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A LASERTERAPIA DE BAIXA INTENSIDADE ACELERA A
REGENERACAO DE NERVOS PERIFERICOS

LOW-POWER LASER THERAPY ACCELERATES PERIPHERAL NERVES’ REGENERATION
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RESUMO

Ha evidéncias de que a terapia com o laser pode estimular a rege-
neracao de nervos e esta hipotese foi testada em ratos. Uma leséo
por esmagamento controlado foi produzida no nervo isquiatico de
20 ratos Wistar, metade dos quais foram submetidos a irradiagao
efetiva com o laser de arseneto de gélio (AsGa) e a outra metade
airradiagao simulada, durante dez dias consecutivos, comecando
no primeiro dia pos-operatério. Os resultados foram avaliados com
trés semanas pela medida do indice funcional do isquiético (IFC)
em intervalos semanais e pela medida do nimero total de fibras
nervosas e da densidade de fibras dos nervos, apds o sacrificio
dos animais na terceira semana, com o nivel de significancia de
5% (p<0.05). Observou-se melhora progressiva do IFC tanto
nos nervos irradiados como nos controles (69% e 45%, respec-
tivamente), com diferenca significante entre ambos na segunda
semana (p=0,04). A densidade de fibras aumentou para os nervos
irradiados e diminuiu para os nervos controle, a diferenca entre
ambos sendo significante (p=0,001). Os autores concluem que
a terapia com o laser de baixa intensidade efetivamente acelera a
regeneracao do nervo isquiatico do rato.
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INTRODUGCAO

Muitas linhas de evidéncia mostraram que a regeneracao de nervos
periféricos pode ser acelerada por agentes fisicos como eletrici-
dade, campo magnético e ultra-som. A terapia com laser também
tem sido estudada em relagdo a um possivel papel positivo nesse
campo particular, as primeiras investigagoes sendo direcionadas as
alteracbes da condugao do estimulo nervoso, com a demonstragao
eletrofisiolégica da diminuicédo do tempo de laténcia e do aumento
davelocidade de condugéo em nervos normais, tanto em animais!
como em humanos®#. Entretanto, alguns autores ndo observaram
nenhuma alteracédo na condugao nervosa em humanos® ou em
animais®®, ou na liberagéao de neurotransmissores na placa motora,
em camundongos®®, desse modo mantendo a ddvida quanto a um
papel de estimulacdo do laser sobre os nervos.

No que se refere a regeneracéo apoés algum tipo de lesdo, tem
havido relatos de efeitos benéficos, tais como o0 aumento na am-
plitude dos potenciais de agéo e a redugao do tecido cicatricial ao

SUMMARY

There are evidences that laser therapy may stimulate nerve regen-
eration and this hypothesis was tested in rats. A controlled crush
injury was produced on the sciatic nerve of 20 Wistar rats, half of
which submitted to effective Ga-As laser irradiation and the other
half to simulated irradiation for 10 consecutive days beginning on
the first postoperative day. Results were evaluated at three weeks
postoperatively by measuring the sciatic functional index (SFl) at
weekly intervals and the total number of nerve fibers and nerve
fiber density of the sciatic nerve at three weeks (p<0.05). The SFI
progressively improved for both irradiated and control nerves (69%
and 45%, respectively) with a significant difference between them
at two weeks (p=0.04). Nerve fiber density increased for the irradi-
ated nerves and decreased for the control nerves, with significant
differences between them (p=0.001). Low intensity therapeutic
ultrasound accelerates nerve regeneration, as demonstrated with
significance on the 21st postoperative day.
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redor do nervo!'9, intensas respostas positivas somatosensoriais
evocadas e significativo aumento do nimero e do diametro dos
axoénios regenerados!''? e recuperagao morfoldgica e funcional
mais rapida‘®. Por outro lado, efeitos deletérios também tém sido
demonstrados, como uma taxa percentual menor de regeneracéao,
traduzida por uma organizagao ultraestrutural menos madura, com
menor area de secgao transversal € menor nimero de axbnios
mielinizados nos nervos irradiados em comparagao com aqueles
submetidos a irradiagao simulada®, levando a concluséo de que a
irradiacao com o laser pulsado pode ter efeitos supressores sobre
aregeneracao dos nervos periféricos.

