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Resumo: Os nervos periféricos sdo estruturas que, ao sofrerem lesdes, podem originar
incapacidades motoras e sensitivas importantes. O laser de baixa intensidade é um
dos diversos recursos terapéuticos para promover a regeneragao nervosa precoce, mas
ainda ndo ha consenso sobre sua utilizagdo. O objetivo deste estudo foi investigar,
por meio de avaliagdo funcional, o efeito da terapia a laser de baixa intensidade (660
nm) na regeneragao do nervo isquidtico apds esmagamento. Foram utilizados 18 ratos
(Wistar) submetidos a lesdo do nervo isquiatico divididos em dois grupos, controle
e grupo laser, submetido ao tratamento a laser (AsGaAl, 660 nm, 10}/cm,, 30 mW
e 0,06 cm?) por 21 dias no local da lesdo. Para a avaliagdo funcional, foi aplicado o
indice funcional do ciético (IFC) no pré-operatério e nos 7°, 14° e 21°dias de pos-
operatério. Quando comparados o IFC dos grupos no 140 dia de pés-operatério, foi
encontrada melhora significante no grupo laser em relagao ao controle. Na amostra
analisada e nos parametros utilizados, pdde-se constatar que a aplicagao do laser
foi eficaz na recuperacdo funcional precoce do nervo ciatico esmagado.

Descritores: ~ Nervo ciatico; Regeneragao nervosa; Sindromes de compressao
nervosa/reabilitacdo; Terapia a laser de baixa intensidade

Abstract: Peripheral nerves, when injured, may originate important motor and sensitive
disability. Studies have used several therapeutic resources in order to achieve early
nervous regeneration, such as low-power laser; but there is no consensus on its use,
which leads to controversial conclusions. The purpose of this study was to assess
the effect of GaAlAs laser (660 nm) on functional recovery of the sciatic nerve in
rats. Sciatic nerves of 18 Wistar rats were crushed and divided into sham group and
treated group, the latter submitted to laser therapy (660 nm, 10 J/cm?, 30 mW and
0.06 cm2) for 21 days. The sciatic functional index (SFI) was measured before surgery
and on the 7th, 14th and 21st postoperative days. A significant difference, showing
better regeneration of the treated group, was found when comparing SFl on the 14th
day. Hence, the use of low-power laser, with the parameters and methods here used,
showed positive results in early regenerating rat crushed sciatic nerve.

Key words:  Functional laterality; Infants and toddlers; Motor activity; Movement,
reaching
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INTRODUCAO

Os nervos periféricos sdo estruturas
que, tal como outros tecidos, ao sofrer
lesdes originam incapacidades motoras
e sensoriais importantes'. Estima-se que
a incidéncia das lesdes traumaticas em
alguns paifses seja superior a 500.000
novos casos anuais, dos quais 2,8%
dos pacientes adquirem incapacidades
vitalicias em virtude do elevado tempo
de regeneragao nervosa®®.

As causas das lesdes do sistema ner-
voso periférico (SNP) incluem ferimentos
cortantes, por arma de fogo’, traumas por
alteracdes de temperatura, compressoes,
mecanismos de tracdo e ainda as causas
infecciosas e toxicas, sendo que pode
haver diferentes mecanismos como la-
ceracdo, avulsdo, seccdo, estiramento,
compressao e esmagamento®®. Essas
lesdes promovem uma agressao a inte-
gridade do tecido produzindo disfungoes
importantes nas estruturas inervadas pelo
nervo lesado, pois implicam alteragdes
da conducdo nervosa e no transporte
axonal'',

Dentre os instrumentos terapéuticos
para regeneracdo do SNP menciona-
dos na literatura, a estimulagao elétri-
ca'?, o ultra-som' e o laser de baixa
intensidade'!? sdo utilizados com o
intuito de acelerar os processos rege-
nerativos, buscando o retorno precoce
da funcionalidade.

