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Resumo: Os nervos periféricos sofrem constantes lesdes de origem traumatica, o que
resulta em perdas funcionais. A terapia com laser de baixa poténcia vem sendo
utilizada para minimizar os efeitos maléficos da inflamacao e acelerar o processo
de cicatrizacao dos tecidos lesados. Este estudo teve como objetivo verificar o
efeito da irradiagao do laser 830 nm no comportamento do nervo isquidtico de
ratos submetido a esmagamento. Foram utilizados 20 ratos, todos tendo tido o
nervo isquiatico esmagado, divididos em 4 grupos (n=5): P7 e P14, tratamento
placebo por 7 e 14 dias; L7 e L14, tratamento por laser (dosagem de 4 J/cm?) por 7
e 14 dias. Os animais dos grupos P7 e P14 foram submetidos aos mesmos
procedimentos, mas com o laser desligado. Os parametros analisados foram
presenca de infiltrado inflamatério e fibroblastos, destruicao da bainha de mielina
e degeneracdo axonal. Na analise estatistica foi observada diferenca estatistica
com relagdo a trés parametros: os animais do grupo L14 apresentaram maior
quantidade de fibroblastos (p=0,0001), menor degeneracao da bainha de mielina
(p=0,007) e menor quantidade de infiltrado inflamatério (p=0,001). A aplicacio
do laser de baixa poténcia contribuiu para a reducdo do processo inflamatério
decorrente da lesao do nervo isquidtico de ratos.

Descritores: Nervo ciatico; Regeneracdo nervosa; Sindromes de compressao
nervosa/reabilitagao; Terapia a laser de baixa intensidade

Asstract: Peripheral nerves are commonly subject to traumatic injuries, leading to
functional loss. Low-power laser therapy has been used in order to minimize harmful
effects of inflammation and to accelerate healing of injured tissues. The purpose of
this study was to assess the effect of 830 nm-laser irradiation on rat sciatic nerves
submitted to crush. Twenty male Wistar rats had their sciatic nerve crushed and
were divided into 4 groups (n=5): Sham7 and Sham14, placebo-treated for 7 and
14 days; L7 and L14, laser-treated (at 4 J/cm?) for 7 and 14 days. Sham group
animals were submitted to the same procedures, but with the laser turned off.
Assessed parameters were inflammatory infiltrates, fibroblasts, myelin sheath
destruction, and axonal degeneration. The statistical analysis showed significant
differences in three parameters: L14 animals showed more fibroblasts (p=0.0001),
lesser myelin sheath degeneration (p=0.007), and lesser inflammatory infiltrates
(p=0.001). Low-power laser therapy hence contributed to reduce the inflammatory
process due to rat sciatic nerve injury.

Key worps: Laser therapy, low level; Nerve compression syndromes/rehabilitation;
Nerve regeneration; Sciatic nerve
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INTRODUCAO

Os nervos periféricos sdo alvos de
constantes lesdes e podem originar
deficit motor e sensitivo, gerando seqlie-
las para os individuos, dependentes do
grau da lesao'?. Nervos saudaveis tém a
capacidade de estiramento e desliza-
mento, para permitir aumento do com-
primento necessdrio para 0 movimento
fisiolé6gico dos membros**. Para que
ocorra fungdo normal, é preciso que
esses movimentos estejam em harmonia.
A lesdo traumdtica de um nervo provoca
alteracdes em suas propriedades meca-
nicas e neuroquimicas®’, levando a
perda da caracteristica de acomodacao
dos movimentos, com conseqliente
deficit mecanico.

Nervos periféricos sdo extremamente
vulneraveis a pressdo. O acometimento
nao depende do nervo especifico envol-
vido, mas sim da magnitude, do tipo de
pressdo e do tempo da compressao. Se
aintensidade e a duracao da compressao
forem pequenas, os nervos recuperam-
se imediatamente ou pouco tempo apés
o trauma, mas se a pressao for intensa e/
ou a duracdo for longa, a recuperagao
serd prolongada e freqlientemente
parcial®. A velocidade de regeneragao
de um nervo depende de alguns fatores,
como tipo, extensdo e gravidade da
lesdo, idade do individuo, tipo de inter-
vengao (invasiva por meio de cirurgia, no
caso da neurotmese, ou nao-invasiva),
mielinizacdo do axdnio, espessura da
bainha de mielina, dentre outros®'™.

