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ARTIGO ORIGINAL

LASER DE BAIXA INTENSIDADE (830 NM)
NA RECUPERACAO FUNCIONAL
DO NERVO ISQUIATICO DE RATOS

ALEXANDRE MARCIO MARCOLINO, RAFAEL INACIO BARBOSA, Lais MARA SIQUEIRA DAS NEVES, THOMAS SELVAGGIO VINAS,
DaniLo TEixeira DE BARROS DUARTE, NiLTON MAzzer, MARisA DE CAssia REGISTRO FONSECA

Obijetivo: Avaliar o efeito do laser de baixa intensidade na me-
lhora funcional da marcha de ratos ap6s esmagamento do ner-
vo cidtico. Métodos: Foram utilizados 18 ratos divididos alea-
toriamente em dois grupos: controle (sham) e irradiado com
densidade de energia de 40J/cm?, em 21 dias consecutivos,
utilizando o laser 830nm (AsGaAl). Os animais foram submeti-
dos ao esmagamento do nervo ciatico direito com o dispositivo
portatil de peso morto e avaliados pelo “indice Funcional do
Ciatico” (IFC). As pegadas foram coletadas no pré-operatorio,
79, 142 e 212 dias pds-operatdrio. Resultados: Os resultados do
IFC foram significantes quando comparados 0s grupos no 72
e 14° dia pos-operatério (p<0,05). No 21° dia pds-operatorio
n&o houve diferenga entre os grupos. Na avaliac&o intra-grupos
houve diferenca entre todas as semanas avaliadas (p<0,01). Os
animais irradiados apresentaram melhora no padrao da marcha,
demonstrada pelos valores do IFC nos periodos iniciais, mas
ao final das 3 semanas, houve uma recuperagdo similar. Con-
clusao: A laserterapia de baixa intensidade mostrou ser eficaz
no estimulo da aceleragdo da regeneragdo nervosa do ciatico
de ratos apds esmagamento.

Descritores: Nervo ciatico. Sindrome de esmagamento. Terapia
a laser de baixa intensidade.

Objective: This study aimed to evaluate the effect of low-intensity
laser on functional improvement of the walking of rats after sciatic
nerve axonotmesis. Methods: We used 18 rats divided randomly in
two groups: control (Sham) and irradiated with an energy density
of 40J/cm? for 21 consecutive days, using 830nm laser (AsGaAl).
The animals were subjected to right sciatic nerve crushing by a
portable device and assessed by the “Sciatic Functional Index”
(SFI) at an acrylic platform through video recorded by a digital
camera. The footprints were collected preoperatively, and on the
7th, 14th and 21st postoperative days. Results: The results of the
SFI were significant when comparing the groups on the 7th and
14th postoperative day (p<0.05). On the 21st postoperative day
there was no difference between groups. There were intra-group
differences detected in each evaluated week (p<0.01). The irradi-
ated animals showed improvement in motion pattern, shown by
the SFI values in the initial periods, but after 3 weeks, there was
a similar recovery. Conclusion: The low-intensity laser has shown
to be effective in accelerating regeneration of the sciatic nerve of
rats after crushing.

Keywords: Sciatic nerve. Crush syndrome. Laser therapy, Low-
level.
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INTRODUGAO

As lesbes nervosas periféricas apresentam elevada incidéncia
dentre as lesdes trauméticas, ocasionadas por esmagamento ou
seccao, produzindo importantes incapacidades funcionais, po-
dendo determinar sequelas vitalicias. Essas lesbes podem ser
classificadas como neuropraxia, axoniotmese ou neurotmese.’
Sunderland?, subdividiu essas lesdes em cinco graus, levando em
conta as estruturas acometidas.