A laserterapia de baixa intensidade
é utilizada em varias pesquisas clinicas
e experimentais nas lesdes do SNP por
ocasionar um estimulo na microcircula-
¢ao, pela paralisagdao dos esfincteres
pré-capilares, provocando a vasodila-
tacdo de arteriolas e capilares e pela
neoformacdo vascular, levando assim
a um aumento do fluxo sangiiineo na
area irradiada. Também é empregada
para cicatrizagdo de varios tecidos, por
estimular um aumento na produgdo de
ATP celular, provocando aceleracao na
atividade mitética celular’®?%. Nos estu-
dos recentes sobre a influéncia do laser
de baixa intensidade nas lesdes do SNP,
utilizam-se diferentes modelos, variando
comprimentos de onda (632-904 nm),
energia, densidade, tempo de interven-
¢ao, mecanismo e tipo de lesdo, além de
seu tratamento e a forma de avaliagao
(funcional e morfométrica)'>19:25-30,

Em condicdes experimentais, a recupe
racdo das lesdes nervosas periféricas é
estudada principalmente por técnicas de
eletrofisiologia, histologia e morfometria.
Embora os pardmetros eletrofisiolégicos
e morfolégicos sejam (teis, eles ndo
permitem um entendimento funcional
do segmento’. Em 1982, De Medinacelli
et al’', tendo analisado a relagdo entre
lesdo no ciatico e o apoio das patas na
marcha, propuseram a utilizagdo de um
método de avaliacao denominado indice
funcional do cidtico (IFC), baseado em
mensuragdes nas patas traseiras de ratos.
Gasparini et al.* fizeram avaliagdo fun-
cional da marcha de ratos com lesao por
esmagamento do nervo isquidtico pelo
IFC, utilizando uma passarela de acrilico
e registrando as pegadas por uma camara
digital. As imagens foram avaliadas por
programa de computador para quantifi-
car os parametros predeterminados por
De Medinacelli et al.*', modificados por
Bain et al.*.

O objetivo deste estudo foi investigar,
pelo grau de funcionalidade inferido
pelo IFC, o efeito da terapia a laser de
baixa intensidade (660 nm, utilizando
energia emitida de 0,6)) na regeneragao
do nervo isquidtico apds esmagamento.
H4 evidéncias de que o laser de baixa
intensidade pode melhorar a recupe-
ragdo funcional na lesdo nervosa por
esmagamento; essa hipotese foi aqui
testada visando contribuir com a litera-
tura preexistente, pois a metodologia e
os parametros estao bem definidos, para
que outros autores possam reproduzi-los.

METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado pela Comis-
sdo de Etica em Experimentacdo Animal
e Pesquisa da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sao Paulo.

Foram utilizados 18 ratos Wistar adul-
tos machos, pesando de 290 a 320 gra-
mas, que foram divididos aleatoriamente
em dois grupos:

= Grupo controle (n=9): simulagdo da
radiacdo laser

= Grupo laser (n=9): radiagao laser
com fluéncia de 10 J/cm?, energia
emitida (E) = 0,6) e tempo de expo-
sicdo de 20 s.

Laserna lesao nervosa periférica

Procedimentos

Para o esmagamento do nervo is-
quiatico dos ratos, foi utilizado um
dispositivo portétil de peso morto, con-
feccionado pela Oficina de Precisao da
Prefeitura do Campus de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sao Paulo (Figura 1).
A carga de esmagamento utilizada foi a
de 5000 g por um periodo de 10 minu-
tos, sendo suficiente para provocar uma
lesdo tipo axonotmese no segmento,
ocasionando uma disfuncdo na marcha
dos animais34. Pachioni et al.35 conclu-
fram que ndo ha necessidade de utilizar
cargas acima de 5000 g nesse modelo de
esmagamento, pois esta € suficiente para
lesar os vasos intraneurais, especialmen-
te os capilares endoneurais, produzindo
uma importante lesdo axonal, caracteri-
zando a axonotmese.

Figura 1 Representacao esquemdtica
do dispositivo de esmagamento do
nervo: (A) plataforma para o apoio
do animal, (B) estrutura principal, (C)
suporte de apoio para os pesos, (D)
base de apoio para o nervo, (E) eixo
de aplicagdo de pressao, (F) alavanca
para acionar os pesos, (G) mola para
manter a alavanca em equilibrio
(Adaptado de Pachioni et al>*)