Inflamagdo é uma resposta inespeci-
fica do corpo a diferentes lesdes e é
essencialmente uma resposta de prote-
¢do, que inicia o processo de reparo
tecidual. Na resposta fisiolégica que
ocorre imediatamente ap6s um estimulo
agressivo, as células inflamatdrias ficam
acumuladas no sitio da lesdao' 2. No
processo inflamatério apés esmagamen-
to de nervo, de acordo com George et
al.", os macréfagos, recrutados durante
os primeiros dias da degeneragao
walleriana, bem como as células de
Schwann, contribuem para o aumento
dos niveis de citocinas pré-inflamatérias
locais. Segundo Tavares et al.'*, o laser
terapéutico na dose de 4 J/cm? influencia
diretamente os estdgios iniciais da rea-

¢ao inflamatdria, minimizando a presen-
¢a de células inflamatdrias, ou seja, o
laser atua como moderador da reacao
inflamatéria local nos estagios iniciais
da lesao tissular.

Para aprofundar o conhecimento do
processo de reparo, ap0ds lesdo nervosa
por esmagamento, estudos experimen-
tais produzem lesdes do tipo esmaga-
mento em animais. Para produzir tais
lesdes no nervo isquidtico de ratos,
Bridge et al."® utilizaram pingas hemos-
taticas, ou pingas de relojoeiro, obser-
vando que a lesdo produzida foi do tipo
axoniotmese (para gerar axoniotmese em
nervos, a aplicagao da pressao deve ser
alta). Também validaram o método das
pingas, demonstrando sua confiabilida-
de e reprodutibilidade. Varejao et al.’,
que também produziram lesdes nervosas
em experimentos em animais, usaram
pingas estandardizadas para producao de
axoniotmese, preconizando a utilizagao
de pinca padronizada para minimizar a
variabilidade das lesdes produzidas.

A aplicagao de recursos fisioterapéuticos
é realizada com o propésito de melhorar a
capacidade funcional de estruturas
anatdémicas deficitarias*'*'7. O papel
terapéutico do laser em casos envolven-
do destruicdo de tecidos é bem conhe-
cido. A irradiacdo do laser de baixa
poténcia tem sido utilizada terapeutica-
mente para cicatrizacdo de lesdes,
tratamento de artrite reumatéide, dor
musculoesquelética, entre outras aplica-
¢oes clinicas. Efeitos benéficos sao
atribuidos a fotoestimulagao dos tecidos,
como melhora de cicatrizagao de lesoes
ulcerativas em individuos diabéticos e
outros tipos de ulceras'®'?, além de
efeitos analgésicos?® e antiinflama-
térios?!, estimulo a proliferagao de
células de diferentes origens'?>2* e
estimulacdo do reparo ésseo'®?*. Os
beneficios originados pela radiagao faser
de baixa poténcia sdo gerados pelos
mecanismos nao-térmicos da interacao
da luz com os tecidos, resultando em
efeitos biomodulatérios por meio de
interagdes fotoquimicas®?*.

A aplicagdo do laser em nervos tam-
bém tem sido muito utilizada na prética
clinica e descrita na literatura, sendo a
laserterapia reconhecida como um
adjuvante efetivo da regeneracdo ner-
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vosa®?>3%, A recuperacdo da funcao e
morfologia apds lesdao nervosa geralmen-
te € incompleta e imperfeita, justificando
o recurso terapéutico. A radiagao laser
de baixa poténcia, aplicada direta ou
transcutaneamente sobre o nervo peri-
férico esmagado, revelou-se efetiva na
recuperagdo e diminuicdo da degene-
ragao retrégrada dos neurdnios corres-
pondentes nos segmentos espinhais®.

