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RESUMO

As lesdes nervosas periféricas (LNP) levam ao comprometimento motor e sensorial do
segmento, levando a consequéncias diretas sobre as atividades de vida didria do individuo.
Estudos verificaram os efeitos da fotobiomodulagdo e dos agentes farmacoldgicos sobre a
LNP, contudo, suas agdes conjuntas objetivando a potencializacao dos seus efeitos ainda nao
foram estudadas. O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos da Fotobiomodulagao
através do Laser de Baixa Intensidade (low level laser therapy — LLLT) associado ou ndo ao
uso da sinvastatina na recupera¢do funcional do nervo ciatico em camundongos submetidos a
lesdo por esmagamento. Foram utilizados 50 camundongos da linhagem Swiss, divididos
aleatoriamente em 6 grupos: Naive; Sham; Controle; LLLT (660 nm, 10 J/cm?; 30mW; 0,6 J
por dia ; 0.06 cm?; 16.8 J total e 20 s); Sinvastatina (20 mg/kg); LLLT/Sinv (associagcdo dos
dois protocolos). Foram utilizados como anélises o Indice Funcional do Ciatico (IFC), indice
Estatico do Ciatico (IEC), avaliacdo da hiperalgesia térmica ao calor, hiperalgesia mecénica e
avaliacdo termografica. As avaliacdes foram realizadas no pré-operatério e apos 7, 14, 21 e 28
dias da lesdo inicial. Todos os grupos, com exce¢do do sham e do naive, apresentaram os
indices compativeis com lesdo nervosa periférica grave no 7° dia de avaliagdo. O grupo
tratado com sinvastatina isoladamente apresentou diferenca quando comparado ao grupo
controle a partir do 14° dia para o IEC. O grupo LLLT apresentou melhores resultados na
analise do IEC e IFC (p< 0.05) a partir do 21° dia de pods-operatdrio, este dado se manteve
quando comparado ao grupo sinvastatina e ao grupo LLLT/Sinv. Os resultados das analises,
hiperalgesia térmica, hiperalgesia mecanica e termografica ndo foram significativos. A partir
dos resultados obtidos com as analises, verifica-se que a fotobiomodulacao foi mais efetivas
que a agdo isolada e conjunta com a sinvastatina para lesdes do nervo cidtico em
camundongos.

Palavras-chave: Laser de Baixa Intensidade. Sinvastatina. Lesdo por Esmagamento. Nervo

Periférico. Regeneracdo. Agentes Eletrofisicos.



ABSTRACT

Peripheral nerve lesions (PNL) lead to motor and sensory impairment of the segment, leading
to direct consequences on the activities of daily living of the individual. Studies have verified
the effects of photobiomodulation and pharmacological agents on PNL; however, their joint
actions aimed at enhancing its effects have not yet been studied. The objective of this study
was to verify the effects of photobiomodulation using low level laser therapy (LLLT)
associated or not with the use of simvastatin in the functional recovery of the sciatic nerve in
mice submitted to crushing injury. Fifty Swiss mice were used, randomly divided into 6
groups: Naive; Sham; Control; LLLT (660 nm, 10 J/cm?; 30mW; 0.6 J per day; 0.06 cm?; 16.8
J total and 20 s); Sinvastatin (20 mg/kg); LLLT/Sinv (association of the two protocols). The
Sciatic Functional Index (SFI), Sciatic Static Index (SSI), evaluation of thermal hyperalgesia
to heat, mechanical hyperalgesia and thermographic evaluation were used as analyses. The
evaluations were performed preoperatively and 7, 14, 21 and 28 days after the initial lesion.
All groups, with the exception of sham and naive, presented indices compatible with severe
peripheral nerve injury on the 7th day of evaluation. The group treated with simvastatin alone
showed a difference when compared to the control group from the 14th day for the SSI. The
LLLT group presented better results in the analysis of SSI and SFI (p< 0.05) from the 21st
postoperative day, this data was maintained when compared to the simvastatin group and the
LLLT/Sinv group. The results of the analyses, thermal hyperalgesia, mechanical hyperalgesia
and thermography were not significant. From the results obtained with the analyses, it can be
seen that photobiomodulation was more effective than the action alone and in conjunction

with simvastatin for sciatic nerve lesions in mice.

Keywords: Low Level Laser Therapy. Simvastatin. Crush Injury. Peripheral Nerve.
Regeneration. Electropysical Agents.
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1. INTRODUCAO

A lesdo nervosa periférica ¢ um problema comum com um quadro clinico grave
e sem caracteristicas letais (MOATTARI et al., 2017), contudo, leva a perda funcional
completa ou ao comprometimento permanente do seguimento afetado impondo um 6nus
econdmico tanto nos pacientes como na sociedade (MOATTARI et al., 2018).

A lesdo nervosa desencadeia uma série de eventos naturais dentro dos neurdnios
e das células de Schwann, permitindo assim, a eficicia da regeneragdo axonal, a
remielinizagdo e o reparo do nervo acometido (DUN; PARKINSON, 2018). Embora, os
axonios do sistema nervoso periférico possuam uma elevada capacidade regenerativa, a
recuperagdo funcional completa é raramente alcancada (GALLAHER; STEWARD,
2018).

A taxa de lesao do nervo periférico, em paises desenvolvidos, ¢ avaliada em
torno de 13 a 23 pessoas a cada 100.000, por ano (MOATTARI et al., 2018). A elevada
incidéncia de acometimento dos nervos periféricos ¢ a escassez de uma recuperagao
funcional consistente alarmam sobre a necessidade de insercdo de novas intervengoes
destinadas a melhorar estes danos, além da definicao mais aprimorada das intervengoes
J& existentes e intervengdes mais acessiveis financeiramente ao individuo acometido
(GALLAHER; STEWARD, 2018).

Novas abordagens terapéuticas sdo estudadas para o tratamento das lesdes
nervosas, € a fotobiomodulagdo ganhou destaque na literatura devido aos seus efeitos
biomoduladores, analgésicos e anti-inflamatérios em varios tecidos (ANDRAUS et al.,
2017; HOLANDA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; SONG et al., 2017).

Os efeitos advindos da fotobiomodulacao sao relacionados a absor¢ao de fotons
por fotorreceptores, alterando a sintese de adenosina trifosfato na cadeia mitocondrial
através da aceleragdo das cadeias de transporte de elétron e na modulaciao das reacdes
celulares, provocando melhora na funcionalidade pds-lesao, aumento da espessura da
bainha de mielina, diminui¢do do processo inflamatério, remodelamento da matriz
extracelular e consequente regeneragao nervosa (ANDREO et al., 2017; BARBOSA et
al., 2010a; BARBOSA et al., 2010b; BUCHAIM et al., 2016; FALLAH et al., 2016;
OKMEN et al., 2017; SONG et al., 2017, TOMAZONI et al., 2017; ZIAGO et al.,
2017).

Estudos envolvendo a utilizacdo de agentes farmacoldgicos na regeneragio



nervosa também estdo sendo desenvolvidos, dentre eles, as estatinas ou inibidores da 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A - HMG-CoA redutase da via do mevalonato
(VIEIRA et al., 2017). As estatinas s3o farmacos que possuem custos mais acessiveis
quando comparados a outros agentes farmacologicos € atuam na fase limitante de
biossintese do colesterol através da inibi¢do da HMG-CoA redutase, diminuindo os
niveis de colesterol no sangue (VIEIRA et al., 2017). Entretanto, seus efeitos ndo devem
ser restritos apenas a sua agdo hipolipemiante, pois as estatinas apresentam efeitos
pleiotropicos ou independentes de colesterol, como efeitos antiinflamatorios,
imunomoduladores, neuroprotetores, antioxidantes, antinociceptivos, dentre outros
(BOLAND et al., 2018; JEONG et al., 2018; KRYSIAK; KOWALCZE; RYU et al.,
2018; VIEIRA et al., 2017; ZHANG et al., 2017).

A partir do apresentado e dos efeitos referentes as duas terapéuticas aqui
mencionadas, surge a seguinte pergunta problema: A associacdo da fotobiomodulagdo
por laser de baixa intensidade com a sinvastatina promove melhora no quadro funcional
com consequente reducdo do tempo de regeneragdo em lesdes do nervo ciatico em

camundongos?