A despeito da fécil disponibilidade atual do laser terapeutico e da
sua tendéncia de se tornar de uso generalizado no tratamento das
lesbes trauméticas de vérios tecidos, seus efeitos sobre a regene-
ragao dos nervos periféricos ainda s&o controversos e precisam ser
precisamente determinados, antes que ele possa ser utilizado sem
reservas. Foi, entdo, o proposito da presente investigagao estudar
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a influéncia da irradiacao com laser de arseneto de galio (AsGa)
de baixa intensidade sobre a regeneragdo do nervo isquiatico de
ratos, usando um modelo de leséo grave por esmagamento con-
trolado e avaliando comparativamente a recuperaco funcional e
morfoldgica.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi aprovado pela Comissao de Etica no uso Expe-
rimental de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto.
Vinte ratos Wistar machos com peso médio de 325 g (variagao: 300
— 350 g) foram usados e mantidos em gaiolas individuais antes e
apos a operagao, com acesso livre a agua e ao alimento. Antibioti-
coterapia profilatica foi feita com uma dose Unica pré-operatéria de
Penicilina-procaina (400.000 Ul) por meio de injegao subcutanea.
Os animais foram divididos randomicamente em dois grupos, de
acordo com o procedimento realizado:

Grupo 1: lesao por esmagamento, irradiacao simulada com o
laser (n=10);

Grupo 2: lesao por esmagamento, irradiacao efetiva com o laser
(n=10).

Procedimentos pré-operatérios: imediatamente antes da operagao,
os ratos eram treinados, por tentativas repetitivas, a caminhar
numa passarela de madeira de analise da marcha (43 cm de com-
primento, 8,7 cm de largura, uma casinhola escura no final), até
que eles pudessem caminhar direta e rapidamente em direcdo ao
abrigo da casinhola. Em seguida, trés pares de pegadas das patas
traseiras eram obtidas em tiras de papel impregnado com azul de
bromofenol diluido a 1% em acetona, previamente preparadas,
de acordo com o método proposto por De Medinaceli et al.(59 e
modificado por Lowdon et al”. O papel impregnado com o azul
de bromofenol torna-se amarelo depois de seco, mas torna-se
imediata e permanentemente azul quando em contato com a agua
ou qualguer solugdo aquosa. Ao invés de agua, as patas traseiras
dos animais eram imersas em detergente doméstico comum,
que evita dispersao da impressao. As tiras de papel contendo
as pegadas eram deixadas a secar e copiadas com um scanner
de alta resolugéo. As pegadas digitalizadas eram armazenadas
e analisadas no computador por meio de um programa grafico
especialmente desenvolvido para esse fim, permitindo o manuseio
das pegadas e o célculo automatico do Indice Funcional do Ciatico
(IFC)1®. As pegadas obtidas no periodo pré-operatério constituiam
0 paréametro normal para futuras comparagoes (Figura 1).
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Figura 1 - Fotografia da tela do monitor, mostrando duas pegadas com os
pardmetros ja marcados na pegada direita. Observam-se também as janelas
com os trés indices funcionais, de De Medinaceli, de Carlton e Goldberg e
de Bain, MacKinnon e Hunter, a esquerda.
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Procedimento operatério: sob anestesia geral com uma Unica in-
jecao intra-peritonial de pentobarbital sédico (Nembutal Abbott®,
60 mg/kg de peso corporal) e apods preparagao rotineira do campo
operatorio (tricotomia, anti-sepsia com solugao alcodlica de iodo a
20%), o nervo isquiatico direito era exposto através de uma incisao
cutanea longitudinal postero-lateral na face lateral da coxa direita
e por dissecagao romba dos planos musculares, entre 0 musculo
gliteo maximo e o quadriceps. O nervo era descolado dos tecidos
vizinhos somente no seu tergo médio, onde uma leséao por esmaga-
mento de 5 mm de comprimento era produzida, tao rigorosamente
quanto possivel a 5 mm distal a sua emergéncia, comecando num
ponto marcado com um ponto de sutura epineural de cor azul para
mais facil identificagdo posterior (Prolene Ethicom®, calibre 8/0) e
terminando cerca de 5 mm acima da sua divisdo nos trés ramos
principais (nervos tibial, peroneiro e sural). Uma carga estavel de
15.000 g era aplicada por 10 minutos, com uma pinca de mola es-
pecialmente desenvolvida e construida para esse fim™ e calibrada
numa maquina universal de ensaios apds 0 Uso consecutivo em
cinco animais. A leséo infligida ao nervo era propositalmente grave
e uniforme, para tornar a regeneragéo espontanea mais dificil e para
facilitar as comparacoes entre os nervos irradiados e nao irradia-
dos. O nervo isquidtico era cuidadosamente destacado da pinga
e colocado de volta no seu leito original, e a ferida era fechada por
camadas. Uma solugéo anti-séptica era aspergida sobre a ferida,
mas nenhum curativo era aplicado. Todos os passos operatérios
eram idénticos para os dois grupos experimentais.