Este estudo teve como objetivo anali-
sar os efeitos do /aser de baixa-poténcia
na lesdo experimental do nervo isquia-
tico de ratos.

METODOLOGIA

A realizacdo deste estudo foi aprova-
da pelo Comité de Etica em Experimen-
tacdo Animal da Unifenas — Universida-
de José do Rosdrio Velano.

Foram utilizados 20 ratos machos
adultos da linhagem Wistar, com peso
médio de 300 g. Os animais foram
divididos em quatro grupos, de cinco
animais cada: P7, com tratamento
placebo por 7 dias apés a lesao; L7,
tratado com /aser por 7 dias ap6s a lesao;
P14, com tratamento placebo por 14
dias apds a lesdo; e L14, tratado com
laser por 14 dias apés a lesdo. O
tratamento comecou imediatamente
apos a cirurgia.

Os animais dos grupos P7 e L7 foram
submetidos a eutandsia no 7° dia apds a
lesdo e os animais dos grupos P14 e L14,
no 14¢ dia. Todos os animais foram subme-
tidos a lesdo nervosa por esmagamento.
Para isso, foram anestesiados com
associacdo de ketamina e xilazina a 50%
a 0,1 ml/100g e mantidos sob contengao
em uma prancha operatéria apropriada.
Em seguida, foi feita a tricotomia do
membro inferior direito do animal e
assepsia da regido com dlcool iodado
700 (2%). Foi efetuada secgdo do tegu-
mento que recobre o musculo gldteo
maior e as fibras musculares foram
submetidas a divulsdo, com introdugdo
de uma pinga hemostdtica na regido
mediana do mdsculo. A abertura dos
ramos da pinga separou as fibras mus-
culares expondo assim a porgao proxi-
mal do nervo isquidtico. Em todos os
animais o nervo isquiatico direito foi
lesionado 3 mm distal a sua emergéncia
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com uma pinga regulavel®' calibrada
com carga de 5 kg/cm? que foi mantida
no nervo isquiatico por dez minutos. A
pinga foi calibrada por uma mdquina
universal de ensaios com célula de carga
de 500 N (Kratos, modelo IKE-01). Em
seguida, os musculos e a pele do animal
foram suturados.

Para as aplicagdes de laser, foi uti-
lizado o aparelho Laserpulse (Ibramed)
com comprimento de onda de 830 nm,
densidade de energia de 4 J/cm?, area
de feixe 0,62 cm?, poténcia de emissao
de 30 mW, regime de irradiacdo con-
tinuo e o tempo de aplicacao foi
calculado pelo aparelho (4 s). Os ani-
mais dos grupos L7 e L14 receberam
aplicagao pontual do /aser, sendo
disparado apenas uma vez sobre a drea
do nervo isquidtico lesado, ou seja,
regido posterior do membro inferior
direito. Durante as aplicagdes didrias, os
animais nao foram sedados. Os grupos
P7 e P14 foram submetidos ao mesmo
procedimento dos demais grupos, mas
com o laser desligado.

Ap6s sete aplicagoes de laser os
animais dos grupos P7 e L7 foram
submetidos a eutandsia, o mesmo
ocorrendo com os dos grupos P14 e L14
apo6s 14 aplicagdes. Os animais foram
submetidos a eutandsia por meio de dose
excessiva de anestésico Tiopental 0,5 ml/
100 g e os nervos foram dissecados e
fixados em paraformoldeido tamponado
por 24 horas, em seguida incluidos em
parafina e entdo cortados em micr6tomo
a uma espessura de 5 micrometros. Na
etapa final os cortes foram corados pela
técnica do HE (hematoxilina-eosina) e
também TG (tricomico de Gomori), para
entao ser realizada a verificacdo micros-
cépica de possiveis alteragdes no tecido.