1.1 OBJETIVO

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos associativos de um protocolo de fotobiomodulagdo com a

sinvastatina na regeneragao do nervo ciatico em camundongos ap6s o esmagamento.

1.1.2 Objetivos Especificos

Verificar se os efeitos advindos da fotobiomodulagido sdo mais efetivos que os
da sinvastatina na regeneracio nervosa € vice-versa;

Verificar se os efeitos conjuntos da fotobiomodulagdo com a sinvastatina sao
efetivos para lesao nervosa periférica;

Verificar em qual fase da lesdo as terapéuticas obtiveram melhores resultados;

Avaliar a regeneragdo funcional do nervo ciatico e em qual fase da lesdo ocorreu
a melhor resposta regenerativa;

Avaliar se a lesdo nervosa ocasiona alteracoes de sensibilidade como
hiperalgesia térmica ao calor;

Verificar se a lesdo nervosa ocasiona alteracdes térmicas no segmento afetado;

Verificar se a lesdo nervosa gera redugdo/aumento da sensibilidade tatil da pata

do animal quando estimuladas;



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LESAO NERVOSA PERIFERICA

As lesdes nervosas periféricas resultam em incapacidades graves que podem
exercer efeito sobre a qualidade de vida e aumentar significativamente os custos sociais
e pessoais (ZHU et al., 2019). Ao contrario do sistema nervoso central (SNC), o SNP
possui a capacidade de se regenerar espontaneamente apoOs a lesdo nervosa, ativando a
capacidade intrinseca de crescimento dos neurdnios, porém, esta capacidade ¢ limitada e
a regeneracao neural espontanea ¢ lenta (ENDO et al., 2019; ZHU et al., 2019). Sendo
assim, as lesdes do nervo periférico geralmente levam a morte de neuronios e células da
medula espinhal, regeneracdo insuficiente do axonio, ma orientagdo dos axonios e
reinervagdo muscular comprometida, acarretando resultados funcionais insatisfatorios
devido a capacidade intrinseca de crescimento do neurdnio estar comprometida ¢ a
regeneragdo axonal ocorrer de forma limitada. (LI et al., 2019; ZHU et al., 2019).

Apds a lesdo traumdtica, ocorre um processo denominado de degeneragdo
Walleriana, na qual os axdénios do SNP podem regredir e entdo remielinizar os
neurdnios lesados distalmente a lesdo (PELLEGATTA; TAVEGGIA, 2019; ROBERTS
et al., 2017; STASSART et al., 2018; ZHU et al., 2019). Durante a fase inicial da
degeneragdo, as células de Schwann, responsaveis pela produgao de mielina, entram em
modo de reparo, sendo que, decorrente da lesdo as células de Schwann desnervadas
perdem sua bainha de mielina e passam a regular negativamente a expressao de genes
associados a mielina (Egr2/Krox20, MBP, MPZ, MAG e periaxina) e regular
positivamente moléculas especificas de sua fase imatura (L1, NCAM, p75NTR e
GFAP). Em seu modo de reparo as células de Schwann passam a regular os fatores
neurotroficos e possibilitar o crescimento dos axonios, além de, remover restos de
mielina no tubo neuronal lesado, caracteristicas estas necessdria para a regeneragao
nervosa (PELLEGATTA; TAVEGGIA, 2019; ROBERTS et al., 2017; STASSART et
al., 2018).

Com o avangar da lesdo, ocorre infiltragdo de macréfagos para o local apoiando
na remogao de detritos, na produ¢do de fatores de crescimento, regeneracao de axonios
e migragao das células de Schwann, as quais assumem uma morfologia alongada e se
alinham para facilitar a regenera¢do. Além disso, a comunicacdo axonioglial também ¢

fundamental para que ocorra o reparo do nervo lesado, permitindo que ocorra
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rediferenciagdo das células de Schwann e remielinizagdo dos axonios recém gerados,
reestabelecendo a conducgdo do impulso nervoso. Contudo, os axonios remielinizados
apresentam caracteristicas diferentes quando comparados a nervos ndo lesados,
possuindo internddios mais curtos e bainhas de mielina mais finas, gerando limitagdes
na propagagdo do potencial de agdo e na conducdo dos impulsos nervosos
(PELLEGATTA; TAVEGGIA, 2019; ROBERTS et al., 2017; STASSART et al.,
2018).
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Figura 1 — Fases da degeneracdo Walleriana.Fonte: Modificado de Yi et al. (2017).

2.2 FOTOBIOMODULACAO NAS LESOES NERVOSAS PERIFERICAS

O uso da fotobiomodulagao como forma de tratamento tem sido relatado desde o
final dos anos 60, logo apds a descoberta do primeiro equipamento de lasers por rubi em
1960, e He-Ne em 1961. Desde entdo, o numero de relatos encontrados sobre seus
efeitos tem aumentado gradativamente, e no final da década de 1970 houve relatos sobre
os efeitos da fotobiomodulacdo sobre a regeneragdo de nervos periféricos lesados
(BAREZ et al., 2017).

A fotobiomodulacdo ocorre devido a uma reagao fotoquimica induzida na célula,
atingindo moléculas chamadas cromoforos que ocasionam um aumento na
excitabilidade dos elétrons fazendo com que eles saltem para gradientes de maior
energia (ANDREO et al., 2018; HASHMI et al., 2010). Estes elétrons de alta energia

sdo transmitidos por transportadores de elétrons, como a nicotinamida adenina



dinucleotideo (NADH) e a forma reduzida de flavina adenina dinucleotideo (FADH2),
através de uma série de complexos transmembrana, incluindo a citocromo ¢ oxidase,
para o receptor final de elétrons, onde produzira um gradiente de protons, que serad
usado para produzir ATP (DIAS et al., 2019; HASHMI et al., 2010). A utilizacdo da
fotobiomodulacao ¢ capaz de regular positivamente a respiragao celular, ocasionando
aumento nos produtos mitocondriais, como ATP, NADH, proteina, 4cido ribonucleico
(RNA) e aumento no consumo de oxigénio (PEDRAM et al., 2018).

A nivel celular a fotobiomodulagdo ocasiona fotodissociagao de 6xido nitrico da
citocromo ¢ oxidase prevenindo o deslocamento de oxigénio da citocromo-c oxidase e,
portanto, promovendo a respiragdo celular sem impedimentos, contribuindo assim para
efeitos positivos como: aumento nos niveis de energia celular e aumento na producao da
molécula de AMP ciclico, que esta envolvida em muitas vias de sinalizacdo. Além
disso, também age aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio que ativam
determinados fatores de transcrigdo como, fator nuclear ¥ B [NF- xB] e proteina
ativadora 1, levando a regulacdo de varios genes protetores e estimuladores (ANDREO
etal., 2018; HASHMI et al., 2010; PEDRAM et al., 2018).

A fotobiomodulagdo promove a sintese de acido desoxirribonucleico (DNA) e
RNA, aumenta a producdo de proteinas, modula a atividade enzimatica, afeta o pH
intracelular e extracelular e acelera o metabolismo celular, além de estimular a
expressdo de multiplos genes relacionados a expressao celular, migracdo e produgdo de
citocinas e fatores de crescimento (ANDREO et al., 2018; DIAS et al., 2019; PEDRAM
et al., 2018).

Adicionalmente, promove angiogénese através da liberagdo de fatores
angiogénicos, como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), colageno tipo I
(Col-I), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e 6xido nitrico sintase (iNOS) que
desempenham papé¢is fundamentais para a regeneracao nervosa (BAREZ et al., 2017;
DIAS et al., 2019). Além de que, pode regular a sintese do fator de crescimento do
nervo (NGF), que ¢ essencial para o desenvolvimento e manutencdo de neurdnios
simpaticos e sensoriais, promovendo a proliferagdo, sobrevivéncia, protecdo e
diferenciagdo de neurdnios e oligodendrdcitos. Quando a fibra nervosa ¢ lesada, os
neurdnios estdo sujeitos a apoptose, um processo bioquimico que altera a morfologia
celular e leva a morte neuronal, € o NGF, que modula o reparo de axonios lesados e
regula as proteinas que estruturam a mielina, o protege desta acdo favorecendo o

crescimento das células de Schwann e a regeneracdo nervosa (AL-SHAMMARLI;



SYHOOD; AL-KHAFAII 2019; BAREZ et al., 2017; DIAS et al., 2019).