Irradiacdo com o laser: Foi usado um equipamento portétil co-
mercialmente disponivel de irradiacéo pulsada (comprimento de
onda 904 nm, poténcia de pico de 20 W, largura de pulso de 180
ns, freqiéncia de 1 MHz e dose de 4 J/cm?) de uso corrente na
pratica clinica. A érea de irradiacéo foi de 0,07 cm? e o tempo, de
10 minutos, numa regido de pele intocada, bem sobre o segmento
lesado do nervo. A irradiagao foi iniciada no primeiro dia pds-ope-
ratério e repetida diariamente por dez dias consecutivos, tendo
sido realizada tanto na coxa direita como na esquerda, visto que
0 nervo isquiatico esquerdo foi tomado como controle. No Grupo
1 (irradiagcdo simulada), o equipamento foi mantido desligado
durante todo o tempo de aplicagao, enquanto que no Grupo 2
permaneceu ligado desde o inicio, de modo que ambos tinham
em comum apenas o efeito de massagem tecidual.

Obtencéao e andlise das pegadas: as pegadas das patas traseiras
eram obtidas a intervalos de sete dias, até 0 21° dia. O IFC era cal-
culado automaticamente pelo programa de computador especifico
para esse fim, como ja descrito em outras publicagbes!'®2%, depois
de medidos os parametros propostos por De Medinaceli e cols!>'®
e modificado por Bain et al.?” e que sdo: 1) comprimento da pe-
gada, ou a distancia maxima entre a ponta do dedo mais longo e
o calcanhar (PL, de print length); 2) abertura total dos dedos, ou a
distancia transversal entre o primeiro e o quinto dedos (Ts, de toe
spread); e 3) dedos intermediarios, ou a distancia transversal entre
0 segundo e o quarto dedos (IT, de intermediate toes) (Figura 2).
Esses valores eram inseridos na formula:

133 % EIT - NIT g8

NIT

Foram estabelecidas comparagbes entre as pegadas pré-opera-
torias e as pds-operatérias e entre as pegadas das patas normais
e operadas.

Analise histolégica e morfométrica dos nervos: os animais foram
mortos com uma injecao intra-peritonial de uma dose excessiva de
anestésico (pentobarbital sédico, 120 mg/kg) e ambos os nervos
isquiaticos direito e esquerdo foram removidos através de inciséo
postero-lateral da coxa. O nervo isquidtico direito foi dividido em
trés segmentos de 5 mm de comprimento, sendo um proximal e
outro distal & zona da leséo e o intermediario compreendendo a
propria lesdo. Um Unico segmento de 5 mm de comprimento foi
cortado do nervo isquiatico esquerdo, correspondendo ao seg-
mento lesado do direito, para controle. Todos os segmentos foram