Diversas pesquisas véem sendo conduzidas com o objetivo de
determinar os parametros e tipos de estimulagédo que possam
acelerar a regeneracgao e a recuperagao funcional do nervo peri-
férico, visando minimizar futuras disfungdes. Dentre os recursos
fisioterapéuticos disponiveis, a laserterapia de baixa intensidade
tem sido utilizada em larga escala no &mbito experimental.® Es-
tudos demonstraram que este recurso promove modificagao nas
reagdes enzimaticas, pois interfere inibindo a sintese de prosta-
glandinas, além de inibir a liberagéo de autocoides. A laserterapia
de baixa intensidade também tem sido empregada na cicatrizagéo
de vérios tecidos, por promover um estimulo na microcirculagéo,
pela paralisagdo dos esfincteres pré-capilares, e consequente
vasodilatacéo de arteriolas e capilares. A angiogenese resultante
leva também a um aumento do fluxo sanguineo na &rea irradiada
e na producao de ATP celular ocasionando a aceleragao da ativi-
dade mitotica celular.*

De Medinacelli et al.?, propuseram o indice Funcional do Ciatico
(IFC) utilizado para a avaliagao do grau de lesao e da recuperacéo
funcional do nervo ciatico. O método utiliza uma passarela onde
as pegadas sdo impressas em uma tira de papel para andlise dos
parametros como, comprimento da pegada (PL), o espalhar dos
dedos (TS) e o espalhar intermediario dos dedos (IT).

Os dados obtidos através do registro das pegadas sao colocados
na seguinte equacao proposta por Bain et al.®

EPL — NPL ETS - NTS EIT-NIT

=-38.3X +109.5 X +133 % .
IFC 38.3 NPL 109.5 NTS 13.3 NIT 8.8
Onde:

IFC: Indice Funcional do Ciético
N = Normal

E = Experimental

PL = Comprimento da Pata

TS = Espalhar dos Dedos

IT = Espalhar dos Dedos Intermediérios

Monte-raso et al.”, avaliaram o método através de um software
especifico concluiram ser um método quantitativo, confiavel e re-
produtivel da condicao funcional do nervo cidtico de ratos.
Gasparini et al 8 estudaram o indice Funcional do Ciatico utilizando
uma passarela de acrilico, nas mesmas dimensodes da passarela
de madeira. As pegadas foram registradas por uma camara digital
e as imagens das pegadas avaliadas pelo programa de compu-
tador Image J®, para quantificar os pardmetros pré-determinados
por De Medinacelli et al.>°, e modificado por Bain et al.®

O objetivo deste estudo foi o de investigar os efeitos do laser de
baixa intensidade na recuperacao funcional da marcha de ratos
apds esmagamento do nervo citico.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 18 ratos (Rattus norvergicus: var. albinus, Roden-
tia, Mammalia), adultos, machos, com cerca de trés meses de ida-

de, pesando entre 280 a 310 gramas, da linhagem Wistar, oriundos
An RintArin Ceantral o alaradne na RinanAaanharia Aa Eariildada Aa

Medicina de Ribeirao Preto - USP. Os procedimentos experimen:
tais foram realizados no laboratério de Bioengenharia onde os
animais permaneceram mantidos em gaiolas coletivas, recebendc
ragdo comercial e agua ad libitum. Este estudo foi aprovado pele
Comisséo de Etica em Experimentag&o Animal da Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto — USP protocolo n® 103/2006.

Foi utilizado neste trabalho para o esmagamento do nervo is:
quidtico dos ratos, um dispositivo portatil de peso morto con
uma carga de 5000g aplicada por 10 minutos, esse dispositivo €
caracterizado por ser um processo de esmagamento mais rapido
facil e confiavel, quanto a carga utilizada. Este equipamento fo
confeccionado pela Oficina de Precisao da Prefeitura do Campus
de Ribeirao Preto da Universidade de S&o Paulo. O equipamentc
consta de uma plataforma para o apoio do animal (A), com ume
estrutura principal (B) que recebe o suporte de apoio para os
pesos aferidos (0,5 Kg, 1,0 Kg, 5,0 Kg, 10,0 Kg e 15,0 Kg) corr
eixo telescopavel (C), uma base de apoio para o nervo (D), eixo de
aplicacao de pressao (E), uma alavanca para acionar 0s pesos ¢
posicionar 0 nervo na base de apoio (F) e uma mola para mante!
a alavanca em equilibrio (G)."%"" (Figura 1)

Figura 1 - Dispositivo de Peso Morto, Pachioni et al.”’

