vs. 21 dias pés-operatério ?  p<0,001 *

GRUPO D - TRAT. CIATICO E COLUNA

Pré-operatério vs. 7 dias pos-operatorio ? p<0,001*
7 dias vs. 14 dias pés-operatério  ? N.S.
14 dias vs. 21 dias pos-operatério ? N.S.
7 dias vs. 21 dias pOs-operatério ?  p<0,001 *

Quadro 1— Resultados Estatisticos Intra Gruposdo | FC.



INDICE FUNCIONAL DO CIATICO

RESULTADOS ESTATISTICOS INTER GRUPOS

Controle pré-operatério  vs. Pré-operatério Ciatico ? N.S.
Controle pré-operatério  vs. Pré-operatério Coluna ? N.S.
Controle pré-operatério  vs. Pré-operatdrio Coluna e Ciatico ? N.S.
Controle 7 dias vs. Cidtico 7 dias ? N.S.
Controle 7 dias vs. Coluna 7 dias ? N.S.
Controle 7 dias vs. Ciatico e Coluna 7 dias ? N.S.
Controle 14 dias vs. Ciatico 14 dias ?  p<0,05
Controle 14 dias vs. Coluna 14 dias ? N.S.
Controle 14 dias vs. Ciatico e Coluna 14 dias ?  p<0,05
Controle 21 dias vs. Ciatico 21 dias ? N.S.
Controle 21 dias vs. Coluna 21 dias ? N.S.
Controle 21 dias vs. Cidtico e Coluna 21 dias ? N.S.

Quadro 2— Resultados Estatisticos Inter Gruposdo I FC.






