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Eferto da terapia com laser de arsenieto de

galio e aluminio (660Nm) sobre a recuperacao

do nervo ciatico de ratos apds lesao por

neurotmese seguida de anastomose epineural:

analise funcional

Effect of gallium-aluminum-arsenide laser therapy (660Nm) on recovery of the sciatic
nerve in rats following neurotmesis lesion and epineural anastomosis: functional analysis

Reis FA'!, Belchior ACG', Nicolau RA? Fonseca TS', Carvalho PTC!

Resumo

Contextualizacdo: As lesdes nervosas periféricas podem comprometer atividades diarias de um individuo e resultam em perda da
sensibilidade e motricidade do territério inervado. Objetivo: Com o intuito de acelerar os processos regenerativos, objetivou-se analisar
a influéncia da aplicagéo do laser de arsenieto de galio e aluminio (AsGaAl, 660Nm) sobre a recuperacao funcional do nervo ciatico de
ratos. Materiais e métodos: O nervo ciatico de 12 ratos Wistar foi submetido a lesdo por neurotmese e anastomose epineural e divididos
em dois grupos: controle e laserterapia. Apos a leséo, utilizou-se o laser de GaAlAs, 660Nm, 4J/cm?, 26,3mW, feixe de 0,63cm?, em
trés pontos equidistantes sobre a leséo, por 20 dias. As impressdes das pegadas dos animais foram obtidas antes e apos (sete, 14 e
21 dias pods-operatoérios) o procedimento cirlrgico e calculou-se o indice funcional do ciatico (IFC). Resultados: A comparagéo do IFC
n&o resultou em diferenca significante (p>0,05) entre os grupos. Conclusdes: Conclui-se que os parametros e métodos empregados
na laserterapia demonstram resultados nulos sobre o IFC no periodo avaliado.

Palavras-chave: regeneracéo nervosa; terapia a laser de baixa intensidade; nervo ciatico.

Abstract

Context: Peripheral nerve injuries result in sensory and motor losses in the innervated area and can hinder individuals’ daily activities.
Objective: The objective was to analyze the influence of applying gallium-aluminum-arsenide (GaAlAs) laser (660Nm) on the functional
recovery of the sciatic nerve in rats. Methods: The sciatic nerve of 12 Wistar rats was subjected to injury consisting of neurotmesis
and epineural anastomosis. The rats were divided into two groups: control and laser therapy. After the injury, a GaAlAs laser was used
(660Nm, 4J/cm?, 26.3mW and 0.63cm? beam) at three equidistant points on the injury, for 20 days. Footprint impressions were obtained
from the animals before and seven, 14 and 21 days after the surgical procedure and the sciatic functional index (SFI) was calculated.
Results: Comparison of the SFI did not show any significant difference (p>0.05) between the two groups. Conclusions: The parameters
and methods used for the laser therapy did not produce any effect on the SFI over the period evaluated.
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Introducgao

Os nervos periféricos sdo alvos constantes de lesdes de
origem traumdtica, como esmagamento e secgdes totais,
resultando em diminui¢cdo ou perda da sensibilidade e mo-
tricidade no territério inervado, cuja severidade dependera
do acometimento de estruturas. O comprometimento das
atividades didrias de pacientes com leséo de nervo periférico
é fator determinante para estabelecer metas de recuperacgio
precoce do mesmo'.

A recuperacéo funcional, apds uma lesdo nervosa peri-
férica, tem intrigado pesquisadores ha muito tempo, com
producdo de grande quantidade de estudos cientificos
sobre as mais variadas técnicas de reparagédo, fendmenos
envolvidos na regeneragdo e métodos de avaliagdo dos re-
sultados. Embora haja certa recuperacdo na maioria das
lesdes nervosas, estas ocorrem lentamente e, muitas vezes,
de forma incompleta® Estima-se que a incidéncia das lesdes
traumaticas em alguns paises seja superior a 500.000 novos
casos anualmente’, dos quais 2,8% dos pacientes adquirem
incapacidades vitalicias em virtude do elevado tempo de
regeneracdo nervosa — em torno de dois meses®. Tal fato jus-
tifica a continuidade da producéo de terapias que permitam
subtrair o nivel de lesdo e incapacidade.