Neste estudo foi utilizado um equipamento laser de diodo de Arse-
neto de Galio Aluminizado (GaAlAs), que emite um comprimentc
de onda de 830nm, com poténcia de 30mW, area do feixe de
0,116¢cm2 e com feixe continuo da marca lbramed® Equipamentos
Médicos.

Os ratos foram pesados e distribuidos aleatoriamente em dois
grupos de nove animais cada. Todos os animais foram subme-
tidos ao mesmo procedimento cirdrgico para esmagamento dc
nervo ciatico direito. O grupo 1 foi o Controle (Sham) e o grupc
2 foi irradiado com densidade de energia de 40 J/cm?, e Energie
emitida de 4,64 J.

A radiagao laser para o grupo irradiado foi realizada em 1 pontc
pré-determinado no ato cirlrgico sobre o local da realizagéo dc
esmagamento do nervo, com a caneta posicionada a 90° em re-

lagdo ao tecido cutaneo, utilizando a técnica pontual com contato
imadiatamanta anAce a Anararan o nAe 21 Aiae eriheanr iantac



utilizando o laser de diodo 830 nm. Foi realizada tricotomia diaria
antes da aplicagéo do laser. Os ratos foram sacrificados com uma
dose excessiva de anestésico apds o 21¢ dia pds-operatorio.

Foi usada uma passarela de acrilico (Gasparini et al.)® para a visua-
lizagédo da marcha, a qual foi flmada com o uso de uma camara
filmadora digital SONY®, modelo DCR-DVD 203, para posterior
andlise das pegadas no pré-operatério, 7, 142 e 212 dias pos-
operatorio. Apds a coleta, as pegadas foram analisadas pelo in-
dice funcional do ciatico, com a utilizagao do software Image J®
para quantificagéo dos parametros do IFC. A avaliagao utilizando
o IFC indica—se a fungao normal quando o indice for préximo de
0, e quando o indice aproxima-se de -100 é considerado uma
disfuncao total do segmento estudado. (Figura 2)

Figura 2 — Imagem da pegada captada pela cdmara filmadora SONY®,
cedida pelo laboratério de Bioengenharia da FMRP-USP, com delinea-
mento dos parémetros do IFC.

A analise estatistica dos valores obtidos pelo IFC, no grupo tratadc
e no controle, foi realizada pelo modelo linear de efeitos mistos
Este modelo considera como efeito aleatério os individuos e, comc
efeitos fixos, 0s grupos, 0s tempos e a interagao entre 0s mesmos
calculando: a média, o desvio padréo, o coeficiente de variacéo
O indice de confianga foi de 95%, com indice de significancia de
p < 0,05."

RESULTADOS

Na fase inicial do experimento 3 animais foram a 6bito apos &
cirurgia de esmagamento do segmento neural, provavelmente por
dose excessiva ou reacdo ao anestésico. Apesar disso, nesses
animais ndo havia nenhum sinal de infecgao e/ou deiscéncia de
sutura. No decorrer do experimento houve deiscéncia de suture
em 1 rato do grupo controle.

O procedimento cirlirgico e a aplicagao do laser foram tolerados
por todos 0s outros animais.

O registro das pegadas foi realizado nos diferentes periodos, pré:
operatério, 72, 142 e 212 dia pds-operatorio, totalizando 72 pega:
das. As imagens das pegadas foram avaliadas pela férmula dc
indice funcional do ciatico proposta por Bain et al.® Os resultados
do IFC dos 2 grupos estao descritos na Tabela 1.

Os resultados obtidos com o IFC dos dois grupos, em média fo-
ram: no pré operatério, controle -6,10 e o grupo irradiado -10,42
As médias obtidas no 72, 142 e 212 dias PO foram respectivamente:
grupo controle -92,94, -83,70 e -32,58 e para o0 grupo irradiadc
-82,85, -64,36 e -29,38. (Figura 3)

roe
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Figura 3 — Valores médios de IFC obtidos para os grupos desde o pré
operatorio até 21 dias de pos operatorio.