Ziago et al. (2017) investigaram os efeitos morfoldgicos e morfométricos de trés
densidades de energia (4, 10 e 50 J/cm?) na regeneragdo nervosa na lesdo por
esmagamento do nervo ciatico. Foi utilizado um equipamento com 780 nm, 40 mW,
0,04 cm?. Trinta ratos Wistar foram divididos aleatoriamente em cinco grupos de seis
animais cada (C: grupo lesado; LO: com lesdo e sem irradiacdo; L4: lesdo com laser de 4
J/em?; L10: lesdo com laser de 10 J/cm?; L50: lesdo com laser de 50 J/cm?). Quinze dias
apoés a cirurgia, os animais foram eutanasiados € o nervo ciatico coletado para analises,
onde os autores constataram que o laser de baixa intensidade induziu melhora no estado
da lesdo em todas as densidades utilizadas. No entanto, a densidade de energia de 10
J/em? foi mais eficaz para melhorar a regeneracdo do nervo ciatico apds o
esmagamento, obtendo resultados positivos com a aplicagdo.

De Souza et al. (2018) investigaram os efeitos associativos da fotobiomodugao
(laser de baixa intensidade, 660 nm, 10 J/em?, 0,6 J, 16,8 J de energia total emitida, 20
s) com a dexametasona (injecdo local de 2 mg/kg) na lesdo por esmagamento do nervo
ciatico em camundongos. Vinte e seis camundongos da linhagem Swiss foram utilizados
e divididos aleatoriamente em seis grupos (Naive; Sham; Controle; Grupo LBI; Grupo
LBI e Dexametasona; Grupo Dexametasona) e os dados foram analisados através do
indice estatico e indice funcional do cidtico. Os animais foram eutanasiados apos 28
dias e os resultados obtidos com as andlises foram de que a aplicagdo de laser e
dexametasona foram eficazes na regeneracdo nervosa e os efeitos foram mais
satisfatorios quando a fotobiomodulagao foi associada a dexametasona.

Barez et al. (2017), verificaram os efeitos da fotobiomodulacdo (laser de baixa
intensidade, 780 nm, 2 J, 100 mW, 40 segundos) na regeneracdo do nervo ciatico em
ratos Wistar. Doze ratos foram utilizados e divididos aleatoriamente em dois grupos
(grupo controle e grupo experimental), ambos os grupos foram submetidos ao
procedimento ciriirgico e apenas o grupo experimental foi tratado com laser. Os autores
obtiveram como resultados, através da andlise histopatologica, que o grupo
experimental apresentou aceleracdo significativa na revascularizagdo e angiogénese,
redu¢do da hemorragia, aumento do suprimento sanguineo, reducdo da degeneracao
Walleriana com aumento da densidade axonal quando comparado ao grupo controle.

Segundo uma revisao sistematica de Andreo et al. (2017), a fotobiomodulagao ¢

uma modalidade fototerapéutica viavel para o tratamento de lesdes nervosas periféricas,



demonstrando melhora nos indices funcionais, aspectos morfologicos e expressao de
citocinas e fatores de crescimento. Além disso, os autores verificaram que a maioria dos
estudos incluidos utilizaram uma poténcia de 50 mW e energia total de 15 J. Contudo,
concluem que ainda ¢ necessaria uma padronizacdo dos parametros utilizados para

lesdes do sistema nervoso periférico.

2.3 ACAO DAS ESTATINAS NAS LESOES NERVOSAS PERIFERICAS

As estatinas s3o empregadas clinicamente devido a sua capacidade de reduzir os
niveis de colesterol através da inibi¢do da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-
CoA) da via do mevalonato. Sdo normalmente utilizadas como hipolipemiantes, porém,
elas apresentam efeitos pleiotropicos, incluindo efeitos anti-inflamatérios,
imunomodulares, neuroprotetores e antitrombogénicos (CORSO et al., 2017; VIEIRA et
al., 2017). Estas substancias sao andlogos derivados de fungos (sinvastatina, lovastatina,
pravastatina) ou compostos totalmente sintéticos, fluvastatina, cerivastatina,
atorvastatina, rosuvastatina (MIRANDA et al., 2018).

Durante o complexo processo fisiopatoloégico de reconstrucdo, a regeneragao
nervosa assim como a funcionalidade advinda do local lesionado fica criticas, dessa
forma, a resposta inflamatéria decorrente do sistema imunoldgico € essencial para
estimular o crescimento do axdonio e das células de Schawnn, desde que ocorra de forma
precoce. Com a ativagao da fase inflamatoria, ocorre recrutamento de macréfagos para o
local da lesdo, os quais irdo limpar a regido acometida, eliminando os detritos de
mielina e axonios, proporcionando um local adequado para o novo crescimento axonal
(BOLAND et al., 2018; JEONG et al., 2018; KRYSIAK; KOWALCZE; MIRANDA et
al., 2018; NAMAZI et al., 2019; RYU et al., 2018; VIEIRA et al., 2017; ZHANG et al.,
2017).

Os efeitos positivos da fase inflamatoria se restringem ao estagio inicial da lesdo
e quando prolongados se torna prejudicial. Este efeito negativo ¢ advindo da regulagdo
negativa de citocinas pro-inflamatdrias que agem cessando a resposta imunologica dos
macrofagos no local da lesdo. Assim sendo, os efeitos pleiotropicos da sinvastatina
contribuem com este efeito de forma positiva, reduzindo a infiltragdo de células
inflamatorias reguladas negativamente através da inibicdo da via da mieloperoxidase

(MPO), (BOLAND et al.,, 2018; JEONG et al., 2018; KRYSIAK; KOWALCZE,;
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MIRANDA et al., 2018; NAMAZI et al., 2019; RYU et al., 2018; VIEIRA et al., 2017,
ZHANG et al., 2017).

A sinvastatina atua como fator neurotréfico diminuindo a perda neuronal apds
lesdo, ocasionando melhora na regeneracao neuronal ¢ do dano devido ao estresse
oxidativo. Ela participa da regulacdo molecular e ativa células de Schawnn, as
estimulando a secretar NGFs, aumentando assim, a neogénese e¢ consequentemente,
favorecendo a regeneracao nervosa (NAMAZI et al., 2019).

Um estudo realizado por Corso et al. (2017) verificou que durante a degeneragao
Walleriana induzida pela lesdo nervosa, ocorre aumento da atividade da MPO no nervo
ciatico, a mesma ¢ fundamental na sintese de espécies reativas de oxigénio que sdo
danosas ao nervo. O tratamento com sinvastatina inibiu a atividade da MPO,
ocasionando aumento da espessura da bainha de mielina e do nimero de fibras, redugao
da perda neuronal e destrui¢do axonal (CORSO et al., 2017). Além disso, a MPO ¢
encontrada nos granulos das células inflamatdrias neutrofilicas e usada como marcador
indireto do tecido neutrofilico (CORSO et al., 2017). Com a administracdo de
sinvastatina, a inibicdo da MPO ocasiona reducao de infiltragao de neutrofilos no local
da lesdo, com consequente efeito anti-inflamatorio, sendo benéfica para a regeneracao
nervosa (CORSO et al., 2017).

Namazi et al. (2019) verificaram os efeitos da sinvastatina (8§ mg/kg) e da L-
carnitina (100mg/kg) sobre a regeneragdo do nervo ciatico de ratas Wistar e verificaram
seus efeitos durante sete e trinta dias. Foram utilizadas 70 ratas divididas aleatoriamente
em sete grupos: controle; sinvastatina 1 semana; L-carnitina 1 semana; placebo 1
semana; sinvastatina 1 més, L-carnitina 1 més e placebo 1 més. Como resultados,
obtiveram que ambas as terapias quando comparadas aos grupos controle e placebo,
tiveram resultados satisfatorios na regeneracdo do nervo ciatico, porém, a terapia de
longo prazo foi mais efetiva quando comparada a terapia de curto prazo e concluiram
que tanto a sinvastatina quanto a L-carnitina aprimoram o processo de regeneragao
nervosa.