Para avaliacdo do nivel de lesdo nervosa, em situagdes ex-
perimentais, a avaliagdo funcional da marcha demonstra-se
um método confidvel e reprodutivel*’. Em 1982, de Medina-
celi, Freed e Wyatt® propuseram a utilizagdo de um método
de avaliacdo denominado indice funcional do cidtico (IFC),
baseado em mensuragoes das patas traseiras de ratos. Este
método foi realizado entre um grupo controle (normal) e
grupos experimentais, apds sec¢do e esmagamento do nervo
ciatico. O experimento consistia em obter imagens das pega-
das dos animais, quando estes caminhassem numa passarela
construida especificamente para esse fim, sendo estas ima-
gens registradas e analisadas.

E pritica comum na Fisioterapia a utilizagdo de instru-
mentos terapéuticos com finalidade regenerativa. Para lesoes
nervosas periféricas, a estimulagio elétrica®, o ultra-som’ e
o laser de baixa intensidade (LBI)® tém sido utilizados com
intuito de acelerar os processos regenerativos, buscando o
retorno precoce da funcionalidade do paciente. O LBI come-
cou a ser utilizado no processo de regeneracéo e recuperagio
funcional de lesdes nervosas periféricas na década dos anos
1970, havendo varios relatos e divergéncias sobre os resulta-
dos obtidos’.

Com a andlise de trabalhos, verificou-se que o laser de
He-Ne, com emissdo na regido vermelha do espectro eletro-
magnético, é o comprimento de onda mais estudado em bio-

modulacdo da resposta bioldgica em processo de reparacéo.

No presente momento, novos comprimentos de onda estdo
sendo desenvolvidos e pesquisados, como os lasers emitindo
radiacdo nas faixas de 650 a 830Nm. Pode-se observar que,
em muitos estudos, a descrigdo de parametros de irradiacéo,
como dose, poténcia média, tempo e modo de aplicacgéo, sdo
expressamente variados, o qual promove a dificil compreensédo
metodoldgica para a reproducéo dos resultados e dificuldades
comparativas entre os estudos.

Considerando a escassa reprodutibilidade de diversos
trabalhos citados na literatura, adicionado a insatisfatéria
exposi¢do metodoldgica dos dados previamente observados,
este estudo objetivou avaliar os efeitos da laserterapia de baixa
intensidade sobre o processo de reparagdo do nervo ciatico.
A investigacdo de um modelo experimental ligada a analise
da avaliagdo da recuperacdo funcional pode fornecer dados
relevantes para uma base de aplicabilidade clinica futura no
tratamento de lesdes nervosas.

Materiais e métodos
Animais

Foram utilizados 12 ratos machos adultos (trés meses de
idade), da linhagem Wistar, com peso corporal variando de 300
a 350g, provenientes do Biotério Central da Universidade para
o Desenvolvimento do Estado e da Regido do Pantanal (Uni-
derp), mantidos em condi¢des controladas de luminosidade e
temperatura, seis animais por gaiola, com alimentacéo padrdo
e agua ad libitum.

O rato foi escolhido como animal de experimentacéo pela
facilidade de aquisi¢do, manuseio e também pelo baixo custo
operacional. Além destes fatores, a similaridade de distribui-
¢do dos troncos nervosos com os humanos e a adequada ca-
racteristica anatomica para procedimentos cirtrgicos facilitou
a escolha deste animal.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados
de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experi-
mentacio Animal (Cobea), aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade do Vale do Paraiba (Univap), sob o
protocolo n° 1.185/2005/CEP.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos
experimentais, conforme o procedimento a ser realizado:

« grupo controle (n=6): animais submetidos a lesdo por
neurotmese do nervo cidtico unilateral, com anastomose
epineural e ndo-irradiados;

« grupo laserterapia (n=6): animais submetidos a leséo por
neurotmese do nervo cidtico unilateral, com anastomose
epineural e subseqiiente irradiagdo com o laser na regido
lesionada por 20 dias consecutivos.
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Procedimento cirdrgico

Apés a pesagem, cada animal recebeu administragédo de
pré-anestésico butorfanol (Turbogesic, 2mg/kg) associado a
acepromazina (Acepran, lmg/kg), ambos em dose tnica, via
intramuscular. Passados 15 minutos, administraram-se zolaze-
pan e tiletamina (Zoletil 50, 40mg/kg).

