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Resumo

Diferentes estudos avaliaram o0s efeitos dos agentes eletrofisicos na
regeneracao apos lesdo nervosa periférica. Dentre eles, a mais utilizada em
pesquisa clinica e experimental € a terapia de fotobiomodulagdo (TFBM).
Devido a grande variedade de parametros a definicdo de um melhor protocolo
€ necessaria. O objetivo do presente estudo foi analisar o efeito de uma
energia padréo (16,8J) da TFBM, com o uso do laser de baixa intensidade
(LBI), aplicada em diferentes periodos ap6s uma lesdo do nervo cidtico em
camundongos. Foram utilizados trinta camundongos machos (Swiss) divididos
em: naive; sham; controle; LBI-01 (660 nm, 16,8 J de energia total emitida em 1
dia); LBI-04 (660 nm, 4,2 J por dia, 16,8 J de energia total emitida em 4 dias);
LBI-28, (660 nm, 0,6 J por dia, 16,8 J de energia total emitida durante 28 dias).
A lesé@o do nervo foi realizada com uma pinga regulavel portétil. Os animais
foram avaliados utilizando a hiperalgesia térmica, indice Funcional do Ciatico
(IFC) e Indice estatico do ciatico (IEC). Os resultados obtidos foram avaliados
com imagem J ™ e Kinovea ™. Os dados foram obtidos na linha de base e
apos 7, 14, 21, e 28 dias ap0s a cirurgia. Para o IFC e IEC, todos 0s grupos
mostraram diferencas significativas em relacédo ao grupo de controle, e o grupo
LBI-04 apresentou os melhores resultados dentre os que foram submetido as
TFBM. Na avaliacdo da hiperalgesia térmica, houve diferenca significativa
apenas no 14° dia de avaliacdo no grupo LBI-04. A aplicacdo de 16,8 J foi
eficaz na regeneracdo do nervo ciatico, apresentando maior eficacia quando a
energia foi aplicada em quatro dias (4,2 J / dia) no grupo LBI-04 e para
hiperalgesia térmica, houve diferenca significativa para o grupo LBI-04.
Palavras-chave: Laser de baixa intensidade. Parametros. Les&o por

esmagamento. Regeneracdo nervosa. Nervo ciético.



INTRODUCAO

Atualmente as lesbes do sistema nervoso periférico (SNP) apresentam
uma incidéncia anual de 3% gerando um custo em torno de US$ 150 bilhdes
nos Estados Unidos. Apesar das lesdes do SNP néo colocarem a vida do
individuo em risco, ela afeta a sua qualidade de vida, pois o trauma resulta em
deficiéncias motoras e sensitivas, devido ao fato que mesmo os axonios tendo

capacidade de regeneracdo, essa se da forma lenta e incompleta [1-3].

O modelo de lesdo do nervo ciatico vem sendo utilizado na pesquisa
pré-clinica e se demonstra eficaz na avaliacdo da regeneracdo do SNP, com
este modelo sédo reproduzidos diferentes tipos de lesdo. Para se avaliar a
regeneracdo do SNP, a lesdo por esmagamento € a mais utilizada, pois
mantem o suporte conectivo do tecido, gerando uma lesdo dos axonios,
permitindo a manutencéo da conectividade da porcéo proximal e distal a leséo,

a qual favorece a degeneracdo Walleriana [4,5].

A utilizacao de diferentes agentes eletrofisicos vem sendo estudada para
o aprimoramento do processo regenerativo, dentre eles temos o uso do:
ultrassom [6,7], estimulacdo elétrica [8], e 0 a terapia de fotobiomodulacdo
(TFBM), com destaque para o uso do laser de baixa intensidade (LBI) [9-15]

O LBI vem sendo estudado nas lesdes do SNP, pois apresenta efeitos
na estimulacdo da microcirculacdo por paralisia do esfincter pré-capilar,
vasodilatacao arteriolar e capilar, neoformacéo vascular, os quais favorecem o
aumento do fluxo sanguineo na area irradiada [11]. O LBI também é capaz de
aumentar o metabolismo e proliferacdo celular, por meio de reversdo da
inibicdo mitocondrial, ocorrendo a estimulacdo da producdo de adenosina
trifosfato (ATP), desencadeada pela absorcdo dos fotons pelo citocromo-c

oxidase na cadeira respiratéria mitocondrial [16-19].