Todos os ratos foram anestesiados com
uma mistura de Ketamina a 10% (0,1 ml/
100 g peso corpdreo) e Xylazina a 2%
(0,07 ml/100 g peso corpéreo), admi-
nistradas por via intraperitonial. Apds a
incisdo, o nervo isquiatico foi abordado e
o esmagamento, utilizando o dispositivo
de peso morto, foi feito 5 mm acima da
divisdo dos trés ramos principais (fibular,
tibial e sural). Apds o esmagamento, o
nervo foi recolocado em seu leito e rea-
lizada a sutura dos musculos e da pele.
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A radiacao laser foi aplicada em um
ponto predeterminado no ato cirdrgico,
sobre o local da realizacdo do esmaga-
mento do nervo. A caneta foi posicionada
a 90° em relacdo ao tecido cutaneo, uti-
lizando a técnica pontual com contato,
imediatamente ap6s a operagao e nos 20
dias subseqlientes.

Foi utilizado um equipamento /laser
(modelo Laserpulse da Ibramed Equipa-
mentos Médicos, RS) de diodo de arse-
neto de gdlio aluminizado (AsGaAl), com
comprimento de onda de 660 nm, 10 J/
cm2, poténcia de 30 mW e area do feixe
de 0,06 cm2, em modo de pulso conti-
nuo. O equipamento foi adquirido para
realizagdo desta pesquisa; a emissao do
laser foi aferida inicialmente pelo fabri-
cante e, apds o término do experimento,
foi realizada aferigdo no Laboratério de
Bioengenharia da USP Sao Carlos.

Para a avaliagdo funcional usando o
IFC, procedeu-se ao registro das pega-
das dos animais. As impressdes foram
registradas por uma camera digital
(Handycam - Digital Video Camera
Recorder), tal como a utilizada por
Gasparini et al.*?, fixada sob uma pas-
sarela de acrilico transparente com 43
cm de comprimento, 5,5 cm de altura
e 8,7 cm de largura, tendo ao seu final
uma casinhola de madeira. Os videos
das pegadas foram digitalizados pelo
programa Magix para obtengao das
imagens das pegadas. As imagens fo-
ram analisadas por meio do programa
Image J, para transformar os pixels em
milimetros, de modo a poder calcular
os parametros predeterminados para
a avaliagdo do indice funcional do
ciatico (Figura 2). As impressoes das pe-
gadas foram obtidas no pré-operatério
e apbs 7, 14 e 21 dias da lesdo inicial
em ambos os grupos. As imagens foram
avaliadas pela férmula do IFC proposta
por Bain et al.*:

PLN

IFC =-38,3 x (PLE- PLN) + 109,5 x (TSE - TSN) + 13,3 x (ITE - ITN) - 8,8
TSN

Onde: IFC = indice funcional do ciatico; E = experimental; N = normal
PL = comprimento da pata (print lenght)

TS = abertura total dos dedos (total spread)

IT = abertura dos dedos intermediarios (intermediate toes)

ITN

Analise estatistica

Para comparar as atividades foi
proposto um modelo linear de efeitos
mistos com o alpha (nivel de signifi-
cancia) assumido de 5%?%. Esse modelo
(efeitos aleatdrios e fixos) é utilizado na
andlise de dados onde as respostas de
um mesmo individuo estdo agrupadas e
a suposicao de independéncia entre ob-
servagdes num mesmo grupo nao € ade-
quada. No modelo de efeitos mistos uti-
lizado, foram considerados como efeito
aleatério os individuos e, como efeitos
fixos, os grupos, os tempos e a interagdo
entre os mesmos. Tal

O IFC médio dos grupos foi: no pré
operatério, controle -6,10 e grupo /a-
ser, -8,42; no 140 dia, controle -83,70
e grupo laser, -59,01; e, no 21¢ dia,
controle -32,58 e grupo laser, -22,97.
A Figura 3 permite visualizar a variagdo
do IFC em todo o periodo de estudo. A
andlise intergrupos apontou diferenca
estatisticamente significante quando
comparados os grupos controle e laser
no 14¢ dia (p<0,01). A andlise intragru-
pos mostrou diferenca significante entre
o pré-operatério e o 212 dia (p<0,01 em
ambos os grupos), indicando que até esse
dia nenhum dos grupos tinha alcangado
seu padrao inicial de marcha.

modelo tem como

—=— Grupo controle —8— Grupo laser

pressuposto que o 07
residuo obtido pela 20 -
diferenca entre os

valores preditos pelo 5 -40
modelo e os valores 3
observados tenha £ 607
distribuicao normal, ﬁ 80 1
com média 0 e va-

riancia constante. -100 -
Nas situagdes onde 120 |

tal pressuposto ndo ,
foi observado, foram Pre-O
feitas transformagoes Figura 3

na variavel resposta.
O ajuste do modelo
foi feito pelo progra-
ma SAS (v.9)%738.

