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RESUMO

Obijetivo: Verificar a influéncia do laser de baixa intensidade de
AsGaAl na lesdo por esmagamento do nervo peroneiro de ratos
através da avaliagdo funcional da marcha nos diferentes locais
de irradiagao. Métodos: Foram utilizados 53 ratos, divididos em
seis grupos: normal, lesado nao tratado, lesado e tratado pla-
cebo, lesado e tratado na medula, lesado e tratado no nervo,
lesado e tratado em ambos (nervo e medula). O esmagamento
do nervo peroneiro foi realizado por meio de uma pinca e sub-
sequente tratado com laser por 28 dias consecutivos. Na ava-
liacdo funcional foram analisadas as impressoes das pegadas,
registradas pela camera de video em uma passarela de acrilico,
no pré-operatoério e aos 142, 212 e 282 dias de pds-operatdrio, e
avaliadas na férmula PFI por meio do software. Resultados: Na
avaliagao funcional da marcha foram encontradas diferencas
significantes somente no 142 dia de pds-operatdrio. Concluséo:
A'irradiacao do laser AsGaAl de baixa intensidade foi capaz de
acelerar e potencializar o processo de regeneracao nervosa pe-
riférica de ratos no 14 dia de pds-operatério, de acordo com
a avaliacao funcional da marcha, tanto para o grupo tratado na
medula quanto para o grupo tratado no nervo.

Descritores: Regeneracéo nervosa. Sindrome de esmagamen-
to. Terapia a laser.
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ABSTRACT

Objective: This study seeks to determine, through functional gait
assessment in different irradiation sites, the influence of a low-
intensity GaAsAl laser beam on an injury caused by crushing the
peroneal nerve in rats. Methods: 53 rats were used, which were
divided into six groups: normal, injured and untreated, injured
and treated using placebo, injured and treated in the bone mar-
row, injured and treated in the nerve, and injured and treated in
both (nerve and bone marrow). The peroneal nerve was crushed
using a pair of tweezers, and subsequently treated with laser
for 28 consecutive days. The functional gait evaluation analyzed
the footprints, which were recorded with a video camera on an
acrylic bridge in the preoperative period, and on postoperative
days 14, 21 and 28, and assessed using PFI formula software.
Results: In the functional gait evaluation, significant differences
were found only on postoperative day 14. Conclusion: Based
on the functional gait evaluation, low-intensity GaAsAl irradiation
was able to accelerate and reinforce the process of peripheral
nerve regeneration in rats on postoperative day 14, both in the
bone marrow- and in the nerve-treated groups.
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INTRODUGAO

Vérios autores investigam a influéncia dos diversos tratamentos
terapéuticos, na regeneragao do nervo ciético de ratos, como a es-
timulagao elétrica’, o ultra-som terapéutico® e o laser de baixa inten-
sidade que tem recebido uma maior atengéo na Ultima década.® Os
mecanismos do laser de baixa intensidade nao sao completamente
compreendidos, mas alguns estudos tém tentado explicar os efeitos
de sua irradiacao nos tecidos biolégicos,*® obtendo consideragoes
controvérsias proporcionadas por diferentes metodologias, como a
dosagem, comprimento de onda, corrente continua ou pulsada,*®
local da irradiagdo e a duragédo do tratamento.’

A recuperagao das lesdes nervosas periféricas é estudada princi-
palmente através de parametros eletrofisiolégicos e histo-morfomé-
tricos que embora sejam Uteis, ndo acompanham a recuperagao
funcional durante o tratamento, sendo esta importante para quanti-
ficar, ndo invasivamente, e reproduzir os métodos para uma avalia-
cao funcional de regeneragao nervosa.” Portanto pode ser melhor
utilizar a avaliagdo funcional da marcha a simplesmente as bases
eletrofisiologicas e morfométricas para crescimento de axonio e
inervagao muscular, desde que o interesse principal da pesquisa
seja resultados funcionais.® A anélise da marcha tem provado ser
um seguro metodo de avaliagao funcional, acompanhando da le-
s&o nervosa ao reparo,”® possuindo uma forte correlagdo com a
avaliagdo morfoldgica.'®

O laser de baixa intensidade ¢ comumente irradiado no local da
lesao provocada pelo esmagamento. Rochkind et al.* usou a irra-
diacao do laser na raiz da medula espinhal, no ramo que corres-
ponde ao nervo ciatico do rato (L2), e pdde observar aumento no
metabolismo dos neurénios e melhora na produgao de mielina o
que proporciona a aceleracao da regeneracao do nervo lesado.
Anders et al.® descreveram que a eficécia do efeito da irradiagao de
laser de baixa intensidade na recuperacéo nervosa periférica pode
ser aumentada se o segmento correspondente da medula espinhal
também for irradiado.