Tabela 1 - Média, desvio padréo (DP) e coeficiente de variagao (CV) do Indice Funcional do Cidtico (IFC), por grupo e periodo de pés-operatorio (PO).

Q17 e Q3= quartil 1 e 3.

Variavel Grupo Tempo n Média D.P. C.V. Min Q1 Mediana Q3 Max
Pré 9 -6,10 3,82 -62,71 -12,46 -7,83 -6,56 -3,29 -0,86
7dd 9 92,94 10,59 -11,39 -105,18 -100,64 -90,32 -88,74 -75,15
Controle
14dd 9 -83,70 8,04 -9,61 -97,62 -88,12 -85,75 -76,39 -73,95
- 21dd 9 -32,58 18,63 -57,17 -63,57 -39,87 -31,82 -14,09 -11,39
Pré 9 -10,42 4,19 -40,21 -19,93 -10,43 -10,00 8,17 -4,49
7dd 9 -82,85 6,15 -7.42 -92,67 -86,87 -81,50 -77,78 74,75
40 J/em
14dd 9 -64,36 6,60 -10,26 71,75 -68,90 -68,02 -60,71 -53,13
21dd 9 -29,38 5,86 -19,95 -35,46 -33,32 -31,03 -26,91 -17,25



A comparacao dos tempos analisados pelo indice funcional do
ciatico em cada grupo foi significante em todos os periodos.
(Tabela 2)

Tabela 2 - Comparagdo intra-grupos entre os tempos, com indice de
confianga de 95% e p < 0,05.

Grupo | Tempo | Tempo | Dif Ajust [I.CInf95% |I.C Sup 95% | p-valor
Controle Pré 7dd 86,84 77,86 95,82 < 0,01
Pré 14dd 77,60 68,62 86,58 < 0,01
Pré 21dd 26,48 17,50 35,46 <0,01
7dd 14dd -9,24 -18,22 -0,26 0,04
7dd 21dd -60,36 -69,34 -51,38 < 0,01
14dd 21dd 51,12 -60,10 -42,14 < 0,01
40 J/em Pré 7dd 72,43 63,45 81,41 < 0,01
Pré 14dd 53,95 44,97 62,93 < 0,01
Pré 21dd 18,97 9,99 27,95 < 0,01
7dd 14dd -18,49 -27,47 -9,51 < 0,01
7dd 21dd -53,47 -62,45 -44,49 < 0,01
14dd 21dd -34,98 -43,96 -26,00 < 0,01

Na anélise do indice funcional do ciético nos tempos pré-ope-
ratério, 79, 142 e 212 PO, na comparagéo intra-grupos, com in-
dice de confianca de 95% e p-valor (p<0,05), no 7° e 14° dia
PO houve diferenga estatisticamente significante, entre o grupo
controle e o grupo que foi submetido a irradiacao com laser de
pbaixa intensidade.

Em contrapartida, nao houve diferenca estatistica na comparagéo
entre o grupo controle e o grupo irradiado pelo laser, quando
avaliados no 212 dia PO. (Tabela 3)

Tabela 3 - Comparagoes entre os grupos em cada tempo (indice de
confianga de 95% e p < 0,05).

Tempo | Grupo Grupo Dif Ajust | I.C Inf 95% | I.C Sup 95% | p-valor
Pré Controle | 40 J/cm 4,32 -5,65 14,29 0,39
7dd Controle | 40 Jicm -10,09 -20,06 -0,12 0,04

14 dd Controle | 40 J/cm -19,34 -29,31 -9,37 < 0,01
21dd Controle | 40 J/cm -3,20 -13,17 6,77 0,53
DISCUSSAO

As lesdes nervosas periféricas ocasionam disfuncdes importantes,
podendo ocasionar sequelas vitalicias, dependendo do grau de
lesdo nervosa. Diversas pesquisas experimentais e clinicas tém
objetivado analisar 0 processo de regeneracao e a recuperacao
funcional nervosa com o auxilio de recursos terapéuticos, tais
como: estimulacéo elétrica'®, ultra som terapéutico™, e a laserte-
rapia de baixa intensidade. 31516