Xavier et al. (2012) verificaram os efeitos da sinvastatina (20 mg/Kg) aplicada a
lesdo por esmagamento do nervo ciatico em ratos Wistar. Foram utilizados quarenta
animais divididos aleatoriamente em quatro grupos e as analises foram realizadas
através do indice funcional do cidtico, andlise histopatoldgica e exames sanguineos.

Depois das analises serem verificadas, os autores obtiveram como resultados que o



grupo lesdo tratado com sinvastatina apresentou aumento nos escores do indice,
diminui¢do de edema, diminui¢do da infiltragdo de células mononucleares durante a
degeneracdo Walleriana e regeneracdo nervosa e aumento de neutrédfilos circulantes. Os
autores concluiram que a sinvastatina acelera o processo de recuperagao morfoldgica e
funcional do sistema nervoso periférico.

No estudo de Guo et al. (2018) utilizaram condutos de quitosana preenchidos
com sinvastatina (0; 0,5 e 1,0 mg) no tratamento do nervo ciatico de ratos lesados. Os
autores usaram a quitosana revestida de sinvastatina, como enxerto no local da lesao,
conectando o nervo. Apos as analises pré-estabelecidas, verificou-se, apos 10 semanas
de implante, aumento no indice funcional do ciatico, aumento no potencial de agdo
muscular, velocidade de condug@o nervosa, espessura da bainha de mielina, aumento no
didmetro do axonio, aumento dos niveis de fator de crescimento endotelial vascular e
fator neurotrofico, concluindo que a quitosana preenchida com sinvastatina melhora a
regeneracdo nervosa periférica e a recuperacdo funcional em ratos lesados. Com base
nestes achados, pode-se verificar que a sinvastatina através de seus efeitos pleiotropicos

¢ eficaz na regeneragdo nervosa periférica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM

Foram utilizados 50 camundongos da linhagem Swiss, adultos, machos,
aproximadamente trés meses de idade, com peso médio de 40 gramas, oriundos do
Biotério da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) campus Florian6polis e
alocados no Biotério Setorial da UFSC campus Ararangua. Os animais foram mantidos

em gaiolas coletivas, recebendo agua filtrada e racdo ad libitum.

3.2 CALCULO AMOSTRAL

O célculo estatistico para definir o tamanho da amostra baseou-se no teste de

estimativas mostrado na formula descrita abaixo.

n= {[(zalfa + zbeta)*s]/sigma} 2

O teste baseia-se no calculo do intervalo de confiangca da diferenca entre as
médias ou entre proporcgoes (sigma), do desvio padrdo (s) do parametro alfa (Erro do
Tipo I: probabilidade aceitavel de encontrar uma diferenga inexistente) e do parametro
beta (Erro do tipo II: risco aceitavel de perder uma diferenca existente). Assim, partimos
dos seguintes pressupostos para o calculo do nimero de animais:

1. O valor de alfa sera fixado em 0,05. Assim o valor de zalfa, baseado na tabela de

z para distribui¢do bi-caudal ¢ de 1,96;

2. O valor de beta sera fixado em 0,10. Assim o valor de zbeta, baseado na tabela

de valores de z para distribui¢ao unicaudal ¢ de 1,28;

3. O valor da diferenca entre as médias dos grupos sera de 40% (baseado em dados

experimentais do nosso grupo de pesquisa). Experimentos bioldgicos tém



embutido um erro da ordem de 10 a 15% (resultantes de variacdes individuais,
erro no procedimento cirdrgico, erros de dosagem, dentre outros), diferencas
entre dois grupos que sejam menores que 20% do valor da média de cada grupo
podem aumentar a probabilidade de cometer erros tipo I ou tipo II;

4. O valor do desvio padriao serd em média de 35% do valor das médias (baseado

em dados experimentais do nosso grupo de pesquisa).
Assim, aplicando os valores a formula acima temos:
n= {[(1,96 + 1,28) * 35]/40} 2 = 8 animais

Definimos oito animais por grupo experimental nas metodologias citadas
anteriormente. Entretanto, em funcdo da incidéncia média dos modelos experimentais
utilizados (£80%), foi necessario uso de 10 animais em cada um dos grupos
experimentais submetidos a interven¢do e controle. Para os grupos sham e naive foram
utilizados 5 animais, devido a recomendagdo da Comissao de ética e experimentagao

animal (CEUA/UFSC — protocolo 8142240317 — Anexo A) .

3.3 LOCAL DO ESTUDO

Os experimentos foram realizados na ala cirurgica e comportamental do Biotério
Setorial da UFSC Ararangud e no Laboratorio de Autoimunidade e Imunofarmacologia

(LAIF), durante a fase clara do ciclo (7-19 horas).

3.4 DIVISAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

e Naive — (5 animais): Os animais deste grupo nao foram submetidos ao procedimento
cirargico e a nenhum tipo de tratamento;

e Sham — (5 animais): Os animais deste grupo foram expostos a incisdo cirurgica sem
realizagdo do esmagamento do nervo ciatico e sem nenhum tipo de tratamento;

e Controle — (10 animais): Os animais deste grupo foram submetidos ao procedimento
cirirgico com esmagamento do nervo cidtico, sem a utilizagdo da fotobiomodulacao
ou da sinvastatina.

e LLLT - (10 animais): Os animais deste grupo foram submetidos ao procedimento

cirirgico com esmagamento do nervo cidtico, associados a fotobiomodula¢do com
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660 nm, 10 J/cm?; Poténcia de 30 mW; Fluéncia de 10 J/cm?; Energia Emitida (E) =
0,6 J; Area do feixe 0.06 cm?; Energia total emitida= 16.8 J, tempo de exposi¢do de
20 s e tempo de exposi¢ao total = 560 s);

e Sinvastatina - (10 animais): Os animais deste grupo foram submetidos ao
procedimento cirargico com esmagamento do nervo cidtico, associados a
administracao por gavagem de sinvastatina (20 mg/kg);

e LLLT/Sinv - (10 animais): Os animais deste grupo foram submetidos ao
procedimento cirargico com esmagamento do nervo cidtico, associados a0 mesmo

protocolo de fotobiomodulacdo e da sinvastatina.

3.5 CONDUCAO DO EXPERIMENTO

A condugdo do experimento foi realizada de forma independente a fim de evitar
vieses durante as coletas e avaligdes. Sendo assim, os animais foram randomizados em
bloco para minimizar o viés.

Todos os animais foram manuseados e expostos aos tratamentos (real ou
placebo) para garantir o desenvolvimento do mesmo padrdo comportamental no
decorrer do experimento. Desta forma, os animais ndo pertencentes ao grupo
fotobiomodulacao, foram submetidos ao manuseio e aplicacdo do aparelho desligado
durante 20 segundos e os animais ndo pertencentes aos grupos tratados com
sinvastatina, receberam por via gavagem, uma solucdo de salina nas mesmas
concentragdes que os grupos tratados com sinvastatina.

Todos os equipamentos foram previamente testados e calibrados conforme a

orientagdo do fabricante.