Adicionalmente apresenta propriedades analgésicas, que ocorrem
através da modulacdo de mediadores quimicos anti-inflamatérios e sintese de
B-endorfina, o que tende para limitar a excitabilidade dos receptores

nociceptivos e eliminar as substancias halogénicas [20-22] assim os efeitos



advindos do LBI contribuem para a aceleracéo do processo de regeneragao do
SNP.

Apesar de diferentes estudos demonstrarem a efichcia do LBl na
regeneracao nervosa ainda ha uma grande janela terapéutica, sendo utilizados
diversos modelos que podem variar de acordo com o comprimento de onda,
poténcia, energia total emitida, densidade, duracdo, aplicacdo pulsada ou

continua, diferentes pontos de aplicacao, tipo de lesdo e avaliacéo [23,24].

Deste modo, o objetivo deste estudo foi verificar a influéncia da mesma
energia aplicada em diferentes periodos na regeneracao do nervo ciatico apés

um modelo de esmagamento do nervo.
METODOS

Trinta camundongos adultos machos da linhagem Swiss, pesando 30-
40 g foram obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), Brasil. Todos os procedimentos utilizados foram realizados
de acordo com os “Principios de cuidados com animais de laboratorio [25], e foi
aprovado pelo Comité de Etica Animal da UFSC (CEUA-UFSC, nimero de
protocolo PP00956).

Os camundongos foram mantidos em gaiolas, em grupos de dez a doze
animais, em temperatura ambiente controlada (22 + 2 ° C), com ciclo de luz
dividido em 12 horas claro, 12 horas escuro, tendo acesso livre a agua e
comida. Os animais foram pesados e divididos em seis grupos de forma

aleatdria de acordo com os procedimentos a serem realizados a seguir:

1. Grupo naive (n = 3): ndo submetidos ao procedimento cirlrgico;

2. Grupo Sham (n = 3): submetidos ao procedimento cirdrgico sem
esmagamento do nervo ciatico e simulacdo de irradiagdo com
LBI;

3. Grupo controle (n = 6): submetido ao procedimento cirdrgico
associado ao esmagamento do nervo ciatico e nao irradiado com
LBI;

4. Grupo LBI-01 (n = 6): lesdo do nervo ciatico e irradiacdo com LBI,

energia total 16,8 J emitida durante 1 dia;



5. Grupo LBI-04 (n = 6): lesédo do nervo ciatico e irradiacdo com LBI
energia total 16,8 J emitida durante 4 dias;
6. Grupo LBI-28 (n = 6): lesdo do nervo ciético e irradiacdo com LBI

energia total 16,8 J emitida durante 28 dias;

A seguir na figura 1 temos um fluxograma que demonstra um resumo

dos procedimentos realizados neste trabalho.
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ANIMAIS
|
v v v v v v
NAIVE SHAM CONTROLH LBI-1 LBI-4 LBI-28
n:3 n:3 n:6 n:6 n:6 n:6
I
v
AVALIACAO
0,7,14,21,28

' ! {

HIPERALGESIA
IEC IEC TERMICA

Figura 1. Fluxograma dos procedimentos realizados.
Procedimento de Lesédo do Nervo Ciéatico

Os animais foram anestesiados com uma mistura de 10% de cetamina
(Syntec do Brasil Ltda, Rhobifarma ™, Hortolandia, Sao Paulo, Brasil - 0,1 ml /
100 g de peso corporal) e 2% xilazina (Syntec do Brasil Ltda, Rhobifarma ™,
Hortolandia, Sdo Paulo, Brasil - 0,07 ml / 100 g de peso corporal) administrado
intraperitonealmente. Para calculo anestésico os animais foram pesados antes

da aplicacéo.