Uma vez anestesiado, o animal foi posicionado em decu-
bito ventral, mantendo-se as patas dianteiras e traseiras em
abducéo. Foi realizada a anti-sepsia com alcool-iodado, tri-
cotomia e incisdo sobre a face lateral da coxa direita, desde
a altura do trocénter maior até o joelho. O nervo cidtico foi
abordado e com o auxilio de lupa, de forma padronizada,
a cerca de 3mm distal a sua emergéncia, foi realizada uma
lesdo nervosa por transec¢do completa do nervo ciético.
Apods a leséo, realizou-se anastomose epineural do nervo
ciatico com trés pontos simples de monofilamento nylon
(Mononylon 10-0, PolySuture®, Minas Gerais, Brasil). Apés
a realizacdo da lesdo, os tecidos moles foram suturados
com pontos simples, utilizando fio de nylon monofilamento
(Mononylon 5/0, Ethicon®). Apés a cirurgia, cada animal
recebeu uma dose tunica de Fentanil® por via intraperito-
neal (0,032mg/kg) para profilaxia de infec¢des e promocéo
analgésica, respectivamente. Nos dois dias consecutivos, a
cada 12 horas apds a leséo, foi mantida a administragédo do
analgésico.

Alesdo por transeccgdo completa foi preferida neste estudo a
uma leséo por esmagamento, pois esta preserva a estrutura de
sustentacgdo do nervo, aumentando o prolongamento axonial,
visto que os tubos neurais estdo em continuidade, facilitando,
assim, a regeneracéo.

Laserterapia

Utilizou-se o laser de arsenieto de gélio e aluminio (Ga-
AlAs), da marca KLD® (Amparo, Sdo Paulo, Brasil), modelo
Endophoton, com comprimento de onda de 660Nm, potén-
cia de 26,3mW, area do feixe de 0,63cm? continuo. A forma
de aplicacdo deu-se pelo método transcutaneo pontual e em
contato (para reduzir a reflexdo), com densidade de energia
de 4J/cm? densidade de poténcia de 0,0413W/cm? e tempo
de 96,7 segundos. A poténcia média do equipamento foi afe-
rida previamente ao experimento, com o auxilio do medidor
de poténcia (2-Watt Broadband Power/Energy Meter, Modelo
13 PEM 001/, Holanda). Foram irradiados trés pontos sobre a
incisdo cirtrgica: um ponto em cada extremidade e outro no
ponto centro. A laserterapia foi iniciada no primeiro dia pos-
operatdrio e durante os 20 dias consecutivos. Os animais do
grupo controle foram submetidos ao mesmo procedimento,
porém com o laser desligado.

Ana

ise funcional

As impressoes das pegadas dos animais foram obtidas antes e
apos (sete, 14 e 21 dias pds-operatérios) o procedimento cirtirgico,
por meio do emprego de tiras de papel milimetrado, acopladas em
uma passarela de marcha construida de acordo com proposta de
Dijkstra et al.®. Apds o treino de marcha inicial (cinco minutos), as
patas dos animais foram pintadas com tinta nanquim, registran-
do-se aimpressdo das pegadas para a analise do IFC.

As medidas coletadas eram: espaco entre a segunda e a
quarta falange distal (ITS), espaco entre a primeira e a quinta
falange distal (TS) e espago entre a borda proximal do pé e a
terceira falange distal (PL). Apés obter os valores dessas va-
ridveis, estes eram introduzidos numa equacdo matemadtica,
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¢éo normal, auséncia de leséo, ¢ indi-
cada por um indice de 0% enquanto que -100% representa a
perda completa da funcgéo, lesdo total do nervo (Figura 1)*.