3.6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.6.1 Modelo de lesdo do nervo ciatico

Os animais foram anestesiados com uma solucdo de cetamina a 10% (Syntec

do Brasil Ltda, Rhobifarma ™, Hortolandia, Sao Paulo, Brasil - 0,1 mL / 100 g de peso



corporal) e xilazina a 2% (Syntec do Brasil Ltda, Rhobifarma ™, Hortolandia, Sao
Paulo, Brasil - 0,07 mL / 100 g peso corporal), sendo administradas por via intra-
peritonial. Apds a anestesia, foi verificado se os reflexos de retirada da pata e da cauda
estavam ausentes e sO entdo os animais foram submetidos a tricotomia da coxa traseira
direita, de forma manual, e realizada a incisdo na face lateral do membro (bisturi
nimero 15, Embramed Industria e Comércio de Produtos Hospitalares ™, Sao Paulo —
SP). Apos a incisdo, os musculos gluteo maximo e biceps femoral foram afastados e o
nervo ciatico foi exposto e submetido ao esmagamento acima da divisdo dos trés ramos
principais (fibular, tibial e sural) , utilizando um dispositivo portatil de pinca regulavel e
previamente calibrada, com carga aplicada de 5000 g e area de esmagamento de 0,5 cm,
durante 10 minutos (figura 2) . Apds a lesdo, o nervo foi reposicionado em seu leito
seguido da sutura dos musculos e da pele (Tecnew ™, Quintino, Rio de Janeiro, Brasil).

Ao fim do procedimento cirrgico, o animal foi alocado em frente ao aquecedor
portatil para evitar hipotermia. Apos os efeitos da anestesia cessarem, os animais foram

devolvidos para o biotério e foram observados diariamente durante o periodo de 28 dias.

Figura 2 - Procedimento de esmagamento do nervo ciatico com a pinga regulavel e o
animal anestesiado. Fonte: Arquivo pessoal.

3.6.2 Fotobiomodulac¢ao na lesao do nervo ciatico

A fotobiomodulacdo foi realizada através do Laser de Baixa Intensidade
(Ibramed Equipamentos Médicos”,Amparo, Brasil), utilizando o laser de diodo

Aluminio Gaélio Indio Fosforo com comprimento de onda de 660 nm, 10 J/cm?,
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poténcia de 30 mW e area do feixe de 0,06 cm? com feixe continuo, 1 ponto de
aplicagdo, energia 0,6 J por dia e energia total emitida de 16,8 J (BARBOSA et al,,
2010a; BARBOSA et al., 2010b; DE SOUZA et al., 2018) durante 28 dias, sendo
aplicado acima da incisdo cirargica. A caneta foi posicionada em uma angulacao de 90°
em relacdo ao tecido cutdneo, sendo utilizada a técnica pontual com contato,
imediatamente apds a operacdo e nos 27 dias consecutivos nos grupo LLLT e
LLLT/Sinv (Figura 3).

Para a aplicagdo da fotobiomodulacao, foi utilizada a técnica de pega manual
pelo dorso do animal para todos os animais ¢ para os sete primeiros dias de pos-
operatdrio a pega manual foi realizada com menor intensidade a fim de evitar deiscéncia

da ferida operatoria.

Figura 3 — Imagem ilustrativa da aplicagdo da fotobiomodulagdo sobre a lesdo. Fonte:

Arquivo pessoal.

3.6.3 Sinvastatina na lesdo do nervo ciatico

Para a aplicacdo da sinvastatina, foi seguido o protocolo realizado por Xavier et
al., (2012), com aplicacdo de sinvastatina uma vez ao dia, 20mg/kg durante 5 dias
consecutivos imediatamente apos o procedimento cirargico. Neste estudo, a sinvastatina
foi diluida em 20 mL de solucdo salina e administrada via oral através da técnica de
gavagem.

Os animais submetidos ao tratamento por sinvastatina foram manuseados através

da técnica de pega manual durante cinco dias consecutivos, recebendo por via gavagem



a dose previamente determinada. Para os animais nao submetidos ao tratamento com
sinvastatina, os mesmos receberam a mesma concentragdo de solug¢do salina via

gavagem.

3.7 PROCEDIMENTO DE COLETA DE DADOS

3.7.1 Indice Funcional Do Ciitico

A avaliagdo da regeneracdo nervosa em animais ¢ um fator desafiador.
Geralmente, a recuperagdo das lesdes ¢ estudada através de técnicas de histologia e
morfometria. Contudo, esses métodos ndo permitem um entendimento funcional do
seguimento avaliado, como na lesdo do nervo cidtico. Os indices possuem uma
correlacdo direta com as andlises histologicas, sendo um método confidvel para
verificagdo funcional da regeneracdo nervosa (BARBOSA et al., 2010a; BARBOSA et
al., 2010b; DE SOUZA et al., 2018; MARCOLINO et al., 2009; MARCOLINO et al.,
2013; REIS et al., 2008; ; SONG et al., 2017; TAKHTFOOLADI et al., 2015 ; WANG
etal., 2014;; ZIAGO et al., 2017).

Para a avaliagdo funcional foi utilizado o Indice Funcional do Ciatico (Sciatic
Functional Index — SFI), proposto por Medinaceli, Freed e Wyatt em 1982
(MEDINACELI, FREED ¢ WYATT, 1982), que utiliza de um método de andlise
funcional da marcha que verifica o grau de lesdo e recuperacdo funcional do nervo
ciatico.

O IFC consiste em obter imagens da pegada do animal, através da utilizacao de
uma passarela onde as pegadas serdo transferidas para um pedago de papel ou
capturadas por camera e entdo analisadas, utilizando como pardmetro o comprimento da
pegada, o espalhar dos dedos e o espalhar intermediario dos dedos (MARCOLINO et
al., 2013; REIS et al., 2008) (Figura 4 e Figura 5). Os resultados variam de zero a -100,
que ¢ um indicador de funcdo nervosa, onde zero ¢ auséncia de disfuncdao e -100
significa disfun¢do completa, sendo os resultados confidveis quando comparados a

analises histoldgicas do nervo.
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Figura 4 - Representagdo dos parametros utilizados para calcular o IFC e IEC; IT:
abertura dos dedos intermediarios; PL: comprimento da pegada; TS: abertura total dos
dedos. Fonte: DE SOUZA et al., 2018.

Figura 5 — Imagem do animal através do Indice Funcional do Ciético apés conversio.
para o programa Image J. Fonte: Arquivo pessoal.

3.7.2 Indice Estatico Do Ciatico

Para avaliacio esttica foi utilizado o Indice Estatico do Ciatico (Static Sciatic
Index — SSI) no qual estudos vém demonstrando sua eficicia na avaliagdo da marcha em
ratos, sendo que, Takhtfooladi et al. (2015), utilizou o IEC para avaliar as pegadas do
animal quando o mesmo esta em posi¢do estatica, verificando que minimiza os vieses
decorrentes da velocidade da marcha no momento da avaliacdo, além de sugerir ser

mais preciso que o IFC através da analise dos resultados obtidos no estudo de Smit et al.



(2004) (Figura 6).

As impressdes foram registradas por uma camera de 8 megapixels, fixada sob
uma passarela de acrilico transparente com 43 cm de comprimento, 5,5 cm de altura e
8,7 cm de largura, tendo ao final uma casinhola de madeira. Os videos das pegadas
foram digitalizados pelo programa Kinovea™ para obtengdo das imagens das pegadas
(IFC). As imagens foram analisadas por meio do programa Image J™, para transformar
os pixels em milimetros e realizar o calculo dos pardmetros predeterminados na
avaliacdo do indice funcional do ciatico e indice estatico do ciatico. As impressdes das
pegadas foram obtidas no pré-operatdrio e apds 7°, 14°, 21° e 28° dias da lesdo inicial e
avaliadas pelas formulas do IFC e IEC propostas por Bain, Mackinnon e Hunter (1989)

e Bervar et al. (2000), respectivamente.

Figura 6 — Imagem do animal através do Indice Estatico do Citico. Fonte: Arquivo
pessoal.