EPL - NPL

ETS = NTS
+

SFI = -383 x + 109.5 x
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identificados e fixados individualmente com uma solugao aquosa
tamponada (tampao fosfato a 0,1 M) de glutaraldeido a 2,5 % por
duas horas a 6°C e pos-fixados com tetrdxido de dsmio a 2% por 12
horas a temperatura ambiente, apds o que eram desidratados em
solugdes aquosas de élcool etilico de concentragbes crescentes,
de 25% ao absoluto, a intervalos de 25%, por uma hora cada. Em
seguida, os segmentos eram incluidos em resina epodxi (EPON-812)
a 60°C por 72 horas. Cada segmento foi inteiramente fatiado em
cortes seriados de 5 um de espessura com um ultra-micrétomo
(MT 6000-XL, RMC Inc.), de modo que foram obtidos cerca de
1.000 cortes de cada um; destes, 200 eram examinados (1:5) e
20 foram efetivamente contados (1:50). Os segmentos proximais
e distais dos nervos isquiaticos direitos, bem como os segmentos
intermediérios dos nervos isquiéticos esquerdos, foram submetidos
ao mesmo procedimento, mas apenas 10 cortes (1:100) foram
efetivamente contados. Os cortes foram corados com azul de tolui-
dina a 1% e examinados ao microscépio de luz (Zeiss Axiophoto),
equipado com uma camera de video (JVC-TK1270) conectada a
um micro-computador carregado com o programa KS 400 Measure
Interactive versao 2.0.

O primeiro passo da anélise morfométrica consistia da captura da
imagem de cada fasciculo individual, com o maior aumento possivel
para que ela coubesse inteiramente na tela do monitor, sendo feita,
entdo, a medida da &rea fascicular (aumento: objetiva 2,5X, optovar
1.6X, camera 0,5X); cortes com artefatos de técnica grosseiros
(rachaduras, dobras, coloragao pobre) eram descartados nessa
fase. O proximo passo consistia da captura seqlencial de areas
internas de cada fasciculo (aumento: objetiva 100X, optovar 1,6X,
camera 0,5X), que eram convertidas em imagens binarias (preto
e branco) e limpas de qualquer vaso sanglineo, fibras degenera-
das e artefatos. As fibras mielinizadas individuais eram contadas
e a densidade de fibras (fibras/mm?) automaticamente calculada.
A densidade de fibras correspondia a soma das densidades de
cada fasciculo, em cada um dos cortes histolégicos. Foi, entao,
calculado um valor médio para as densidades medidas nos vinte
cortes de cada segmento do nervo (dez no nervo isquiatico es-
querdo, de controle).

Os valores do IFC foram submetidos a andlise estatistica pelo teste
t de Student, no nivel de significancia de 5% (p<0,05), usando
o programa SigmasStat® verséo 2.03. Os valores da morfometria
foram analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, no
mesmo nivel de significancia.
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Figura 2 - Desenho esquematico dos pardmetros do IFC medidos numa
pegada normal e outra experimental.

RESULTADOS

Tanto no Grupo 1 (irradiagao simulada) como no Grupo 2 (irra-
diacao efetiva), os animais apresentaram grave deformidade em
equino da pata traseira direita, com os dedos muito fletidos, e
eram incapazes de apoiar-se nela, até o final da primeira semana
pds-operatoria, quando comegaram a fazer apoio parcial na pata
operada. A pata traseira esquerda permaneceu obviamente nor-
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mal ao longo de todo o periodo de observagao. Tanto a aparéncia
como o apoio melhoraram lentamente na pata traseira direita nas
duas semanas seguintes, mas nao chegaram a voltar ao normal
até o 212 dia, quando os animais eram sacrificados e 0s nervos
isquiaticos removidos para os estudos histolégico e morfométrico.
O exame macroscoépico dos nervos mostrou que, embora todos
tivessem recobrado o didmetro, ainda era possivel identificar o
local da lesdo pela sua aparéncia, comegando no local onde a
sutura epineural de fio de cor azul, facilmente visivel, havia sido
passada.