RESULTADOS

7¢ PO

140PO  212PO

Médias do indice funcional do cidtico (IFC)
obtidas pelos grupos controle (n=9) e laser (n=9)
no pré-operatorio (Pré-O) e no 72, 142 e 212 dias
apos a lesdo e respectiva sutura (PO)

DISCUSSAO

Para a analise funcional da marcha foram
utilizados os registros das pegadas tomados
no pré-operatério, no 72, 14¢ e 21¢ dias do
pos-operatdrio, totalizando 72 pegadas.

Figura 2 Representagdo dos pardametros
avaliados para calcular o
indice funcional do cidtico
(IFC); IT = abertura dos
dedos intermedidrios; PL =
comprimento da pegada; TS =
abertura total dos dedos
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Varios parametros, como comprimento
de onda, densidade de energia, modo do
pulso e poténcia do laser, estdo sendo
utilizados para estimular a regeneragao e
acelerar a recuperagao funcional do nervo
periférico'>162%3%42 Em geral as publica-
¢des cujo tratamento utilizou o laser de
emissdo continua apresentaram resultados
positivos na regeneragao nervosa periféri-
ca, podendo ser esse modelo a primeira
escolha para tal na regeneragao®.

Rochkind et al."#*% e Anders et al.*®
descreveram os mecanismos da atuagdo
do laser na recuperacao do tecido nervo-
so, relatando efeito imediato de protegao
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e aumento da atividade funcional, ma-
nutencdo da atividade funcional na lesdo
nervosa em tempo excedente, influéncia
na diminuicdo da formacdo de tecido
cicatricial no local da lesdo, prevencao
ou diminuigdo da degeneragdo no neu-
ronio motor correspondente na medula
espinhal e influéncia no crescimento
axonal e da bainha de mielina.

Estudos recentes utilizaram o laser
com comprimento de onda de 660 nm
para otimizar o processo de regeneracao
neural. Reis et al.’® utilizaram-no (26,3
mW, 0,63 cm?, 2,54 ]) na recuperacao
do nervo isquidtico de ratos apds neu-
rotmese; os grupos foram tratados por
20 dias consecutivos, com densidade
de energia de 4 J/cm? por 3 pontos na
incisdo cirtrgica, encontrando melhora
significante na avaliagdo morfométrica.
Belchior et al.’® utilizaram os mesmos pa-
rametros do estudo anterior também no
processo de regeneragao apds lesdao por
esmagamento do nervo isquiatico, tendo
obtido resultados positivos considerando
a recuperagao funcional pelo IFC se
comparado o grupo experimental ao con-
trole. No presente estudo, os parametros
utilizados foram diferentes dos estudos
anteriores; quanto aos valores médios de
IFC, porém, que foram de -59,01 no 72 e
-22,97 no 142 dia no grupo experimental,
sdo melhores do que os encontrados por
Belchior et al."®, cujos valores médios de
IFC foram -83,0 no 72e -57,8 no 142 dia
de pos-operatério.

Gongalves et al.*” verificaram os
efeitos da irradiacdo do laser 830 mn
na regeneracdo do nervo isquidtico de
ratos submetido a esmagamento e con-
clufram que contribuiu para a reducao
do processo inflamatério, tendo verifi-
cado menor degeneragdo da bainha de
mielina e menos infiltrado inflamatério.
Estudos que utilizaram o laser de baixa
intensidade na regeneracdo de lesao
nervosa periférica apresentam variagao
na energia utilizada, de 0,086 ] até 105
J; foram feitos em células isoladas e em
experimentacdo em animais. Dentre os
relatos avaliados como benéficos, pode-

1 Krarup C, Archibald SJ, Madison RD. Factors 2
that influence peripheral nerve regeneration: an
electrophysiological study of the monkey median nerve.

Ann Neurol. 2002;51:69-81.