3.7.3 Hiperalgesia Térmica Ao Calor

A avaliagdo da hiperalgesia térmica ao calor foi realizada através do aparelho de
Hargreaves® (UgoBasile, Comerio, Itilia), conforme previamente descrito
(HARGREAVES et al., 1988; FERNANDES et al., 2016) o qual possui uma fonte
luminosa de infravermelho irradiada diretamente na pata do animal. Inicialmente, os
animais foram ambientados na sala de experimentagdo por 1 hora antes do teste. A pata
direita traseira foi alocada exatamente abaixo da pata ipsilateral (que recebeu o estimulo

algogénico) e posteriormente ligada por um operador (figura 7).
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A laténcia de retirada da pata apos a aplicagdo do estimulo térmico foi medida
automaticamente através de um sensor. O tempo de 20 segundos foi determinado como
cut-off, a fim de evitar possiveis danos teciduais na pata dos animais. Foram realizadas
trés medidas do tempo de resposta, registradas em intervalos de 20 minutos. A fim de
determinar o limiar basal, todos os grupos foram avaliados antes do procedimento
cirargico. A avaliacdo da hiperalgesia térmica foi avaliada no dia 0,14°, 21° e 28° dias
pos-cirurgia, com exce¢do do 7° dia, onde um estudo piloto mostrou alto potencial de
deiscéncia da ferida operatoria devido ao manejo necessario para a realizagao da

avaliacao.
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Figura 7 — Imagem ilustrativa do animal durante a andlise da hiperalgesia térmica
utilizando o aparelho de Hargreaves®. Fonte: Adaptado de Baniki e Kabadi (2013).

3.7.4 Hiperalgesia Mecanica

O procedimento de avaliagdo da hiperalgesia mecanica foi por meio da
utilizagdo dos Filamentos de Von Frey® (VFH, Stoelting, Chicago, EUA) pelo método
de frequéncia de retirada (0-100%). Os animais foram alocados individualmente em
caixas de acrilico (9x7x11 cm) em plataformas de arame elevadas, as quais permitem o
acesso a superficie plantar da pata traseira direita dos animais (Figura 8). A frequéncia
da resposta de retirada foi avaliada apos 10 aplicagdes, com intervalo de 1 segundo. O
filamento 0,4 g foi configurado a partir de estudos anteriores para produzir uma
frequéncia de retirada média de cerca de 15%, adequado para medir a hiperalgesia

mecanica.
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Figura 8 — Imagem ilustrativa do animal recebendo o estimulo tatil através dos
filamentos do Von Frey®. Fonte: Adaptado de Deuis, Dvorakova e Vetter (2017).

3.7.5 Termografia

Para verificar a possibilidade de alteracdo na termorregulacdo do camundongo
apos o procedimento cirirgico e ao tratamento com fotobiomodulagdo e sinvastatina foi
avaliada a temperatura local por meio de uma cdmera termografica. A termografia
envolve a captura de fotos infravermelhas usadas para medir a temperatura corporal da
superficie periférica, verificando o fluxo sanguineo em diferentes regides do corpo
(MUFFORD et al., 2016). O fluxo sanguineo do camundongo aumenta na cauda e na
periferia, a fim de dissipar o calor, assim, a termografia se torna 1til para examinar a
termorregulagdo (MUFFORD et al., 2016).

No presente estudo foi utilizada a cdmera termografica FLIR C2 (FLIR®
Systems), com gama espectral de 7,5 — 14 um, resolu¢do espacial (IFOV) de 11 mrad,
sensitividade de 100 mK. A camera ¢ equipada com microbolometro nao refrigerado
com campo detector de 17 um, faixa de temperatura de -10°C a + 150°C, acuracia de +
2°C ou 2% a 25°C, frequéncia de imagem de 9 Hz e display de 320x240 pixels.
Emissividade foi ajustada para 0.95, temperatura refletida de 30°C. A camera foi
posicionada a 25 cm de distdncia do animal e as fotos foram analisadas por meio do
software FLIR Tools (FLIR®, Systems), com a escala de temperatura mantida de 20 a
40°C e realizadas no 0, 14°, 21° e 28° dias pos- cirurgia, com excegdo do 7° dia, devido

ao risco de deiscéncia da ferida (Figura 9).



21

Figura 9 — Imagem obtida através da utilizagdo da termografia. Fonte: Arquivo pessoal.

3.8 EUTANASIA

Apos os 28 dias de tratamento, a eutanasia foi efetuada pelo uso excessivo de
anestésico: Cetamina e Xilazina, seguindo as recomendacdes da Lei n. 11.794/2008, do
Decreto n. 6.899/2009 e¢ demais disposicdes legais pertinentes ao escopo da Lei n.
11.794/2008, ¢ das resolucdes do CONCEA, e o nervo foi recolhido ¢ alocado em

eppendorf com formaldeido para futuras andlises.
3.9 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média, sendo
analisados pelo ANOVA two way para modelos mistos seguido do pds-teste de
Bonferroni. A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Komogorov
Smirnoff. O valor alfa estabelecido foi de 5% considerando um valor de p<0,05 para
mostrar diferencas significativas entre os meios. Foi utilizado o software GraphPad

Prism® 8.0 (San Diego, CA, EUA).



4 RESULTADOS
4.1 INDICE ESTATICO E INDICE FUNCIONAL DO CIATICO
Na figura 10, observa-se os dados referentes a analise do indice estatico do

cidtico através do programa estatistico GraphPad Prism®, nesta analise verifica-se que

os dados obtidos estido dentro da normalidade considerando um alfa de 0.05.

indice Estatico do Ciatico

50+
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Figura 10 — Dados obtidos através da analise do indice estatico do ciatico, apresentando
as diferentes variagdes de um grupo para o outro, assim como, de uma avaliagdo para a
outra (dias).

Na figura 10, os dados referentes ao 7° dia de cada grupo demonstram a
efetividade da operagdo cirtirgica e do esmagamento do nervo ciatico nos grupos
operados. Tal caracteristica pode ser comparada aos dados dos grupos ndo operados a
fim de confirmar a efetividade cirurgica.

Observa-se que nos primeiros sete dias, os animais apresentaram valores mais

proximos de 100, compativeis com lesdo de nervo cidtico segundo os indices. Como
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exemplo, usa-se a comparagdo entre o grupo naive (nenhuma intervengao) € o grupo
controle (esmagamento sem tratamento) no 7° dia de pds-operatorio, onde ha diferenca
significativa entre os grupos com um p<0.05.

A comparagao grupo controle e grupo LLLT obteve diferenca significativa no
28° dia (p<0.05); grupo controle e grupo sinvastatina a partir do 14° dia (p<0.05); grupo
controle e grupo LLLT/Sinv sem diferencas significativas em nenhum dos dias
verificados segundo o IEC.

Para o grupo LLLT, a sua comparacdo com o grupo sinvastatina obteve
resultados positivos a favor do LLLT a partir do 21° dia de pos-operatorio (p<0.05) e
quando comparados ao grupo LLLT/Sinv ndo apresentou diferengas (p>0.05).

Para o grupo Sinvastatina, seus efeitos quando comparados ao grupo LLLT/Sinv
e ao grupo LLLT nao foram significativos (p>0.05).

Em geral, a intera¢do entre os efeitos observados nos grupos no decorrer das
avaliagoes ¢ de 13,94% da variancia total, ou seja, extremamente significativa.

Na figura 11 consta os dados referentes a andlise do indice funcional do ciatico.

indice Funcional do Ciatico

1001 )
Naive
504 Sham
controle
o 0- 0 LLLT
LL (1 Sinvastatina
=05 B LLLT/Sinv
-100-
-150-

Figura 11 - Dados obtidos através da andlise do indice funcional do cidtico,
apresentando as diferentes variagdes de um grupo para o outro, assim como, de uma
avaliagdo para a outra (dias).

Na figura 11, na comparagdo entre o grupo LLLT com o grupo Sinvastatina ¢

possivel verificar visualmente uma melhora significativa nos valores a partir do 21° dia



para o grupo LLLT, sugerindo regeneracdo nervosa quase completa do segmento
avaliado.

O grupo controle comparado ao grupo LLLT, obteve resultados estatisticamente
significativos a partir do 21° dia (p<0.05); grupo controle comparado ao grupo
sinvastatina e posteriormente ao grupo LLLT/Sinv sem resultados significativos
(p>0.05).

Para as comparagdes entre o grupo LLLT com o grupo sinvastatina, obteve-se
melhora significativa a partir do 21° dia (p<0.05). O mesmo ocorreu na comparagao
com o grupo LLLT/Sinv (p<0.05), comprovando estatisticamente que o LLLT ¢ mais
efetivo que as outras terapias a partir do 21° de pos-operatdrio, segundo o IFC.