Em seguida realizou-se a tricotomia (razon descartavel, KolplastLtd ™,
ltupeva, Séo Paulo, Brasil) da perna traseira direita de cada animal e a incisdo
(numero bisturi 15, Embramed Industria e Comércio de Produtos Hospitalares



™ Sado Paulo - SP) na face lateral do membro. Para realizacdo da
axoniotimese foi utilizado um dispositivo de esmagamento calibrado com peso
de 5000g e &area de 0,5 cm?, o qual torna o processo de esmagamento pratico
e confiavel [26]. O ponto de esmagamento foi definido 5 mm acima dos trés
ramos principais (sural, fibular e tibial) e o dispositivo mantido por 10 minutos

no ponto de esmagamento. Ao final o nervo foi realocado em seu leito original e

foi realizado sutura de musculos e pele (Tecnew ™, Quintino, Rio de Janeiro,
Brasil) (Fig. 2).

Figura 2. Procedimento cirdrgico de esmagamento do nervo ciatico e pinga de
esmagamento fabricado na oficina de precisdo da Universidade de S&o Paulo,
Ribeir&o Preto.

Terapia de Fotobiomodulagéo

A TFBM foi realizada por meio do LBI aplicado em um ponto pré-
determinado. Os animais foram fisicamente contidos de forma manual e o LBI
foi posicionado a um angulo de 90° com o tecido cutaneo usando a técnica

pontual com contato [27].

Foi utilizado diodo de Arseneto de Galio-Aluminio-Indio-Fésforo
(AsGaAllnP) da marca (Ilbramed Equipamentos Médicos™ , Laserpulse,
Amparo, Sdo Paulo, Brasil), os parametros utilizados do LBI e dose estdo

representados na tabela 1:
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Tabela 1:—Parametros da TFBM utilizados no estudo.

Parametros LBI-1 LBI-4 LBI-28

Comprimento de Onda 660 nm 660 nm 660 nm

Poténcia 30 mwW 30 mwW 30 mw

Area do Feixe 0,06 cm? 0,06 cm? 0,06 cm?

Feixe Continuo Continuo Continuo

Dias de aplicacéo 1 4 28

Energia total emitida por 16,8 J 4,2] 0,6J

dia

Energia total emitida 16,8 J 16,8 J 16,8 J
AVALIACAO

indice Funcional Ciatico (IFC) e indice Estéatico Ciatico (IEC)

A avaliacao funcional da marcha proporciona a oportunidade para avaliar
0s aspectos especificos da regeneracdo do nervo ciatico de uma forma néo
invasiva [29-32]. Os resultados variam de 0 a -100, que € um indicador da
funcdo nervosa, em que 100 representa a disfuncdo nervosa completa e 0
representa a auséncia de disfuncdo, onde os resultados sdo confiaveis quando

comparados as analises histolégicas do nervo.

O IFC consiste na obtencdo de uma imagem da pegada do animal,
capturada por uma camera, onde para a obtencdo da pegada foi utilizado uma
passarela de acrilico onde o animal percorre de um lado ao outro. Os
parametros analisados foram o comprimento da pegada, abertura total dos
dedos e abertura dos dedos intermediarios [32, 33].

O IEC foi utilizado para realizar a avaliagdo funcional estatica. Estudos

demonstram a eficacia do IEC na avaliagdo da regeneragdo nervosa em
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roedores, pois, segundo os autores a avaliacdo estatica reduz os desvios
ocasionados pela velocidade do animal no IFC [34]. Os resultados no estudo
de Smitet al, [30] também sugerem mais precisdo dos dados obtidos no IEC do

que no IFC.