-se observar uma “janela terapéutica”
que variade 0,6 ] a 28,8 ).

A interagdo da luz laser com as bio-
moléculas depende de varios parametros
fisicos, sendo evidente a relagcdo entre o
comprimento de onda e a resposta biol6-
gica. As vias de ativagao propostas para o
laser de baixa intensidade levam em conta
a sua acdo sobre os croméforos situados
na mitocondria e na membrana celular.
A radiagdo vermelha apresenta uma agao
preferencial na mitocondria e a infraver-
melha sobre os croméforos da membrana
celular*®*. Portanto, os efeitos terapéuticos
sdo especificos, o que leva a crer que exista
possibilidade de se utilizar comprimentos
de ondas definidos com objetivo de incre-
mentar uma resposta bioldgica particular.

Um ponto bastante estudado e que pode
ter relagdo com os resultados obtidos esta
relacionado com a produgao de ATP. Nas
células animais, os controles de gradiente
de Na*-K* dirigem o transporte ativo de
aclcares e aminodcidos, tornando as cé-
lulas nervosas e musculares eletricamente
excitaveis. O fato de mais de um terco do
ATP consumido por um animal em repouso
ser usado para operar essa bomba ressalta
a importancia desse mecanismo®. Ha de
se considerar que um citocromo c-oxidase
é um fotorreceptor da regido vermelha do
espectro, sendo responsavel pela ativagao
da sintese de ATP e, conseqlientemente, do
metabolismo celular. A possibilidade de a
célula ter maior aporte energético durante
0 processo de repara¢ao pode estar ligada
a melhor resposta observada no uso do
laser 660 nm, ja que uma mitocondria
absorve seletivamente nesse comprimento
de onda*.

No presente estudo o laser foi aplicado
sobre a pele e portanto sobre o tecido
muscular, onde se pode considerar a
possibilidade de um aumento dos ni-
veis do fator de crescimento do nervo,
que é um fator neurotrépico secretado
pelos misculos esqueléticos, ja que foi
demonstrado que o /aser de baixa inten-
sidade, no comprimento de onda de 632
nm, possibilita tal resposta®'.

REFERENCIAS

Laserna lesio nervosa periférica

A avaliacdo funcional da marcha é
uma oportunidade de avaliar os aspectos
especificos da recuperagdo nervosa de
maneira ndo-invasiva*. O método pelo
IFC foi utilizado em nosso laboratério em
pesquisas com o nervo isquiatico de ratos,
mostrando clara correlagdo entre o IFC e
a avaliagdo morfométrica do nervo'>'3.
As imagens das pegadas forneceram os
dados para o célculo do indice funcional
do cidtico, que alguns autores avaliaram
como um método quantitativo confidvel
e reprodutivel*®. A medida do IFC apre-
sentou alto grau de correlagdo com a
recuperacgdo funcional e a regeneragao
morfolégica e morfométrica das lesdes do
tecido nervoso periférico®. De fato, o IFC
tem-se mostrado um instrumento confia-
vel para avaliar o processo de regeneracao
nervosa periférica, fornecendo um valor
numérico a funcao e permitindo a andlise
estatistica dos resultados.

Um grande ndmero de pesquisas sao
feitas com o laser de baixa intensidade,
mas ndo ha padronizagdo dos parametros
empregados; a falta de dados nos estudos
consultados dificulta a comparagao dos
resultados e o entendimento dos meca-
nismos envolvidos. Enwemeka? relata,
em uma recente revisdo, que por volta
de 30% dos artigos publicados com uso
do laser de baixa intensidade carecem de
informagoes relevantes para determinar
a dose ou reportam dados imprecisos.
Dessa forma, tornam-se necessarios novos
estudos para verificar a importancia e a
dependéncia entre os parametros do laser
usando a mesma metodologia, o que pode
levar a melhor utilizagdo do laser de baixa
intensidade em protocolos de tratamento
mais seguros e eficazes em humanos.

CONCLUSAO

Na amostra e nos parametros uti-
lizados, verificou-se que a utilizagdo
do laser AsGaAl (660 nm) foi eficaz na
recuperacdo funcional precoce do nervo
isquidtico de ratos, sugerindo uma be-
néfica atuagao do /aser no processo de
regeneracao nervosa.
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