No grupo sinvastatina, suas compara¢des com grupo LLLT e grupo LLLT/Sinv
ndo foram significativas (p>0.05), sugerindo deste modo, que a acdo isolada da
sinvastatina nao foi efetiva quando comparada a agao do LLLT.

A interagdo entre os efeitos observados nos grupos no decorrer dos dias ¢
extremamente significativa com um valor de 11,22% (p<0.05) da variancia total. A
influéncia dos grupos sobre os resultados ¢ de 16,59% (p<0.05) da variagdo total e a

influéncia dos dias sobre os resultados ¢ de 29,00% (p<0.05) da variagdo total.

4.2 HIPERALGESIA TERMICA AO CALOR

Os dados apresentados na figura 12, referem-se a analise realizada para verificar
a hiperalgesia térmica ao calor. Reducdes significativas na laténcia de retirada da pata
foram interpretadas como hiperalgesia térmica. Os dados obtidos com as andlises
demonstram que ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

A interacdo entre os efeitos observados nos grupos no decorrer dos dias ¢ de
4,73% da variancia total, sendo considerada ndo significativa (P: 0.8160). A influéncia
dos grupos sobre os resultados obtidos ¢ ndo significativa, possuindo 4,69% da
variancia total (P: 0.0840). Contudo, os valores diferem com o passar dos dias gerando
uma variancia total de 5,69% e um P: 0.0087 sendo considerado significativo.

Para a andlise de hiperalgesia térmica, verificando os dados obtidos com a
analise estatistica para todos os grupos, ndo se obteve melhora significativa (p>0.05) em
nenhuma das comparacdes e em nenhum dos dias de avaliagdo, sugerindo assim, que a

lesdo do nervo ciatico ndo ocasiona hiperalgesia térmica ao calor segundo os dados do



25

aparelho de Hargreaves.

Hargreaves
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Figura 12 — Dados obtidos através da analise da hiperalgesia térmica ao calor.

4.3 HIPERALGESIA MECANICA

A figura 13 apresenta os dados obtidos com a andlise de hiperalgesia mecéanica
verificada através do aparato de Von Frey® (VFH, Stoelting, Chicago, EUA). Verifica-
se através da andlise dos dados que ndo existe diferenca significativa entre os meios,
sendo que, os animais ndo apresentaram aumento ou diminui¢do da sensibilidade
mecanica durante o experimento.

Os extremos observados se deve ao fato de que alguns dos animais avaliados
nos grupos de interesse, apresentardo maior quantidade de retirada da pata quando o
estimulo mecénico foi aplicado, porém, quando os dados foram rodados, ndo apresentou
diferenca significativa.

A interagdo dos efeitos observados nos grupos durante os dias de avaliagao ¢ de
11,02% da variancia total, com um P: 0,1261. A influéncia dos grupos sobre os
resultados € de 0,71% da varidncia total, com um P: 0,8765 e a influéncia dos dias sobre
os resultados ¢ de 2,22% da variancia total, com um P: 0,2341, todas estas

caracteristicas sdo consideradas nao significativas.
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Figura 13 — Dados obtidos com a andlise da hiperalgesia mecanica.

4.4 TERMOGRAFIA

A figura 14 apresenta os resultados da termografia aplicadas aos grupos
experimentais. Para verificar a temperatura foi utilizado um ponto unico da pata e o
mesmo foi mensurado 3 vezes e a média foi calculada a fim de evitar vieses. Com base
nas analises foi possivel verificar que ndo houve diferenga significativa na temperatura
da pata no decorrer das avaliagdes (p>0.05). Contudo, os dias avaliados afetaram
diretamente sobre os resultados obtidos ao fim do estudo, com uma variancia total de

5,35% e valor de P=0,0096.



27

Termografia -D

40+
X Naive
Sham
s I Controle
LLLT 660nm

Sinvastatina
Sinvastatina/660nm

J—
=
—
—
—
1
—
—
—
H
—
s{‘{?

Temperatura
N
<

A A A A A AT A A A A A A

rrrr rrrr rrrnr rriri
0142128 0142128 0142128 0142128 0142128 0142128

Dias

Figura 14 — Dados obtidos com a analise da termografia.



5 DISCUSSAO

Os animais operados nao apresentaram complicagdes pds-operatorias como
autotomia e deiscéncia. Nenhuma perda foi registrada durante ou ap6s a cirurgia dos
animais, sendo entdo utilizados 50 animais como previsto anteriormente.

Durante os primeiros sete dias de lesdo, observaram-se alteragdes biomecanicas
nos animais. Os animais apresentavam dificuldades na deambulacio, apresentando
padrao flexor da pata, adugdo de metatarsos, descarga de peso na regido calcanea e
impossibilidade de realizar transferéncia de carga entre as patas. Estas caracteristicas
ocasionam uma aparéncia mais alongada da pata do animal, sendo compativel com
disfuncdo severa do nervo ciatico e evidenciando a efetividade cirurgica. Estes dados
podem ser confirmados através das analises do IEC e IFC ja relatadas. Geralmente, a
recuperacdo das lesdes ¢ estudada através de técnicas de histologia e morfometria,
contudo, esses métodos ndo permitem um entendimento funcional do segmento
avaliado, caracteristica esta presente no uso do IFC e do IEC.

Na avaliacdo através da termografia, hiperalgesia térmica e mecanica, o0s
resultados ndo foram satisfatorios, indicando que os métodos ndo configuram varidveis
de desfecho para avaliar a regeneragao do nervo ciatico.

Franco et al. (2019) relatou que durante o estresse infligido ao animal para as
avaliacdes, ocorre resposta hipertensiva mediada pela adrenal e pelos eixos hipotdlamo-
hipofise-adrenal, acompanhado por vasoconstricdo simpdtica, o que ocasiona queda
transitéria da temperatura nas extremidades do animal (pata, cauda), seguida de
vasodilatagdo e entdo aquecimento do local. Esta resposta, quando ocasionada
repetidamente, entra como mecanismo de alarme do animal, ou seja, o mesmo
desenvolve a resposta fisioldgica antes do manuseio propriamente dito. Sendo assim,
estas alteragdes fisiologicas advindas do estresse animal, podem interferir diretamente
sobre os resultados da termografia, dessa forma, todos os animais avaliados, sem
excecdes, foram submetidos aos mesmos tipos de protocolos (aplicagdo efetiva ou
placebo do LLLT e da Sinvastatina) para garantir que todos desenvolvessem a mesma
resposta durante as avaliagdes. No presente estudo, a termografia ndo obteve resultados
estatisticamente significativos no aumento ou redugdo da temperatura local da pata em
camundongos submetidos a lesdo do nervo cidtico, este dado pode ter sofrido influéncia

das alteragdes fisioldgicas do organismo animal em resposta ao estresse, mascarando o
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resultado das analises, além disso, sua nao efetividade pode se dar pela baixa
sensibilidade da camera e por uma acurdcia muito ampla.

Os efeitos positivos da fotobiomodulagdo sobre o processo de regeneragdo
nervosa estdo bem estabelecidos na literatura e incluem melhora na remodelacao do
colageno, modulacdo da expressao de fatores de crescimento, aumento no nimero de
fibras imaturas, redugdo de citocinas pro-inflamatérias e angiogénese. Contudo, ainda
ndo ha padronizagdo dos parametros da fotobiomodulacdo aplicados sobre a
regeneragcao nervosa, o que acarreta em resultados variados dependendo do parametro a
ser utilizado (ANDREO et al., 2018). Uma revisao sistematica realizada por Andreo et
al. 2017, objetivou padronizar os parametros utilizados na fotobiomodulagao para lesdes
do nervo ciatico, contudo, os dados ainda ndo sdo fidedignos e¢ necessitam de mais
estudos.