Indice funcional do isquiatico: foram analisadas 120 pegadas,
sendo 80 da pata traseira direita e 40 da esquerda, incluindo as
impressoes pré-operatoérias e do 79, 14%e 212 dias pds-operatorios.
O IFC pré-operatério médio para a para traseira direita foi de -4,88
(variagdo: 019,69 a 8,23) no Grupo 1 (n=10), e 2,17 (variagao: -
13,62 a2 18,99) no Grupo 2 (n=10), sem diferenca significante entre
ambos (p=0,65).

No 7° dia pds-operatorio, as pegadas eram mais longas e estreitas
do que as pré-operatdrias, em ambos 0s grupos, com 0s animais
usando tanto o calcanhar como os dedos encolhidos para se
apoiarem. O IFC médio foi de -98,16 (variagdo: -110,71 a -82,54)
parao Grupo 1,e-108,11 (variagao: -128,71 a-81,74) para o Grupo
2, sem diferenga significante entre ambos (p=0,107).

No 14° dia pds-operatério, as pegadas se tornaram ligeiramente
mais curtas e largas e o IFC meédio foi de -79,50 (variagdo: 96,41
a-59,83) para o Grupo 1, e -70,04 (variagao: -78,46 a -48,18) para
o Grupo 2, a diferenca entre ambos sendo significante (p=0,04).
Finalmente, no 212dia, as pegadas se tornaram ainda mais curtas
e largas, embora menos do que o normal, e o IFC médio foi de
-44 (variacéo: -57,1 a -21,61) para o Grupo 1, e -32,77 (variagao:
-53,62 a -3,04) para o Grupo 2, sem diferenga significante entre
ambos (p=0,065).

Esses resultados significam que, no periodo de 3 semanas de
observagéo, houve uma melhora do IFC de 45% para o Grupo 1,
visto que ele aumentou de -98,11 na primeira semana para -44 na
terceira. Ja no Grupo 2, o IFC aumentou de -108,11 para -32,77
no mesmao periodo, significando uma melhora de 69%, bem acima
daquela observada no Grupo 1 (Figura 3).

Estudos histolégicos e morfométricos: a morfologia interna estava
absolutamente normal nos nervos isquiaticos esquerdos, com o
aspecto tipico de fibras mielinizadas de vérios diametros distribu-
f{das em dois a quatro fasciculos. O aspecto histolégico também
era essencialmente normal nos segmentos proximais do nervo

0 7 14 21

—— Grupo 1
—0— (Grupo 2

IFC

Dias

Figura 3 - Comportamento do IFC de acordo com o grupo. O IFC pré-operatdrio
e no 7° dia foi virtualmente o mesmo para os dois grupos, com melhora evidente
no Grupo 2 a partir do 142 dia, atingindo 69% de melhora nesse grupo, contra
45% no Grupo 1 no 212 dia.
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isquiatico direito, nos dois grupos experimentais, com a distribuicéo
regular de fibras nervosas de pequeno e grande diametro e uma
proporcao aparentemente normal entre a espessura das bainhas
de mielina e o diametro das fibras; numerosas fibras nao-mielini-
zadas, vasos sanguineos intraneurais e fibroblastos também eram
observados.

Nos segmentos proximal e intermediério (local da leséo), os vasos
sanguineos eram mais numerosos e de maior calibre para o Grupo
2 do que para o Grupo 1. Fibras de grande diametro com bainha
de mielina muito fina predominavam no segmento intermediario,
nos dois grupos. Células de Schwann com o nucleo de aspecto
reacional, caracteristico de atividade de sintese, bem como figu-
ras caracteristicas de brotamento axonal (sprouting) eram mais
freqUentes no Grupo 2, ao passo que a degeneracao Walleriana
era mais evidente no Grupo 1.

Para ambos o0s grupos, no segmento distal predominavam fibras
de pequeno didmetro e bainha de mielina fina, embora fibras de
grande didmetro e bainha de mielina espessa também fossem
freqUentes no Grupo 2, ao lado de muitas células de Schwann com
nlcleo de aspecto reacional e de figuras de brotamento axonal.
Nesse segmento, a degeneragao Walleriana nao era tao evidente
para o Grupo 1 (Figura 4).