Este estudo tem como objetivo verificar a influéncia do laser de
baixa intensidade de AsGaAl (830nm) na lesdo por esmagamento
do nervo peroneiro (fibular comum) de ratos através da avaliagao
funcional da marcha nos diferentes locais de irradiagao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 583 ratos da linhagem Wistar, machos, com apro-
ximadamente trés meses de idade e com peso médio de 22030
gramas. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com
cinco animais cada, recebendo ragdo comercial e &gua a vontade
seguindo, assim, a solicitagdo do Comité de Etica de Experimenta-
¢ao Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto/USR o qual
aprovou este estudo. Os animais foram divididos em seis grupos
experimentais, conforme o procedimento realizado:

GRUPO 1: normal, sem lesao e nao tratado (n=5);
GRUPO 2: lesado e néo tratados (n=10);
GRUPO 3: lesado e tratado placebo (n=8);

GRUPO 4: lesado e tratado na medula espinhal, na regiao que
corresponde a raiz do nervo cidtico, por 4 pontos entre as vérte-
bras T12-T13-L1 ao longo dos segmentos da medula espinhal de
L3-L6 (n=10);

GRUPO 5: lesado e tratado no membro inferior direito circundante
a cicatriz, por 4 pontos (n=10);

GRUPO 6: lesado e tratado em ambos; dividiu-se 2 pontos para
cada regiao, sendo os pontos correspondente a L2 na medula e no
membro inferior nas extremidades da cicatriz (n=10).

A irradiacao do laser (Figura 1) foi realizada por um equipamento
comercial de laser diodo de baixa intensidade Arseneto de Galio e
Aluminio (AsGaAl), Physiolux Dual, da marca BIOSET, pelo método
transcutaneo pontual com contato por 28 dias consecutivos e pre-
parado com as seguintes caracteristicas: comprimento de onda de
830nm, poténcia do emissor de 40mW, modo continuo, dose de 20
J/cm? e érea de feixe de 3,464mm2.

Cirurgia

Os animais, apo6s a pesagem, foram submetidos a uma anestesia
geral, administrada por via intraperitoneal, de Hidrato de Cloral 4%
10ml/kg de peso corporal, e em seguida foram realizados cuida-
dos como a tricotomia e anti-sepsia no local cirdrgico do membro
inferior direito para assim abordarmos o nervo peroneiro (fibular
comum) e realizarmos a técnica de esmagamento. Os animais
foram posicionados em decubito ventral, com as patas traseiras e
dianteiras fixadas em abducéao e foi realizada a incisdo na regiao
lateral da coxa, do trocanter maior até o condilo lateral do fémur. A
musculatura foi rompida por divulsao até a visualizacao do nervo
ciatico e os seus trés ramos: peroneiro (fibular comum), tibial e su-
ral. A compressao do peroneiro teve o comprimento de 5mm, peso
de 5Kgf e tempo de esmagamento padronizado em 10 minutos.
Apbs o0 esmagamento o nervo foi colocado em seu leito, ndo sendo
realizada a sutura dos musculos, somente a sutura da pele com fio
de nylon 3-0 e finalizada com os cuidados de higiene e anti-sepsia
no local cirdrgico. O esmagamento do nervo peroneiro foi realizado
por meio de uma pinga de pressao especialmente confeccionada
para este fim. Esta pinca produz uma lesao estatica fixa de 5.000g,
e foi previamente calibrada na Maguina Universal de Ensaio (marca
EMIC®, modelo DL 10000).