Os agentes fotobiomoduladores amplamente utilizados sdo o laser de baixa
intensidade e os diodos emissores de luz (LED), ambos possuem efeitos equivalentes ¢
o LED vem demonstrando efeitos positivos no alivio da dor e redugdo de processos
inflamatorios. Pigatto, Silva e Parizotto (2019) verificaram os efeitos da
fotobiomodulagdo LED sobre a nocicep¢dao aguda induzida por firmacos (formalina,
acido acético, cinamaldeido, capsaicina, mentol e soro fisiologico acidificado) em
camundongos Swiss. A fotobiomodulac¢do foi utilizada como um agente preventivo,
sendo aplicado 30s, 60s, 90s e 120s antes das administragdes farmacologicas para
inducdo nociceptiva. Os autores verificaram que o grupo submetido a fotobiomodulagao
60s antes do experimento, apresentou reducdo da dor nociceptiva neurogénica, assim
como, da fase inflamatdria. Todos os grupos apresentaram reducao da nocicepgao por
conta da administracdo da irradiacdo, além disso, respectivamente, os grupos 30s e 90s,
apresentaram efeito antiedematogénico e reducdo da migragdo de células inflamatorias.
Estes dados corroboram com o presente estudo quanto a efetividade da
fotobiomodulagdo e seus efeitos sobre a fase inflamatéria da lesdo, repercutindo em
uma cascata de efeitos positivos para a lesdo nervosa, tanto em sua regeneragao como
visto no presente estudo, assim como, na redu¢do do limiar nociceptivo como visto por
Pigatto, Silva e Parizotto (2019).

No presente estudo, observa-se que na analise do IEC, as diferengas
significativas entre os grupos foram observadas no 7° dia de pds-operatorio para todos

os grupos, com valores proximos a -100, caracterizando lesdo do nervo cidtico. Com as



analises obtidas com o IEC, o grupo tratado com fotobiomodulagdo obteve resultados
significativos sobre o grupo tratado com sinvastatina (p<0.05), tais resultados ndo foram
verificados nos grupos LLLT/Sinv e grupo sinvastatina isolada.

No estudo de Souza et al. (2018) verificaram os efeitos comparativos da
fotobiomodulacao (mesmos parametros utilizados no presente estudo) associados a
dexametasona (anti-inflamatorio glicocorticoide) e utilizardo o IEC, assim como, o IFC
para verificar a regeneragcdo funcional do nervo cidtico e constataram que o grupo
comparacdo LLLT/Dex foi mais efetivo que os demais grupos de acordo com o IEC,
apresentando resultados a partir do 14° dia de avaliagdo. J& para as analises do IFC, os
autores verificaram que o grupo LLLT isolado apresentou resultados melhores ¢ mais
significativos que o grupo LLLT/Dex para o IEC. No presente estudo, foram verificados
os efeitos de um farmaco diferente, porém, administrado com o mesmo intuito do
estudo de Souza et al. (2018), o de verificar sua acdo isolada e em conjunto com LLLT
na regeneracdo do nervo cidtico. Contudo, a sinvastatina ¢ um farmaco altamente
utilizado e possui facilidade de acesso e preco, o que a difere da dexametasona. E assim
como o estudo de Souza et al. (2018), verifica-se, de forma geral, que a
fotobiomodulagdo foi mais efetiva na regeneragdo do nervo ciatico de camundongos
submetidos a axonotmese, quando comparado aos demais grupos utilizados.

No presente estudo, os resultados obtidos com o IFC apresentaram efeitos
positivos do LLLT a partir do 21° dia de pds-operatorio, enquanto que, o grupo
sinvastatina e o grupo LLLT/Sinv ndo apresentaram resultados semelhantes quando
comparado a fotobiomodulagado isolada. Diferentes estudos verificaram através do IFC a
sua eficicia em comprovar os efeitos positivos da fotobiomodulacdo sobre a
regeneragdo nervosa. No estudo de Marcolino et al. (2013), os autores verificaram
recuperacdo funcional nervosa utilizando dois parametros diferentes, 40 J/ cm? e 80 J/
cm?, Akgul; Gulsov; Gulcur (2014) obtiveram recuperacao da funcionalidade utilizando
a fotobiomodulac¢do 650 nm de forma tardia, ou seja, a aplicacdo da irradia¢do ocorreu 7
dias ap6s a lesdo, da mesma forma que Medalha et al. 2012 que utilizou a 660 nm a 50
J/ ecm?. Contudo, dos Reis et al. (2009) observaram que a fotobiomodulagdo aumentou a
morfometria da espessura da bainha de mielina, mais ndo teve efeitos sobre a
funcionalidade do segmento avaliado. Sene et al. (2013) verificaram que a
fotobiomodulacao (830 nm) ndo acelerou a recuperagao nervosa e Dias et al. (2015) ao
associar fotobiomodula¢do (780 nm) com a proteina do latéx ndo encontraram

resultados significativos.
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Apesar de alguns estudos verificarem a nao efetividade da fotobiomodulagao
sobre a regeneragdo nervosa, os efeitos advindos desta terapia sdo amplamente
divulgados e possuem caracteristicas positivas, isto pode ser verificado através de 2
revisoes sistematicas recentes que objetivaram verificar os efeitos da fotobiomodulagao
sobre a regeneracdao nervosa, assim como, padronizar os parametros a serem utilizados
(ANDREO et al., 2017; ROSSO et al., 2018). Nas revisdes de Andreo et al. (2017) e
Rosso et al. (2018), apresentaram que a fotobiomodulacdo possui grandes resultados
sobre a regeneragao nervosa, contudo, os parametros especificos ainda ndo estdo bem
determinados.

O presente estudo verificou de forma inédita a comparacdo dos efeitos da
fotobiomodulagdo conjuntamente com os efeitos da sinvastatina, um farmaco
pertencente a classe dos inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-
CoA) da via do mevalonato. A sinvastatina vem sendo recentemente empregada como
tratamento para a regeneracdo nervosa devido a seus efeitos pleiotrdpicos, sendo uma
alternativa eficaz e de facil acesso, para o tratamento das lesdes do sistema nervoso
periférico. Ciric et al. (2018) verificou os efeitos da sinvastatina e da metformina sobre
as caracteristicas estruturais do nervo ciadtico em camundongos. Em suas andlises
verificaram que a sinvastatina reduziu significativamente o numero de fibras
mielinizadas danificadas no nervo ciatico dos camundongos, fator este, necessario para
a regeneracao nervosa. Em contrapartida, Ohsawa et al. (2016) objetivaram verificar os
efeitos da sinvastatina sobre a dor neuropdtica e verificaram que a sinvastatina inibe a
sinalizagdo da RhoA/ROCK, responsavel por ocasionar hiperalgesia e alodinia, sendo
assim, a sinvastatina desempenha um importante papel contra a dor neuropatica.

Esses dados corroboram com o presente estudo, onde os efeitos isolados da
sinvastatina quando comparados ao grupo controle, apresentam melhora significativa a
partir do 14° dia, segundo o IEC. Porém, na comparacao de seus efeitos isolados com o
grupo LLLT e grupo LLLT/Sinv, a mesma nao obteve resultados significativos.

Nas pesquisas que utilizam a fotobiomodulacdo sobre a lesdo nervosa, hd uma
grande variacdo dos parametros utilizados e poucos estudos foram realizados para
verificar o efeito da sinvastatina na lesao do nervo periférico, dificultando a comparagao
entre os resultados e a compreensao dos mecanismos envolvidos. Assim, novos estudos
sdo necessarios para verificar o uso da fotobiomodula¢do e da sinvastatina na lesdo

nervosa periférica e comparar seus efeitos quando associados em diferentes tempos e



doses de aplicacdo. Além disso, estudos clinicos sdo necessarios para traduzir os efeitos

do LLLT e da sinvastatina para o modelo humano.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que a fotobiomodulagdo se mostrou
mais eficaz quando comparado ao uso isolado da sinvastatina e também em suas agdes
conjuntas, obtendo resultados significativos apds o 21° dia de poOs-operatorio. A
sinvastatina apresentou resultados positivos quando comparada ao grupo controle, apds
o 14° dia de avaliagdo, contudo, a comparacdo com o0s grupos terapias ndo foram
significativas.

A lesdo nervosa realizada nao ocasionou hiperalgesia térmica no segmento
afetado, assim como, hiperalgesia mecanica e alteracdes termograficas. A
fotobiomodulagdo continua sendo a melhor escolha para lesdes do sistema nervoso

periférico.
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