Os resultados da morfometria estao sumarizados na Tabela 1. No
Grupo 1, o nimero total médio de fibras contadas foi de 8.851, 7.057
e 6.268, nos segmentos proximal, intermediario e distal, respecti-
vamente. A densidade média de fibras nos segmentos proximal,

Brade escala: 10 pm ]

Figura 4 - Fotomicrografia de cortes histolégicos de segmentos proximais,
intermedidrios e distais de nervos do Grupo 1 (A, B, C) e do Grupo 2 (D, E, F),
respectivamente. Aspecto normal dos segmentos proximais tanto no Grupo 1
(A) como no Grupo 2 (D), com fibras nervosas de grande e pequeno diégmetro
com bainha de mielina de espessura proporcional, e vasos sangliineos
ocasionais. Segmentos intermediarios com predominio de fibras nervosas
de grande diametro e bainha de mielina fina em ambos os grupos (B e E),
algumas delas sofrendo degeneragéo Walleriana (B, seta) e algumas mostrando
o0s ntcleos arredondados de células de Schwann (E). Segmento distal com
menor numero de fibras nervosas e predominio de fibras de pequeno didmetro
e bainha de mielina fina, tanto no Grupo 1 como no Grupo 2 (C e F); um campo
selecionado (F) mostrando figuras de brotamento nervoso, no Grupo 2 [Azul
de toluidina a 1%; barra de escala 10 umj.
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intermediario e distal foi de 21.268, 20.848 e 11.103 fibras/mm?,
respectivamente, com diferenca significante entre os segmentos
proximal e intermediério e o segmento distal (p=0,04). No Grupo 2,
0 numero total médio de fibras foi de 9.528, 10.485 e 9.529, nos
segmentos proximal, intermediario e distal, respectivamente. A
densidade média de fibras nos segmentos proximal, intermediario
e distal foi de 16.667, 20.727 e 21.588 fibras/mm?, respectivamente,
com diferenga significante entre 0 segmento proximal e 0s seg-
mentos intermediérios e distal (p=0,04) (Figuras 5 € 6).

As diferencas observadas para o numero total de fibras conta-
das e para a densidade de fibras entre segmentos proximais

Tabela 1- Numero total e densidade de fibras nervosas nos segmentos
proximal, intermediario e distal do nervo isquiatico, nos Grupos 1 e 2.

Grupo 1 Grupo 2

prox. | interm. | dist. prox. | interm. | dist.

Ntmero total | 8:851 % | 7.057 + | 6.268 + | 9528 + [10.485 +| 9.520 +

defibras | 3055 | 3283 | 2501 | 2220 | 4111 | 3290
(média * dp)

Mediana | 7439 | 6773 | 6676 | 9.059 | 9720 | 8.466

Densidade |21-268 +(20.848 | 11.103 £ | 16.667 +|20.727 + | 21.558 +

defibras | 8309 | 10.018 | 3.115 | 2593 | 7.098 | 6.046
(média * dp)

Mediana | 18116 | 19.184 | 11.120 | 16.308 | 17.391 | 21.618

Namaere total de fibras x segmento
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Figura 5 - Distribuicao do nimero total de fibras nervosas de acordo com o
segmento do nervo, nos Grupos 1 e 2.
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Figura 6 - Distribuicdo da densidade de fibras nervosas de acordo com o
segmento do nervo, nos Grupos 1 e 2.
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dos Grupos 1 e 2 nao foram significantes (p=0,23 e p=0,11,
respectivamente). Nos segmentos intermediéarios (local da leséo),
o numero total de fibras contadas foi significantemente maior no
Grupo 2 (p=0,05), mas a densidade de fibras ndo (p=0,97). Nos
segmentos distais, tanto o nimero total como a densidade de
fibras foram significantemente maior no Grupo 2 (p=0,02 e 0,001,
respectivamente).

Para os nervos isquidticos esquerdos intactos, a densidade de
fibras mielinizadas foi em média de 20.256 fibras/mm? (variacéo:
15.702 — 23.554 fibras/mm?) no Grupo 1, e de 21.403 fibras/mm?
(variagao: 14.667 — 23.786 fibras/mm?) no Grupo 2, com distribuicao
aparentemente normal de fibras de diferentes didametros, mas com
predominancia de fibras de pequeno diametro.