Para aquisicdo das pegadas foi utilizada uma camera de 13 megapixels
(Sony ™  Minato, Toquio, Japao), fixada sob uma passarela de acrilico
transparente de 43 cm de comprimento, 5,5 cm de altura e 8,7 cm de largura,
com uma caixa de madeira no final. Os videos foram digitalizados pelo
programa Kinovea ™ Footprint Imagem (IFC). As imagens foram analisadas
usando o programa Image J. ™ para transformar os pixels em milimetros e
calcular os parametros pré-determinados para a avaliacdo da IFC e IEC. As
pegadas foram obtidas no pré-operatorio e aos 7, 14, 21, e 28 dias a partir da

leséo inicial [31].
Hiperalgesia Térmica

Para avaliar a hiperalgesia térmica foi utilizado o aparelho Hargreaves®
(Ugobasile, Comerio, Italia). Este emite uma luz infravermelha, que foi irradiada
diretamente sobre a regido plantar da pata traseira direita do animal. Os
animais foram alojados na sala de ensaio uma hora antes do teste. A laténcia
de retirada da pata apdés a aplicagdo do estimulo térmico foi medido
automaticamente por meio de um sensor, o tempo de 20 segundo foi
determinado cut-off, a fim de evitar possivel dano de tecidos na pata dos
animais [27,28].

Trés medicbes do tempo de resposta foram realizadas, sendo
registrados em intervalos de 20 minutos a fim de determinar o limiar da linha de
base, todos os grupos foram avaliados antes do procedimento cirdrgico. A
avaliacdo da hiperalgesia térmica foi realizada nos dias 0, 14, 21, e 28 pos-

cirurgia.
ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrédo da média. A
normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e foi analisada pelo teste

de ANOVA two-way, seguido do pos-teste de Tukey. Os valores de p < 0,05
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foram considerados para mostrar diferencas significativas entre as médias.
Utilizou-se o software GraphPadPrism® 8.0 (San Diego, CA, EUA).

RESULTADOS

Os resultados sdo mostrados nas figuras 3 a 6. Primeiramente é
importante ressaltar que os animais nao apresentaram complicacbes poés-
operatorias, como autotomia e deiscéncia e 0 sucesso do modelo de cirurgia foi
evidente devido a evolucdo dos grupos operados no 7° dia, apresentando
diferenca quando comparado a linha de base na avaliacdo intragrupo e no

mesmo periodo de avaliacdo intergrupos tanto para IEC e IFC.

Na Figura 3 demonstramos os resultados referentes ao IEC e IFC. Em
todas andlises realizadas podemos observar que os grupos submetidos a lesédo
do nervo ciatico demostraram diferenca significativa entre a linha base e o dia
7, o qual caracteriza a eficacia do procedimento de esmagamento do nervo.
Podemos também observar que nas analises intragrupo os grupos LBI-01, LBI-
04, LBI-28 obtiveram diferenca significativa entre os dias 7 e 28. Em relacéo ao
IEC os grupos LBI-04 e LBI-28 mostraram melhora significativa a partir do dia
14 e também para o IFC o grupo LBI-28 apresentou melhora significativa a
partir do dia 14. Quando comparamos os resultados a linha de base, podemos
observar que no dia 21 os grupos LBI-04 e LBI-28 ndo apresentavam diferenca

significativa.