Analise dos dados

Os dados do IFC foram submetidos a testes estatisticos por
anélise comparativa (ANOVA) com pés-teste de Bonferroni en-
tre o grupo controle e grupo laserterapia para sete, 14 e 21 dias
pés-operatérios, com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Resultados

O IFC no grupo controle foi, em média, de -35,9+48,0 nos
valores coletados pré-lesdo; -88,8+23,2, no sétimo dia pos-

IT

A B
Figura 1. Esquema da impressdo em papel da pata de um rato normal
(A) e com lesdo do nervo ciatico (B) com as medidas ITS (espago entre
0 segundo e quarto dedo), TS (espago entre o primeiro e quinto dedo) e
PL (espaco entre o calcanhar e o terceiro dedo).
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operatério; -101,9+25,9, no 14° dia; e de -98,3+34,3, no 21° dia.
No grupo laserterapia, obteve-se o valor médio de -7,3+18,3
para valores coletados pré-lesdo; -98,2+18,7, no sétimo dia
pos-operatorio; -87,4+9,1, no 14° dia; e -79,0+11,2, no 21° dia.

A andlise estatistica comparativa (ANOVA) do grupo con-
trole, entre os diferentes dias de coleta do IFC, mostrou que
apenas os valores da pré-lesdo eram estatisticamente signi-
ficantes (p<0,001) quando comparados com os demais dias
(Tabela 1).

No grupo laserterapia, os valores entre pré-lesdo compara-
dos com o sétimo, 14° e 21° dias de pds-operatdrio apresenta-
ram diferengas estatisticamente significante (p<0,001). Porém,
nédo houve diferenca entre o sétimo e 14°, 14° e 21° dias de pds-
operatdrio (p>0,05).

Fazendo a comparagdo entre os dois grupos experimen-
tais (controle versus laser), notou-se que néo houve diferenca
significativa nos valores entre os quatro periodos de avaliagdo
(p>0,05), conforme Figura 2.

Pré-leséo 7 dias 14 dias 21 dias

0,0

-20,0 4

-40,0 4

-60,0 4

-80,0

-100,0

-120,0

—— Grupo controle —&-  Grupo laser

Figura 2. Valores expressos em média e desvio-padrdo do IFC dos
grupos controle e laserterapia nos quatro dias de avaliagdo.

Discussao

Ha evidéncias, em pesquisas clinicas e experimentais",
de que um dos efeitos do laser é aumentar a fun¢do do
nervo, prevenir a formacdo de feridas'?, elevar o metabo-
lismo dos neur6nios e aumentar a capacidade de produgdo
da mielina. Pelo fato da laserterapia ndo ser invasiva, a
habilidade de irradiar nervos lesionados sem intervencgoes
cirurgicas é proveitosa.

Endo" afirmou que a lesdo por neurotmese introduz uma
série de variaveis de dificil controle e padronizacdo, porém
ndo encontramos muitas dificuldades no presente estudo,
visto que a lesdo foi padronizada em todos os animais de am-
bos os grupos experimentais e a técnica microcirturgica foi
realizada por um profissional com experiéncia e treinamento
especializado. Outro fato importante na escolha deste tipo
de lesdo é pela escassez de trabalhos que utilizam o laser na
lesdo por transecgéo.

Uma diversidade de modalidades cirtirgicas tem sido uti-
lizada no reparo dos nervos periféricos, incluindo o reparo
epineural, perineural, enxertos autégenos, enxertos de veias e
entubulacdo, com ou sem fatores neurotréficos associados'.
Adotou-se a técnica de anastomose epineural simples, pela
facilidade de execugdo e por ter demonstrado alta resisténcia
biomecénica a tragdo, conforme Temple et al.”>.

O laser de He-Ne (632,8Nm) na regido de emisséo verme-
lha do espectro eletromagnético era o comprimento de onda
mais estudado em biomodulagdo da resposta biolégica em
processo de reparagido'®. Atualmente, outros comprimen-
tos de onda estdo sendo desenvolvidos e pesquisados, como
os lasers emitindo em 650-830Nm (GaAlAs)'®° e 0 de 904Nm
(GaAs)®. Adotou-se o laser de GaAlAs com 660Nm por ser
de baixa intensidade e com comprimento de onda muito
utilizado na pratica clinica; além disso, este comprimento
de onda ndo possui nimeros expressivos de estudos pré-
vios sobre seus efeitos na regeneracdo nervosa periférica®.

