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Resumo

Objetivo: Analisar os efeitos do laser de baixa intensidade sobre a regeneracao
de células do sistema nervoso central, ap6s lesao medular traumatica. Métodos:
Foram utilizados 20 ratos wistars, divididos em cinco grupos. Foi lesionada, por
meio de cirurgia, a regido de T8, expondo as meninges e ocasionando um trauma
medular compressivo com a queda de um peso de 39 g que comprimiu a medula
espinhal. A laserterapia foi aplicada sobre a dimensao da ferida suturada, por
um periodo de 21 dias, em dois animais por grupo, sendo X1 o grupo controle;
X2 aplicagao de 4]/cm2; X3 aplicacao de 10 J/cm2; X4 aplicacao de 15 J/cm2 e X5
aplicagao de 20 J/cm?2).. Resultados: Na andlise de células observou-se que todas
apresentavam 75% de linfécitos na fase aguda, a presenga de neutréfilos em 75%
nos grupos X1 e X5, enquanto nos grupos X2 e X3, 25% de células inflamatorias.
Conclusao: Constatou-se que a aplicagao de laserterapia é um método nao invasi-
vo que pode auxiliar na resolu¢ao do processo inflamatdrio e edematoso na lesao
medular, prevenindo sequelas maiores decorrentes do trauma.

Descritores: Medula espinal;Laser; Regeneragao.

Abstract

Objective: To analyze the effects of low intensity laser on the regeneration of cells
in the central nervous system after spinal cord injury. Methods: 20 rats Wistars
divided into five groups. Was damaged through surgery, the region of T8, expos-
ing the meninges and causing a compressive spinal cord trauma with the fall of a
weight of 39 g which compressed the spinal cord. The laser therapy was applied
on the size of the wound sutured, for a period of 21 days in two animals per
group and the control group X1, X2 4]/cm2 application, application of 10 J/cm2
X3, X4 application of 15] / cm2 and X5 application of 20 J/cm2) .. Results: Analysis
of cells showed that all had 75% of lymphocytes in the acute phase, neutrophils
in 75% in the groups X1 and X5, while groups X2 and X3, 25% of inflammatory
cells. Conclusion: We found that the application of laser therapy is a noninvasive
method that can assist in the resolution of the inflammatory and edematous in
spinal cord, preventing major sequelae caused by trauma.

Key words: Laser; Regeneration; Spinal cord.
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Introducdo

A lesdo medular (LM) consiste em qual-
quer tipo de lesdo que ocorra nos elementos
neurais do canal medular, que resulta em défi-
cits neurolégicos graves e de longa duragao"?2.

O surgimento da lesao medular é abrupto,
em decorréncia de fraturas, luxa¢des ou ferimen-
tos na medula espinhal, e resulta em secgao ou
dilaceragdo, parcial ou completa, dos feixes nervo-
sos, responsaveis pela regulagdo das fungdes res-
piratdria, circulatdria, excretora, sexual, térmica e
é a via condutora de estimulos motores e sensitivos
aferentes e eferentes entre a periferia e o encéfalo®.

Santos et al (2003)* descreveram que das le-
sOes traumaticas da coluna vertebral, aproxima-
damente 55% ocorrem na coluna cervical, 15% na
toracica, 15% na toracolombar e 15% na lombosa-
cral. Nos Estados Unidos cerca de 10 mil pessoas
por ano, principalmente jovens e adultos sadios,
tornam-se tetraplégicas ou paraplégicas em con-
sequéncia de lesdo da medula espinal.

As alteragoes significativas da LM de motri-
cidade e sensibilidade danificam uma rede neural
complexa que implica na dependéncia de tercei-
ros para o desempenho de atividades, antes tidas
como corriqueiras, e outras mais intimas™

A lesdo pode ser completa, quando atinge
todas as vias motoras e sensitivas, e incompleta
quando compromete somente algumas vias mo-
toras e/ou sensitivas. Podem ser também classi-
ficadas didaticamente como lesdes traumaéticas,
quando alguns neurdnios sdo mortos e axénios
rompidos, em razdo do grau do trauma, ou nao
traumaéticas, que englobam doencas congénitas,
degenerativas, tumorais, infecciosas, neuroldgi-
cas, sistémicas e vasculares®.

Trabalhos na drea epidemioldgica sdo de
grande relevancia na lesdo medular, em razao
da multiplicidade etiolégica que varia, no es-
paco e no tempo, como em situagdes de paz e
guerra. A identificagdo das causas que originam
o trauma medular desempenha um importante
papel na separagao das agdes preventivas, tais
como o mergulho em dguas rasas ou em pisci-
nas, daquelas que ndo permitem a profilaxia® .

O aumento do contingente de deficientes
fisicos, especialmente o dos portadores de lesdo
raquimedular, é um fato alarmante no mundo
atual. Na maioria dos casos, essas lesdes tém
origem traumatica, sendo as causas externas
mais frequentes no Brasil, o ferimento por arma
de fogo, acidente automobilistico e a queda.
Constitui fatalidade de grande proporcao ao ser
humano, pois, além do problema fisico, acarreta
perda da independéncia, em vérios aspectos, e
destruicado da autoestima*>”.

A maioria dos pacientes apresenta melhora
a partir da primeira semana e vai até o 6° més do
trauma. A possibilidade de melhora espontanea,
no entanto, diminui apés o 6° més. Estratégias
de reabilitagao instituidas precocemente podem
minimizar a incapacidade de longo prazo. Os
sintomas dependem do nivel da lesdo, da exten-
sdo e do tempo do acometimento, sendo classi-
ficadas como completa, quando as fungdes mo-
toras e sensitivas encontram-se interrompidas
abaixo do nivel do trauma, e incompleta quando
existe fungdo motora e/ou sensitiva preservada
abaixo da lesao®.