Neste estudo foi utilizado o rato como animal de experimentagao,
devido a maior facilidade de obtencéo, manuseio laboratorial, bai-
X0 custo e, além disso, pelo fato de existir na literatura um grande

ndmero de trabalhos com este modelo animal, possibilitando as
~AAMNAArarAaae antre Ae ractibadAe AhtiAAe 17

Estudos prévios utilizaram alguns métodos de esmagamento dc
tecido nervoso, tais como a maquina universal de ensaio, a pinge
de joalheiro, tendo essas a necessidade de ajustes constantes ne
carga a ser aplicada. Mazzer et al.'® relataram que com a Visco-
elasticidade do tecido nervoso, esses equipamentos estao sus-
ceptiveis a uma acomodagéo da carga aplicada. Ja o dispositivc
portéatil de peso morto que foi utilizado para o esmagamento dc
nervo ciatico dos ratos é caracterizado por ser um processo de
esmagamento mais rapido, facil e confiavel quanto a carga utiliza:
da. A carga de esmagamento utilizada neste experimento foi a de
50009 aplicada por 10 minutos, pois, de acordo com a pesquise
de Mazzer et al.™®, promove uma leséo tipo axoniotmese.

O laser de baixa intensidade é uma das modalidades bioestimu:
lantes mais utilizadas na reabilitagao na atualidade, o que tem
contribuido para o melhor entendimento de seus principios €
aplicabilidades.* Segundo Enwemeka'® a terapia laser de baixe
intensidade vem sendo amplamente utilizada nas condicoes de
processos cicatriciais, visando obter cicatrizacao tecidual mais
rapida. Seu éxito é sugerido as particularidades de respostas indu-
zidas aos tecidos, como diminuicdo do processo inflamatério, re-
dugéo de edema, aumento da fagocitose, da sintese de colagenc
e da epitelizacdo. A irradiacéo laser de baixa intensidade tem sidc
indicada também por acelerar a formagéo de novos vasos apos
lesdo tecidual.’® No entanto, as evidéncias cientfficas e clinicas
ainda s&o escassas e na maioria das vezes contraditorias, fatc
este que justifica a necessidade da realizagcao de novas pesquisas
envolvendo esse recurso terapéutico.

Rochkind®® descreveu alguns mecanismos do laser na recupe-
racao nervosa como: efeito imediato de protegao e aumento de
atividade funcional, manutencao da atividade funcional na lesac
nervosa em tempo excedente, influéncia da formagao de tecidc
cicatricial no local da lesao, prevencao ou diminuicao da dege-
neracao no neurénio motor correspondente na medula espinhal €
influéncia do crescimento axonal e da bainha de mielina.
Diversos estudos preliminares, tanto clinicos como experimentais
demonstraram que a laserterapia de baixa intensidade tem efeitos
positivos na regeneracao das lesdes do nervo periférico.3 1516212
Ja Bagis et al.%, ndo observaram efeitos benéficos da utilizagac
do laser de baixa intensidade nas lesdes nervosas.

Varios parametros: comprimentos de onda, densidade de energia
modo do pulso e poténcia do laser, estdo sendo utilizados pare
estimular a regeneracao e acelerar a recuperacao funcional dc
nervo periférico.32"?2 Nesta pesquisa foi utilizado o laser de baixe
intensidade, com comprimento de onda de 830 nm, 30mW e &ree
do feixe de 0,116 cm>.