Avaliacao funcional da marcha

Para a avaliagao funcional foram analisadas as impressoes das pe-
gadas, registradas pela camera de video digital, em uma passarela
de acrilico com dimensoes: corredor de 43cm de comprimento,

<

Grupo 4 - Tratado na medula

Grupo § - Tratado no nervo

S S

Grupo 6 - Tratado em ambos

Figura 1 - Esquema dos grupos tratados, demonstrando o local de irradiagéo do laser AsGaAl.
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5,6cm de altura e 8,7cm de largura e uma casinhola de madeira
no final do percurso. O registro das pegadas foi feito por meio de

Tabela 1 - Comparagées para a variavel PFl fixando o 142 dia de pés-
operatorio.

camera digital Sony Handycam — Digital Video Camera Recorder, . .
. ; . T G Medi Desvio G Medi Desvio p.val
e as imagens captadas foram analisadas por meio do software empo | Grupo | Media | oz | GruPO | Media | pogrgo | P-valor
AFNP — Analise Funcional dos Nervos Periféricos (Figura 2), o qual
calculou os pardmetros pré-determinados para a avaliagao funcio- 1 =777 | 985 2 —4429 | 1480 | <001
nal da marcha. 1 777 | 985 3 4431 | 1545 | <001
1 777 | 985 4 3531 | 1031 | <001
M 1 -7,77 9,85 5 -32,77 | 1496 | <0,01
1 777 | 985 6 3762 | 1294 | <001
Nr. Group: I
Cir  p— 2 4429 | 14,80 3 4431 | 1545 | 097
NeTrack: [ = 2 4429 | 14,80 4 -3531 | 10,31 0,04
D. I
. | 142 dia 2 4429 | 14,80 5 3277 | 1496 | 001
s [ Calculate | 2 4429 | 14,80 6 3762 | 1294 | 014
3o 6 ke 3 -4431 | 1545 -3531 | 10,31 0,06
[ okt 3 4431 | 1545 5 3277 | 1496 | 001
Pt | Cakuats 3 4431 | 1545 6 3762 | 1294 | 0,15
Mackinnon :
4 -3531 | 10,31 5 -3277 | 1496 | 056
SFI: I Cduldul ‘
- — | 4 3531 | 10,31 6 3762 | 1294 | 066
‘ Derce(™ 71 2] Pasot[ =] 5 3277 | 14,96 6 3762 | 1294 | 031
PRE[ Caluae| ! 35 , -/ , ;
Conftm I C-:('_u:‘:-l Heport I Close I

Figura 2 - Tela de avaliagdo do programa AFNP (Avaliagdo Funcional de
Nervos Periféricos).

Os animais foram previamente colocados para caminhar na passa-
rela de acrilico até a casinhola de madeira para assim se adapta-
rem. As impressoes das pegadas foram obtidas no pré-operatorio,
142, 212 g 28° dias apos a leséo. Nas pegadas foram medidos os
parametros: E: experimental; N: normal; PL: comprimento da pata;
TS: espalhar total dos dedos; IT: espalhar total dos dedos interme-
diarios. Estes mesmos dados foram langados na formula de Bain et
al."®as quais forneceram o indice funcional do peroneiro (PFI):

EPL - NPL

PFl = 1749 x + 80,3 x

ETS-NTS .,
NTS

Analise estatistica

Para atingir os objetivos comparativos utilizou-se 0 modelo linear
de efeitos mistos (efeitos aleatdrios e fixos) que é utilizado na anéa-
lise de dados onde as respostas de um mesmo individuo estao
agrupadas e a suposicdo de independéncia entre as observacoes
num mesmo grupo nao € adequada. Para a utilizagao e adequa-
cao deste modelo, € necessario que o residuo tenha distribuicao
normal com média zero e variancia constante. Quando o pressu-
posto néo foi atendido, utilizou-se uma transformacgéao na variavel
resposta. O ajuste do modelo foi feito através do procedimento
PROC MIXED do software SAS® 9.0, considerando o nivel de sig-
nificancia de 5%.

RESULTADOS

O estudo foi feito em um total de 200 imagens da pegada em dife-
rentes periodos. Na avaliagao funcional da marcha pelo PFI, no 212
e 28° dias de pds-operatédrio nao foram observados nenhum valor
estatisticamente significante, quando comparados e intercalados
0s 6 grupos. Foram encontradas diferencas estatisticamente signi-
ficantes somente no 14¢ dia de pds-operatério. (Tabela 1)
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O Grupo 2, lesado néo tratado (-44,29+14,8), quando comparado
com o Grupo 4, tratado na medula (-35,31=10,31), e com o Grupo
5, tratado no nervo (-32,77+14,96), apresentou diferencas estatis-
ticamente significantes com p=0,04 e p=0,01, respectivamente;
o Grupo 3, placebo (-44,31+15,45), quando comparado com o
Grupo 5, tratado no nervo (-32,77=14,96), apresentou diferenca
estatisticamente significante com p=0,01. (Figura 3)

PFI

-50 —»— Normal
—e— Lesado

40 —a— Placebo

A —a— Medula
—%— Nervo

-30 —e— Ambos

-20 4

-10 4

0 0 ) 14° ) 21° ) 28°

Figura 3 - indice funcional do peroneiro (PFl) de acordo com o comporta-
mento dos grupos em relagdo ao tempo.