As laminas foram analisadas por
microscopia de luz e os dados encon-
trados registrados por analise semi-
quantitativa da reacgdo inflamatéria, de
acordo com Tavares et al.'’, sendo
definida por presenca de infiltrado
inflamatério e de fibroblastos, dege-
neragao da bainha de mielina e degene-
ragdo axonal. Esses parametros foram
classificados em graus que variaram de
ausente (-), presenca leve (+), presenca
moderada (++) e presenca acentuada
(+++). Em seguida esses dados foram
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substituidos por valores numéricos da
seguinte maneira: O para (-), 1 para (+),
2 para (++) e 3 para (+++); foram
também considerados valores inter-
mediarios, tais como 0,5 para (-/+), 1,5
para (+/++) e 2,5 para (++/+++). Esses
registros foram baseados na observagao
de dois examinadores, sendo calculada
a média dos valores por eles encon-
trados. Para andlise, esses valores foram
submetidos ao teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis e ao pés-teste de Dunn,
pelo programa estatistico Minitab.

RESULTADOS

Os resultados, sintetizados na Figura
1, mostraram que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos com relagao
a degeneracdo axonal (p=0,29). Em
relacdo a degeneragdo da bainha de
mielina, o grupo P7 apresentou dege-
neracdo significantemente maior
(p=0,007) que o grupo L14. Quanto ao
infiltrado inflamatério, que ocorre logo

apos a lesdo, nas [dminas do grupo L14
foi encontrada quantidade significati-
vamente menor do que em todos os
demais grupos (p=0,001). E, quanto a
presenca de fibroblastos, novamente no
grupo L14 a quantidade foi significati-
vamente maior do que nos demais
(p=0,0001).

A andlise das laminas mostrou que,
apés 7 dias de tratamento, no grupo
tratado L7 o perineuro tinha aspecto
histolégico normal, enquanto no P7
apresentava-se espessado, ainda com
intensos sinais inflamatérios ao redor
(Figura 2). Apés o tratamento por 14 dias,
nas laminas do grupo L14 podiam-se
notar axdnios regenerados e grande
quantidade de coldgeno endoneural,
produzido por fibroblastos, promovendo
a sustentacdo das estruturas do en-
doneuro, enquanto no grupo placebo
(P14) sinais de reacdo inflamatéria ainda
estavam presentes, tanto no perineuro
quanto no endoneuro, sem evidéncias
de regeneracdo axonal (Figura 2).
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grupo tratado por 7 dias (L7), espessado no grupo que recebeu placebo
por 7 dias (P7), com intensos sinais inflamatérios ao redor (*) (aumento
final de 200X); em L14, presenca de axdnios regenerados (setas); em P14,
sinais de reagdo inflamatdria (setas) ainda presentes (aumento final de
400X)

DISCUSSAO

O estudo do nervo isquiatico de rato
é um modelo experimental largamente
utilizado para avaliagcdo da fungao
sensitiva e motora de nervos, devido ao
baixo custo desse animal, facil aquisicdo
e manuseio. A capacidade de regene-
racdo de ratos € similar a regeneragdo
nervosa de primatas'® e, apesar de ser
mais rapida que a regeneragdo em hu-
manos, apresenta semelhanga com
relacdo a morfologia e processos fisiol -
gicos e biolégicos envolvidos.

A lesdo por esmagamento utilizando
uma pinga’! foi selecionada neste estudo
por permitir a padronizagdo da inten-
sidade das lesdes. Além disso, trata-se
de uma técnica simples que preserva a
estrutura de sustentacdo do nervo e ndo
necessita reparo cirtirgico®.

O laser terapéutico € empregado para
o tratamento fisioterapéutico de muitas
doengas do sistema musculoesquelético.
Nos udltimos anos, a comunidade
cientifica tem se voltado para o estudo
da agdo do laser de baixa poténcia na

regeneragao nervosa periférica'??>%9,
tendo definido aspectos da metodologia
de aplicagdo, como o melhor com-
primento de onda, nimero de apli-
cagdes e periodo de irradiacao'. Apesar
dos vérios estudos, a determinagdo do
tratamento mais eficaz para recuperagao
de lesdo nervosa ainda nao esta
totalmente elucidada®**233. De acordo
com Anders et al.**, ha grande variedade
metodolégica entre os estudos, desde o
comprimento de onda do /aser até os
tipos de lesdes provocadas, além dos
parametros de avaliagdo. Apesar dos
mecanismos biol6gicos na interagao
laser-tecido ainda ndo estarem total-
mente elucidados, é evidente que a
laserterapia de baixa poténcia influencia
a regeneragdo do nervo periférico.