As imagens das pegadas foram analisadas pelo indice funciona
do cidtico, na qual, alguns autores o avaliaram como sendo urr
método quantitativo, confiével e reprodutivel.” Para obtengao das
imagens das pegadas neste experimento foi utilizada a passarele
de acrilico, nas mesmas dimensdes da passarela de madeira
desenvolvida por Gasparini et al.®

A video-filmagem permite a captura em tempo real das pegadas
sem problemas como 0s escorregoes do rato sobre o papel que
leva a perda da impresséo, pois essas intercorréncias deformarr
a impressao da pegada, principalmente da pata lesada, dificul-
tando a visualizagao dos parametros do IFC. O método de video-
filmagem foi utilizado nesta pesquisa para registrar as imagens das
pegadas, sendo essas, avaliadas pelo programa de computador
Image J®, para quantificar os parametros pré-determinados pol
De Medinacelli et al.>%, e modificado por Bain et al.®

Neste estudo os animais foram irradiados por 21 dias, baseados
am arhadAe antarinrae Dea arArdA ~Aam ot idAaed ~ArmA A Ae Mo



te-Raso et al.”, apds o 212 dia pds operatério a recuperacao fun-
cional dos ratos apds esmagamento de nervo periférico, tratados
ou néo tratados estao préximo da normalidade, indo ao encontro
ao presente experimento, cujos indices foram semelhantes ao final
de 21 dias, independente do estimulo realizado.

No estudo de Oliveira et al.?, foi observado um alto grau de corre-
lacéo entre a recuperacéao funcional e a regeneragéo morfolégica
e morfométrica das lesdes do tecido nervoso periférico. De fato,
o IFC tem-se mostrado um instrumento bastante confiavel para
avaliar o processo de regeneragéo nervosa periférica, fornecendo
um valor numérico a fungao e permitindo uma analise estatistica
dos resultados.

Neste estudo, assim como no de Mendonga et al.'®, a avaliagéo
do IFC no pré-operatério ndo atingiu o valor 0 (zero), como se era
esperado, e sim uma oscilagdo proxima a -10.

Os resultados do IFC obtidos nesta pesquisa mostraram que a
recuperacao funcional obteve maior diferenca entre os grupos no
142 dia apds o esmagamento, indicando que o laser de AsGaAl
(830 nm) foi eficaz no estimulo da aceleracédo da recuperagéo
funcional dos animais estudados. Esses dados corroboram os
dados de outros estudos.??

Dos resultados obtidos no 7° dia, ndo houve diferenca entre os
grupos exceto quando comparados o grupo 1 e o grupo 2, ja no
21¢ dia nao houve diferenca entre os resultados do IFC.

Quando foi realizada a analise intra-grupos observaram-se dife-
renca estatistica dentre todos os periodos de todos os grupos
estudados com valor p< 0,01.

A anélise estatistica dos valores obtidos pelo IFC, através do
modelo linear de efeitos mistos, com intervalo de confianca de
95%, mostrou que o verdadeiro valor da diferenca media entre o
grupo controle e o irradiado no 14° dia PO, esteve entre -29,31 e
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-9,37 com p> 0,01. Como o valor 0 (zero) ndo estava presente
no intervalo ha indicios que existiu diferenca entre os grupos. E
possivel indicar ainda que, tanto no 72 e no 142 dia PO, o grupc
submetido a irradiagéo com laser de baixa intensidade apresentol
melhores valores do IFC e consequente recuperagao funcional de
marcha dos animais.

Portanto, comparando os resultados obtidos, o grupo irradiado
que utilizou Energia emitida de 4,64 J, mostrou ser mais eficaz
quando comparado com o grupo controle.

Na literatura existe um grande nuimero de pesquisas com o la:
ser de baixa intensidade, poréem, ndo ha uma padronizagdo dos
parametros empregados e a falta de dados nos trabalhos encon-
trados dificultou a comparagao dos resultados e o entendimentc
de alguns mecanismos envolvidos. Dessa forma, tornam-se ne-
cessarias novas pesquisas com o intuito de verificar a importancic
e a dependéncia entre cada um dos parametros do laser, bern
como as possiveis influéncias exercidas nas respostas biolégicas.
podendo assim melhorar a especificidade da laserterapia e tam-
bém a elaboracéo de protocolos com tratamentos mais seguros
e eficazes.

CONCLUSAO

Este estudo, nos parametros analisados, sugeriu que a utilizagac
do laser de baixa intensidade (830 nm) foi eficaz na aceleragac
da recuperacdo da marcha nas primeiras 2 semanas, dos ratos
apos esmagamento do nervo isquidtico.
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