DISCUSSAO

Comparado com o ultra-som terapéutico, sabe-se muito pouco so-
bre o papel dairradiacdo com o laser no tratamento de reabilitagao
dos tecidos do aparelho locomotor. Entretanto, a irradiagdo com o
laser € muito empregada para tratar uma variedade de condigoes
patoldgicas do sistema musculo-esquelético, inclusive os nervos
periféricos. Que a irradiagdo com o laser interfere de algum modo
com a fungdo do nervo parece ser um fato, de acordo com a de-
monstragao de que ele diminui o tempo de laténcia e aumenta a
velocidade da condugéo nervosa''¥. Também, a despeito de pou-
cas demonstragdes em contrario", ha evidéncias experimentais
de que o laser tem um efeito positivo na regeneracao de nervos
lesados!®132224 " o que encorajou 0 seu emprego em humanos.
Todavia, as conclusdes de tais estudos ainda parecem ser incom-
pletas e controversas, o que estimulou ao desenvolvimento da
presente investigacao para analisar se de fato a irradiagdo com o
laser de arseneto de galio de baixa intensidade pode estimular a
regeneragao de um importante tronco nervoso, o nervo isquiatico,
utilizando um modelo de les&o grave por esmagamento em ratos,
Ccuja recuperagao natural € muito rapida, e analisando os resultados
do ponto de vista funcional e do morfométrico.

Num trabalho experimental, nervos periféricos em regeneracéo
sdo usualmente avaliados por meio de estudos histolégicos, mor-
fométricos e eletrofisiolégicos, os quais ndo adiantam nenhuma
informacao sobre a recuperagao funcional. Por outro lado, a avalia-
¢ao funcional em animais € sempre dificil, por razdes obvias, mas
o IFC desenvolvido por De Medinaceli et al.('®'® e modificado por
Bain et al.®" permite uma avaliacao quantitativa muito precisa da
recuperagao funcional do nervo isquiatico de ratos, praticamente
em qualquer tipo de investigagdo. Além disso, trata-se de um
método com o qual os autores estdo muito afeitos, por terem-no
empregado em varias investigacoes anteriores, por meio das quais
ficou evidente uma forte correlagdo com os resultados dos estudos
morfométricos!(18-202526),

Comparado com a secgao seguida de neurorrafia convencional,
a les&o por esmagamento realizada na presente investigagéo
tem a vantagem de preservar pelo menos em parte a estrutura de
suporte do nervo, assim favorecendo a regeneragao!'®18-2027.26.29)
A carga de 15.000 g aplicada ao nervo isquiatico por dez minutos
produz um lesao grave provavelmente do tipo 4 de Sunderland,
cuja regeneragao é lenta, dificil e freqUentemente incompleta; é,
portanto, uma lesdo adequada para os propdésitos da investigagdo
proposta, com resultados a serem avaliados no curto prazo. De
fato, as diferencas entre os nervos tratados e ndo-tratados sdo mais
faceis de detectar numa fase precoce da recuperacéo (21 dias
de po6s-operatdrio), pois a recuperagao espontanea normalmente
observada em ratos tende a tornar qualquer comparagao mais
dificil num perfodo mais longo.

Como esperado, os resultados funcionais e morfométricos obti-
dos com a irradiacdo com o laser nao foram espetaculares, mas
foram melhores do que aqueles obtidos sem a irradiagao. De fato,
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o IFC foi virtualmente o mesmo para os nervos irradiados e os de
controle, na primeira semana pés-operatéria, mas melhoraram
de forma mais acentuada para os primeiros nas duas semanas
subseqUentes, embora a diferenca entre ambos sé tivesse sido
significante na segunda semana. De qualquer modo, foi observada
uma diferenca de 69% entre a primeira (12 semana) e a Ultima (32
semana) avaliacao para os nervos irradiados, em contraste com a
diferenca de apenas 45% para os nervos de controle.