Oliveira et al.*> demonstraram, num
estudo experimental com nervo isquid-
tico de ratos, que a gravidade da lesdo
por esmagamento é proporcional a carga
aplicada e que a regeneragcdo apos o
esmagamento estd diretamente relacio-
nada a gravidade da lesdo inicial. Os
autores mostraram também que a fungao
motora retorna ao normal ou préximo

Laserterapla na regeneragao nervosa

disso no prazo de 60 dias, mesmo nas
lesdes produzidas por carga de 15 kgf
aplicada por 10 minutos.

No estudo de Endo et al.>° foi utiliza-
do laser de baixa poténcia As-Ga para
verificar sua acdo na recuperacao de
nervo submetido a lesdo por esmaga-
mento com carga de 15 kg. Os animais
foram tratados com dosagem de 4 J/cm?
durante dez dias consecutivos. Os auto-
res observaram, por meio da andlise
histolégica e morfolégica dos nervos,
que o laser de baixa poténcia As-Ga
apresenta importante papel no processo
regenerativo do nervo. Sotelo et al.*®
observaram que a aplicacao de /laser
HeNe proporcionou melhor regenera-
¢do do nervo lesado. Embora, no presen-
te estudo, tenha sido utilizado o laser
As-Ga, nos parametros ja mencionados,
os resultados aqui encontrados corrobo-
ram os achados de Sotelo et al.**, em que
foi observada maior degeneracao da
bainha de mielina no grupo placebo de
7 dias do que no grupo tratado por 14
dias. Esse resultado sugere que a utili-
zagao da laserterapia por um periodo
mais longo pode minimizar os efeitos do
esmagamento do nervo.

No presente estudo também foi
observado que o grupo submetido a apli-
cagao do laser por 14 dias apresentou
menor quantidade de infiltrado inflama-
torio que os demais grupos. Esse achado
esta de acordo com os de outros autores
sobre a acdo antiinflamatéria do
laser*131722 - Os resultados de Albertini
et al.’® mostraram que a resposta
inflamatéria pode ser normalizada ou
reduzida pelo efeito fotoquimico da
irradiacao laser. Tavares et al.'® também
demonstraram a acgdo antiinflama-
téria da laserterapia. No entanto, os
autores avaliaram outra estrutura, o
tenddo. Assim, o laser mostrou-se um
eficiente antiinflamatério para ten-
dbes e nervos.

Devido ao fato de a lesdo de nervos
periféricos ser muito comum na pratica
clinica, a radiagdo laser de baixa po-
téncia é considerada um efetivo coadju-
vante no tratamento para melhorar a
regeneracao neuronal'’. Neste estudo
ndo foi observada diferenca significante
entre os diferentes grupos com relagao
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a degeneracdo axonal. No entanto, a
quantidade de fibroblastos foi maior no
grupo submetido a irradiagao laser por
14 dias. Esse dado sugere que o laser
facilita a regeneragao nervosa periférica,
corroborando estudos prévios®?*25. Por
outro lado, Tavares et al.'® ndo encon-
traram diferenca significativa quanto a
presencga de fibroblastos entre grupos

submetidos ou ndo a agdo do laser.

Assim, os resultados apresentados
sugerem que o laser de baixa poténcia
facilita a regeneracdo nervosa periférica
ap6s lesdo de nervo periférico de
ratos®'7?%, fundamentando a utilizacdo
do laser para acelerar processos cica-
triciais, em estudos experimentais e na
pratica clinica'e.
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