Intragrupo - indice Estatico Ciatico e indice Funcional Ciatico

20 @ Control 20 @ Control
Sham B Sham
B Naive @ Naive
@ LLLT-01 @ LLLT-01
ol 0 7142128 28 0 7142128 0 7142128 0 7142128 M LLLT-04 0 7142128 142128 0 7142128 0 7142128 0 7142128 0 7142128 W LLLT-04
& o2 T HEEE

U O LLLT-28

-40 -40-

IEC

-60:

IFC

60

-80: -80-
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Figura 3 A) Os resultados da analise intragrupo do indice ciatico estéatica (IEC).
B) indice Funcional do Ciatico (IFC). * Representa diferenca estatistica quando

comparado com a linha de base (p < 0,05)

Na Figura 4 temos a comparacao intergrupo do IEC. Podemos observar
que o grupo LBI-01 demonstrou potencial regenerativo a partir do dia 21, porém
quando comparado aos outros grupos o resultado demonstra-se insatisfatorio.
Ja os grupos LBI-04 e LBI-28 os efeitos surgiram a partir do dia 14, com pico
de regeneracao no dia 21 demonstrando efeito positivo, porém o grupo LBI-04
foi o grupo que demonstrou recuperacao inicial mais evidente, com reducéo
significativa desde o dia 7 e no dia 14 mostrou resultados mais proximos a zero
guando comparado aos outros grupos, indicando a regeneracdo do nervo pelo
IEC.

20 e B3 Control
B Sham

‘ ’ & Naive

@ LLLT-01
28 0 7142128 0 7142128 0 7142128 B LLLT-04

U [J LLLT-28

-204

-40+

IEC

-60

-80

-100+

Figura 4: Os resultados obtidos a partir de avaliacao intergrupos de indice
estatico ciatico (IEC). ** representa a diferenca no dia 14; *** representa a diferenga no

dia 21 e **** representa a diferenga no dia 28, (p < 0,05)
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Na Figura 5 podemos observar os valores obtidos no IFC, os grupos LBI-
04 e LBI-28 apresentaram uma melhora significativa a partir do dia 14,
apresentando melhor resultado funcional quando comparado com outros
grupos. Porém apenas o grupo LBI-04 apresentou um resultado significativo no
dia 28 quando comparado ao grupo controle.
= bkl E8 Control
‘ B Sham
B Naive

= | |LT-01
- ||| T-04

U o LLLT-28

0 7142128 0 7142128 0 7142128 0 7142128 0 7142128 0 7142128
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[ ) > v v v
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Figura 5: Os resultados obtidos a partir de avaliacdo intergrupos do Indice
Funcional do Ciatico (IFC). ** Representa a diferenca no dia 14; *** Representa a
diferenca no dia 21 e **** Representa a diferenca no dia 28, (p < 0,05).

Avaliacéo atraves da hiperalgesia térmica ao calor (Figura 6) mostraram
diferencas significativas apenas no grupo LBI-04 no 14° dia da avaliagéo.
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Hiperalgesia Térmica

*

20+
i E@ Control
B3 Sham
- B Naive
1 mE LLLT-01
. T B LLLT-04
] 3 LLLT-28
10- u

Segundos

(]

L] T
0 14 21 28 0 14 21 28 0 14 21 28 0 14 21 28 0 14 21 28 0 14 21 28

Figura 6: Hiperalgesia térmica através do aparelho de Hargreaves (em
segundos). *Representa diferenca intergrupos e ** representa diferenga no dia 14, (p <
0,05)

DISCUSSAO

A lesdo nervosa periférica pode ser classificada em trés tipos:
neuropraxia, axoniotmese e neurotmese. O modelo de lesdo por esmagamento
ocasiona uma axoniotimese [35] preservando a estrutura de sustentacéo
neural (endoneuro, prineuro, células de Schwann), ocorrendo a degeneracdo
do axobnio distal a lesdo, denominada degeneracdo Walleriana [36]. Pode-se
observar que no pés-operatdrio 0s animais apresentaram dificuldade para
deambular, principalmente nos sete primeiros dias, onde mantiveram a pata em
padrao flexor, adugéo dos dedos, incapacidade de transferir carga de uma pata
para outra, com padrdo compativel com a disfuncdo do nervo ciatico [33].
Estudos mostram que o IFC tem uma correlacdo clara com a avaliacao
morfolégica e morfométrica do nervo e € um método quantitativo, confiavel e
reprodutivel para avaliar o processo de regeneracdo nervosa periférica,
fornecendo um valor numérico a funcao e permitindo a analise estatistica dos
resultados [37-40].
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Em estudos de recuperacdo funcional dos nervos periféricos sao
utilizados diferentes parametros da TFBM, onde podemos ter variacdo de
densidade de energia, poténcia, comprimento de onda e modo de pulso, sendo
possivel diversas combinag¢des distintas, porém os estudos vém tentando

definir uma janela terapéutica e protocolos mais eficazes [20,41].