O nlimero total médio de fibras contadas diminuiu progressivamente
para os nervos de controle, da primeira até a terceira semana, mas
aumentou discretamente da primeira para a segunda e diminuiu da
segunda para a terceira, para 0s nervos irradiados. A densidade
meédia de fibras seguiu essa tendéncia e diminuiu progressivamente
da primeira até a terceira semana nos nervos de controle, com
uma grande diminuicdo da segunda para a terceira, enquanto
que para 0s nervos irradiados ela aumentou progressivamente.
A densidade de fibras aumentada no segmento distal dos nervos
irradiados acompanhou a melhora do IFC e sé pode ser o resultado
do brotamento de fibras (sprouting), provavelmente como efeito
da irradiagao com o laser, o qual também pode ter estimulado o
aumento das células de Schwann francamente ativas observadas
nesses segmentos.

Fato intrigante foi a densidade de fibras evidentemente menor no
segmento proximal dos nervos irradiados (16.667 fibras/mm?), em-
bora sem significancia estatistica. De inicio se pensou que pudesse
estar ligada ao tipo de animal empregado no experimento, mas o
achado foi explicado pelo relativo aumento da &rea de seccéo do
nervo, devido ao edema intersticial ou congestao, pois foi observado
paralelamente um maior nimero de vasos sanglineos de maior
diametro do que nos nervos néo irradiados. Assim, o que de fato
aconteceu nos nervos irradiados foi que havia um nimero similar
de fibras nervosas distribuidas numa area maior, o que acabou por
reduzir a densidade. O aumento do nimero de vasos sanglineos
nos nervos irradiados provavelmente resulta de efeitos térmicos da
irradiagado com o laser.

O estudo histoldégico mostrou que as fibras de pequeno calibre e
de bainha de mielina igualmente fina predominaram no segmento
distal dos nervos irradiados, ao lado de fibras de grande diametro
e bainha de mielina de espessura regular, tipicas da regeneracéo.
Para os nervos de controle, entretanto, predominaram as fibras
de grande didametro e bainha de mielina fina, caracteristicas da
degeneracéo. Foi também importante o achado muito freqUente
de células de Schwann com o nlcleo reacional, caracteristico da
sintese protéica, tanto nos nervos irradiados como nos de controle,
mais nos primeiros, demonstrando intensa atividade de regene-
racao, provavelmente como resultado da irradiagao com o laser,
embora por mecanismo ainda por ser explicado.

A regeneragao dos nervos periféricos depende principalmente
da resposta neuronal ao traumatismo ou doenca, mas o axénio
€ a via para que o axoplasma produzido no corpo celular atinja
os orgaos-alvo (fibras musculares, terminagoes sensitivas, vasos
sanglineos) e promova sua recuperagéo funcional. O esmaga-
mento, como produzido na presente investigacao, lesa a maioria
dos axbnios, que s&o ou restaurados ou substituidos por novos
axdnios, no processo natural de regeneragéo. A maior velocidade
de regeneragao observada com a irradiagdo com o laser pode ter
sido devida a um efeito local, acelerando a regeneragéo do pro-
prio axénio e de sua estrutura de sustentacdo, assim permitindo a
progressao do axoplasma regenerado. Tal efeito provavelmente é
mediado por fatores de crescimento de agao local, mas nao pode
ser afastada a possibilidade de que o laser também estimula a
liberacao de mediadores quimicos e quimiotaxicos, que aceleram
propria produgao do axoplasma no corpo celular.

Embora essas observagdes sobre seu provavel mecanismo de
agao sejam meramente especulativas, independente do mecanis-
mo envolvido 0s autores concluem que a irradiagdo com o laser
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de baixa intensidade influenciou positivamente a regeneracao do
nervo isquiatico do rato apoés grave lesdo por esmagamento. As-
sim, ela pode ser Util no tratamento de uma variedade de lesdes
patoldgicas dos nervos periféricos em humanos, com dose ainda
por ser estabelecida, com a vantagem de que o laser é virtualmente
destituido de efeitos deletérios.
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