O Grupo 2, lesado nao tratado, e o Grupo 3, placebo, apresentaram
médias semelhantes -44,29+14,8 e -44,31=15,45, respectivamente.
Porém quando comparados com o Grupo 4, tratado na medula
(-35,31+10,31), o primeiro apresentou diferenca estatisticamente
significante (p=0,04) enquanto o segundo nao (p=0,06), na ava-
liagao funcional do 142 dia de poés-operatorio.
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O PFI no pré-operatério em todos 0s grupos, variou entre as mé-
dias; minima de -8,68+7,43 e maxima de -14,24+6,32.

Na formula do PFI a média na avaliacao funcional da marcha do
14° dia de pds-operatério, demonstrou uma melhor recuperacéo
do grupo tratado no nervo (-32,77+14,96) quando comparado aos
demais grupos tratados, sendo ainda a recuperacao do grupo tra-
tado na medula (-35,31+10,31) melhor que a do grupo tratado em
ambos (-37,62+12,94). No 21° dia de pds-operatério manteve-se o
mesmo padréo de diferenca entre as médias na avaliagéo funcional
da marcha.

DISCUSSAO

O rato foi o animal escolhido para a realizagdo dos experimentos
devido ao fato de ser de baixo custo e de facil manuseio, possuindo
os nervos periféricos semelhantes aos dos humanos, bem como
a fisiologia e os processos bioldgicos envolvidos na regeneracao.
Por estes motivos o rato, é o animal mais usado nos estudos de
regeneracéo nervosa periférica 8!

O procedimento cirdrgico, para a leséo do nervo peroneiro utilizan-
do a pinga, é de facil aprendizado sem necessidade de equipa-
mentos microcirdrgicos, e teve em média 20 minutos de duragdo
para cada animal. A lesdo por esmagamento foi produzida em
todos os animais por uma pin¢a esmagadora de carga fixa (5kgf),
a mesma utilizada por Monte-Raso et al.'? proporcionando a homo-
geneidade das lesdes. Esse método ndo provoca o estiramento do
nervo, pois 0 Mesmo Nao precisa ser exposto, sendo esmagado
no seu proéprio leito, diminuindo assim mais uma variavel, que € o
estiramento nervoso.

Apos a lesao nervosa periférica, varios autores relataram algumas
complicagcbes como contraturas articulares em flexdo da pata,®
morte por acidentes anestésicos, necrose dos dedos da pata, morte
sem causa determinada durante o tratamento,® auto-mutilagbes
das patas operadas,’ infecgoes e deiscéncia da sutura durante o
tratamento. Essas tais complicagdes, levam a exclusao do animal.
Neste estudo, cinco animais morreram no pos-operatério, provavel-
mente por dose excessiva de anestésico, nao havendo mais casos
de exclusao de animais por nenhuma outra complicagao.

N&o encontramos problemas na aplicacéo do laser ja que os ani-
mais se comportaram bem durante o tratamento que durou 40
segundos para cada ponto, em um total de 4 pontos por animal.
O tratamento com o laser de baixa intensidade vem sendo investiga-
do por vérios autores que relatam seus beneficios na regeneracéo
do tecido nervoso. A irradiagao do laser promove uma recuperacao
funcional significante, 3> aumenta a quantidade de tecido conectivo
(colageno), aumenta o nimero de fibroblasto no local da lesao e
o de axonios mielinizados acelerando a condugao nervosa,'® ace-
lera a cura,™'® induz uma recuperagédo mais rapida do trofismo
muscular'® e atua tanto na regeneragao quanto na prevencao da
degeneracao das fibras nervosas.!”