Tabela 1. Valores individuais do IFC nos grupos experimentais nos quatro periodos de avaliagdo, com as respectivas médias e desvios-padrao.
Notar a andlise comparativa dos valores dos IFC entre 0s diversos grupos, onde: x°<0,05; 2, #%<0,01; ®', &?, ®"<0,001 e demais comparagdes

sem diferenca significante.

indice funcional do cidtico

Rato Controle Laser

Pré-lesdo? 7 dias® 14 dias® 21 dias? Pré-lesdo® 7 dias’ 14 dias? 21 dias"
R1 -6,60 -79,72 -93,30 -93,30 -9,53 -125,48 -93,30 -76,73
R2 -18,38 -93,30 -124,53 -62,53 -25,88 -79,59 -75,30 -90,81
R3 -24.91 -128,91 -141,94 -135,81 -1,58 -93,30 -93,30 -83,75
R4 -133,07 -77,90 -84,94 -91,53 23,16 -116,28 -93,30 -60,13
R5 -19,48 -77,90 -73,49 -65,19 -27,18 -93,30 -93,30 -87,91
R6 -12,71 -93,30 -93,02 -143,38 -2,97 -81,17 -75,91 -74.59
Média -35,9 -88,8 -101,9 -98,6 -7.3 -98,2 -87,4 -79,0
Desvio-padrdo 48,0 23,2 25,9 34,3 18,6 18,7 9,1 11,2
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Na clinica, a terapia com LBI emprega doses de 1 a 4]/cm?
associadas com poténcia de saida entre 10 a 90mW, sendo
amplamente utilizada em diversas lesdes musculoesquelé-
ticas, assim como em processos algicos e inflamatdrios'
Baseado neste fato, justificou-se a densidade de 4J/cm?
nesta pesquisa. E importante salientar que este pardmetro
é extremamente variavel nas pesquisas de laserterapia em
regeneracio nervosa.

A utilizacdo do LBI como método terapéutico ainda pos-
sui contradigdes e seu efeito biomodulador sobre os nervos
periféricos ainda estd obscuro, pois alguns estudos apre-
sentam resultados positivos'***# enquanto outros indicam
que o laser nédo exerce qualquer influéncia sobre os nervos
periféricos®.

A utilizacdo da passarela de marcha é um método de
avaliagdo muito comum?, possuindo grande aplicabilidade
nas pesquisas experimentais pela facil execucdo e baixo
custo do método. Alguns estudos estdo buscando a moder-
nizagdo desta coleta com a utilizacdo de cameras digitais,
tornando possivel a avaliagdo dindmica®. Porém, o propé-
sito desta pesquisa encaixava-se na utilizagdo do método
convencional com a passarela de madeira e utilizacdo de
tinta nanquim.

Os valores obtidos neste trabalho, quanto ao IFC,
demonstram que, apds a lesdo nervosa por transeccdo
completa, ocorreu perda funcional severa nos dois grupos
experimentais no sétimo dia pés-operatério. No entanto,
no grupo controle, o indice de fun¢do reduziu ainda mais
no 14° e 21° dia, enquanto que, neste periodo, o grupo laser
apresentava melhora funcional comparado ao sétimo dia
- apesar da andlise estatistica ndo demonstrar resultados
significativos entre os grupos.

Uma provavel explicagdo para os baixos IFC do grupo irra-
diado no sétimo dia pés-operatério pode ser dada pelo fato de,
nas primeiras horas apds a ruptura do axonio, o corpo celular
passa a apresentar alteragdoes denominadas de cromatdlise,
caracterizada histologicamente por ingurgitamento da célula,
degeneracédo da substancia de Nissl (reticulo endoplasmatico
rugoso do neurdnio) e migragdo do nticleo do centro para a
periferia. Estas alteragdes visam a sintese de proteinas (actina
e tubulina) relacionadas a regeneracéo do citoesqueleto do
axonio, em detrimento da produgdo de neurotransmissores,
estando relacionadas ao transporte intracelular e a movimen-
tagéo do cone de crescimento®.