Barbosa et, al. [42] utilizaram o LBI 660 nm (10J/cm;,, 30 mW e 0,06

2 os resultados sugerem que o grupo o LBI no 14° dia apresentou melhora

cm
na recuperacdo funcional quando comparado ao grupo controle. No presente
estudo, os achados demonstraram que os melhores resultados foram obtidos
no grupo cuja aplicacao foi realizada em quatro dias, sugerindo que o aumento
da energia aplicada na fase inicial da leséo pode indicar uma nova perspectiva
de tratamento. Barbosa et. al. [26] em outro estudo, também comparou o efeito
de diferentes comprimentos de onda (660 nm e 830 nm) , e também encontrou
resultados que demonstram que o LBI 660 nm apresenta efeitos significativos a

partir do 14° dia, corroborarando com nossos achados.

Além disso, De Almeida et al. [43] realizaram a avalicdo de alteracdes
bioquimicas induzidas pelo LBl apds axoniotimese, neste estudo foi utilizado
LBI 660 nm e 808nm durante 21 dias, fornecendo uma energia total de 12
J/dia, pode-se observar que no grupo LBI houve aumento de lipidios
(esfingofosfolipidios) e proteinas (colageno), que sao constituintes da bainha
de mielina, e também que o LBI 660 nm mostrou-se mais eficaz que o LBl 880
nm em relagdo a proliferacdo celular e reparo do SNP. Em nosso estudo
podemos observar que 0s grupos LBI-04 e LBI-28 ndo apresentaram
diferencas, quando comparado com a linha de base, a partir do dia 21 de
tratamento, e que o LBI-14 demonstrou resultados mais préximos de zero
guando comparado aos outro grupos, sugerindo que em 21 dias o protocolo foi
eficaz no tratamento da lesdo nervosa, em ambos 0s grupos e que no grupo

LBI-4 temos um efeito mas rapido quando comparado aos outros grupos .

A avaliacdo através da hiperalgesia térmica ao calor com Hargreaves
mostrou diferenga apenas para o grupo LBIT-04 no 14° dia. Os resultados
mostraram que 0s grupos submetidos a intervencao apresentaram melhora na

regeneracao nervosa, principalmente quando a irradiacdo LBI ocorreu em
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quatro dias. Porem resultados de Mashhoudi [44] demonstrou que a utilizac&o

do LBI 780 nm pode acelerar a processo de regeneracao.

Nas pesquisas que relacionaram o uso de TFBM e a lesdo do nervo, ha
uma grande janela terapéutica dos parametros utilizados. Assim, novos
estudos sdo necessarios para verificar o uso de TFBM em uma reabilitacdo
precoce. A aplicacdo de uma alta energia (J) nos primeiros dias apés a lesao
traumatica parece ser uma nova perspectiva para o0 tratamento.
Adicionalmente, novos estudos pré-clinicos e clinicos sdo necesséarios para
verificar a restauracdo funcional, melhorando o processo de recuperacao

funcional/sensorial, além da velocidade na regeneracao axonal.

CONCLUSAO

A TFBM foi eficaz na regeneragdo nervosa e na reabilitagdo funcional
precoce de nervo ciatico de camundongos. A aplicacdo de 16,8 J de LBI foi
eficaz na regeneracdo dos nervos de acordo com os resultados e foram mais

eficazes quando a energia foi aplicada durante quatro dias (4,2 J / dia).
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