Khullar et al.8, Gigo-Benato et al.® e Rochkind et al.'” estudaram a
influéncia do laser de baixa intensidade, irradiado no trajeto do ner-
VO, sobre a leséo nervosa periférica e encontraram efeitos positivos
para a regeneracéo nervosa. Rochkind et al.* ao estudar a irradiagéo
do laser de baixa intensidade na medula espinhal, na regido corres-
pondente ao nervo lesado, afirmou ter encontrado uma melhora na
recuperacaéo do nervo periférico lesado correspondente, ja Bagis
et al.® ao realizar um estudo com esmagamento do nervo ciético
de ratos utilizou 0 mesmo local de irradiagdo com o laser AsGa e
afirmou que o0 mesmo € ineficiente no reparo da lesao nervosa.
No estudo de Bagis et al.® dois fatores podem ter influenciado o
fato de n&o ter sido encontrada nenhuma melhora na regeneragao
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nervosa, o provavel pouco tempo de aplicagdo do laser, que foi
de sete dias consecutivos e a emissdo pulsada do laser de baixa
intensidade escolhida para o estudo.

Anders et al.® propuseram que o efeito da irradiacéo do laser de
baixa intensidade na recuperagdo nervosa periférica pode ser au-
mentado se além do trajeto do nervo, o segmento correspondente
da medula espinhal também for irradiado. Futuros trabalhos in-
vestigaram a influéncia do laser na regeneragdo nervosa quando
irradiado em ambos os locais, na medula € no nervo, assim como
os estudos de Rochkind et al.'® em ratos e Rochkind et al.'®em hu-
manos, 0s quais mostraram uma melhora na regeneracao nervosa,
quando comparados com seus respectivos placebos.

Ja em nosso estudo nédo foi encontrada nenhuma melhora na re-
generagao nervosa periférica atraves da avaliagao funcional da
marcha no grupo tratado com laser de AsGaAl (830nm) em ambos
os locais, no seguimento da medula espinhal e no trajeto do nervo.
N&o obtendo, este grupo, diferenca estatisticamente significante
quando comparado aos demais grupos.

A avaliagéo funcional da marcha é o método mais utilizado em nos-
so laboratério, em investigagdes do nervo ciatico de ratos, mostran-
do uma clara correlagao entre este e a avaliagao por morfometria
do nervo.!2°

Os padrées da marcha desenvolvido na leséo de cada nervo sao
previstos pelos fundamentos basicos dos principios anatémicos.
Com a leséao do nervo peroneio, os extensores dos dedos, os dor-
soflexores e 0s eversores da pata séo desenervados, causando
a nao oposicao dos dedos e flexdao da pata que culmina em um
encurtamento do comprimento da pegada. A distancia entre os
dedos intermediarios é relativamente inalterada devido a fungao
normal dos intrinsecos da pata. Somente uma ligeira diminuigéo
do espalhar dos dedos é notada.'®

A avaliacao funcional da marcha no pré-operatério ndo atingiu o
valor zero, como se era esperado, e sim uma oscilagao em tor-
no de -10. Medonga et al.' também encontraram essa mesma
oscilagao.

No 142 dia de pds-operatério os grupos, tratado na medula e tratado
no nervo, apresentaram melhora na avaliagéao funcional da marcha
quando comparados ao grupo lesado nao tratado. E o grupo tra-
tado no nervo apresentou melhora em relagcao ao grupo placebo,
0 gque nao ocorreu com o grupo tratado na medula.

Quando comparados, o grupo tratado no nervo apresentou melhor
média que o grupo tratado na medula, o que explica o fato do
grupo tratado no nervo ter apresentado diferenca estatisticamente
significante quando comparado ao grupo placebo e ao grupo le-
sado n&o tratado, enquanto o grupo tratado na medula apresentou
diferenca estatisticamente significante somente quando comparado
ao grupo lesado nao tratado, embora os grupos, placebo e lesado
nao tratado apresentarem médias semelhantes.

As médias da avaliacéo funcional da marcha mostram ainda, o
melhor resultado obtido com o tratamento do laser de baixa in-
tensidade no trajeto do nervo quando comparado aos resultados
dos demais tratamentos, sendo ainda o resultado do tratamento
no segmento da medula correspondente ao nervo melhor que o
resultado do tratamento em ambos os locais.

CONCLUSAO

Concluimos que a irradiagéo do laser AsGaAl (830nm) de baixa
intensidade foi capaz de acelerar e potencializar o processo de re-
generagao nervosa periférica de ratos no 142 dia de pds-operatério,
de acordo com a avaliagao funcional da marcha, tanto para o grupo
tratado na medula quanto para o grupo tratado no nervo.
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