Provavelmente, o periodo de sete dias apds a lesdo esta
marcado por estes eventos, mas a utilizagcdo da laserterapia
dentro das 24 horas apés a lesdo poderia reduzir a perda
funcional imediata, corroborando com a afirmacido de
Dahlin®. Apds o sétimo dia pds-operatdrio, o grupo 2 (laser)
apresentou uma linha de tendéncia ascendente quanto a

melhora da fungéo, linha que s6 foi estabilizada e ascen-
dente no grupo 1 (controle) apés o 14° dia. No 21° dia de
pos-operatorio, observou-se que houve diferencas entre os
IFC dos grupos laser e controle, mas sem diferenca estatis-
tica. Entretanto, quando se analisa a evolugdo das curvas na
Figura 1, observa-se que os valores médios foram diferentes,
demonstrando a provével continuidade da acdo do laser
sobre o nervo cidtico.

Segundo de Medinaceli®, por meio da lesdo por esmaga-
mento, verificou-se que, apds um més e meio a dois meses de
lesdo, a recuperagéo funcional nervosa alcanca o seu plato,
apesar de ndo ocorrer nenhuma mudanga morfometricamente
significante. Um fato importante a ser mencionado trata-se do
nivel funcional pré-lesdo, notando-se que ambos os grupos,
neste periodo de avaliagdo, ndo apresentaram diferenga esta-
tisticamente significante, demonstrando homogeneidade da
amostra da pesquisa.

Apesar de ndo haver significdncia estatistica entre os gru-
pos experimentais quando se avalia o IFC, pode-se observar
que, no grupo 2 (laser), ndo houve indicios de infecgdes e
deiscéncias de pontos de sutura, o que pode ser observado
em alguns animais do grupo controle (deiscéncias). Outro
fato observado é que os animais deste grupo utilizavam
constantemente o membro lesionado para apoio durante a
alimentagdo, ficando em apoio bipodal, e até mesmo para se
cogar, enquanto que, no grupo controle, houve formacéo de
deiscéncias, tornando-se clara a dificuldade de cicatrizacdo
da lesdo dos tecidos adjacentes.

A base molecular que justificaria a efetividade da laser-
terapia sobre a regeneracdo nervosa ainda ndo estd clara.
Karu” verificou que a irradiacdo de mitocondrias isoladas
induzia alteragdes positivas sobre a homeostasia celular.
Sugeriu que alguns componentes da cadeia respiratéria (cito-
cromos, flavinas e desidrogenase) sdo capazes de absorver luz
de determinado comprimento de onda. Assim, esta absorcdo
resulta em aumento da sintese de ATP (adenosina trifosfato),
afetando os niveis de hidrogénio celular e ativando gradiente
ionico (sédio, potéssio, célcio).

Apesar da melhora funcional estar associada com o au-
mento da area de bainha de mielina, outros eventos podem
justificar esta melhora, tais como: melhora do transporte de
energia e propagacdo de célcio no citoplasma, o que geraria
um incremento no potencial funcional celular”, aceleragido do
reparo de ferimentos e ao aumento de resisténcia do tecido
cicatricial®®, agdo pré-inflamatdria, assim como a aceleragéo
da regeneracgao tecidual e a melhora da circulacdo sanguinea
devem-se aos seguintes efeitos: 1) aumento da atividade dos
leucécitos e fagdcitos, e aumento de cdlcio no citoplasma
celular; 2) aceleracdo da divisdo celular e crescimento; 3) ati-
vagdo da sintese de proteinas e citocinas; e 4) relaxamento
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das paredes dos vasos (vasodilatagéo) por fotélise de com-
plexos como o NO e, conseqlientemente, postulou-se que
estas reacdes levavam os efeitos indiretos como: bactericida,
regenerativo e vasodilatador. Karu, Pyatibrat e Afanasyeva®
afirmam que o déxido nitrico também estd associado a pro-
dugdo de energia, estimulacdo da biogénese de mitocdndrias
e apoptose, envolvido com efeitos analgésicos e aumento da
microcirculacéo.

Novos estudos devem ser implementados, buscando varia-

dos comprimentos de onda ou até mesmo novas técnicas de
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reparo, com a finalidade de esclarecer os efeitos da laserterapia
neste tipo de leséo.
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ndo culminou resultados positivos sobre a recuperagdo fun-
cional em nervo cidtico de ratos apds lesdo por neurotmese
seguida de anastomose epineural.
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