A lesao ao tecido medular provoca dois
efeitos distintos: primario ou mecanico, de-
correntes da lesdo traumatica mecanica aguda
que lesa e comprime os elementos neurais e
independe dos mecanismos celulares, e secun-
dério ou isquémico, em razdo de lesdes adi-
cionais, resultantes de uma cascata de eventos
que envolvem o edema, alteragdo da perfusao
e do fluxo sanguineo, fatores de crescimento,
influxo celular de célcio, peroxidagao lipidica
e, por fim, necrose tecidual, que sdo eventos
biolégicos desencadeados em decorréncia do
trauma inicial®!0 11121314,

A aplicacdo de laser de baixa poténcia tem
sido utilizada para uso terapéutico na produgao
e/ou inibi¢do de mediadores envolvidos nos pro-
cessos inflamatérios e para promover a matura-
¢do neural e regeneracao, apos nervo lesado®.

Os efeitos nao térmicos produzidos pela ra-
diacdo de baixa poténcia sdo amplamente discu-
tidos, pois, de certo modo, ndo sdo conhecidos to-
dos os mecanismos nem todos os elementos que



participam da conversdo da energia luminosa em
energia bioquimica, capaz de gerar processos tao
discutidos como o analgésico ou o regenerativo'®.

A terapia com raios laser de baixa poténcia
€ uma técnica capaz de acelerar o processo de re-
paragdo de tecidos biologicos traumatizados. Os
mecanismos que envolvem o processo de bioesti-
mulagao ocorrem em nivel molecular. A luz laser
penetra o interior do tecido, sendo absorvida por
determinados croméforos, o que resulta no au-
mento do metabolismo celular, em decorréncia do
aumento da sintese de ATP pelas mitocondrias" .

A aplicacdo do laser de baixa poténcia em
determinadas patologias cutdneas possui a capa-
cidade de estimular a proliferagdo de fibroblas-
tos, além de diminuir o edema local, favorecen-
do a neovascularizacdo o que poderd também
contribuir para a regeneragdo neural'®".

Os efeitos benéficos da terapia por raios
de baixa poténcia sobre o tecido cutaneo ja sao
conhecidos de longa data. De fato, a irradiacao
laser, principalmente do laser derivado dos ga-
ses Hélio e Neodnio (HeNe), tem sido usada em
diferentes disciplinas médicas para promover a
regeneragao epitelial®? .

Esse trabalho teve como objetivo verificar
a influéncia do laser de baixa poténcia na fase
aguda poés-lesdao medular por meio da analise
histolégica do tecido lesionado.

Materiais e métodos

Animais de experimentac¢do

A amostra foi composta de 20 ratos machos
adultos (de linhagem albina), Wistar, com peso
corporal variando entre 200 a 300 gramas, pro-
venientes do Biotério da Pontificia Universidade
Catolica do Parana- PUCPR.

Todos os procedimentos experimentais fo-
ram realizados de acordo com as normas do Colé-
gio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

O projeto foi aprovado pelo Comité de
Ftica e Pesquisa da Universidade Nove de
Julho-UNINOVE com o ntimero de protocolo:
ANO0014/2009, seguindo a resolucéo 196/96.

Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados com 80
mg/kg de xilasina e 50 mg/kg de cetamina, in-
traperitoneal, cinco minutos antes dos experi-
mentos. Confirmado o efeito da anestesia, por
meio da compressao da cauda sem resposta mo-
tora do animal, o dorso foi submetido a tricoto-
mia ampla e antissepsi.

O ato cirtirgico constituiu-se de uma inci-
sdo na linha media dorsal, tendo como referén-
cia os processos espinhosos da oitava a décima
terceira vertebral, em cerca de 5 cm de pele e te-
cido celular subcutaneo, seguida do afastamento
subperiostal da musculatura paravertebral, com
uso de lamina de bisturi n° 11. Apds essa exposi-
¢30, a nona e décima vértebra toracica (T9 e T10),
foram identificadas por meio de contagem dos
arcos costais e os elementos posteriores dessas
duas vértebras removidos (laminectomia), sem
lesionar o saco dural.

Para a lesdo da medula foi utilizado um
peso compressivo de 39 gramas, liberado de
uma altura de 5 cm, sobre a medula exposta,
durante 5 minutos, comprimindo a medula es-
pinal. Apés a produgdo da lesdo, o animal foi
removido do local onde ocorreu a lesao, e a feri-
da suturada com fio de mononadilon 5.0, em um
tnico plano, com pontos separados.

Aplicag¢éo do laser

A aplicacdo da laserterapia foi iniciada
ap6s a sutura da ferida, sendo dividida a pes-
quisa em cinco grupos, tendo dois animais por
grupo, o X1, X2, X3, X4 e X5, consistindo o X1 o
grupo controle; X2 na aplicagdo de 4J/cm2; X3
na aplicagdao de 10 J/cm2; X4 na aplicagdo de 15
J/em?2 e X5 na aplicacao de 20 J/cm?2), sobre a di-
mensao da ferida suturada, por um periodo de
21 dias, de laser de marca Ibrate, com compri-
mento de onda 904 Nm, poténcia do aparelho de
40 mW, Spot de 0,7 mm de didmetro.

Os cuidados poés-operatérios incluiram
inspecao da ferida e expressdo vesical a cada
oito horas, pelo método de Credé, que consiste
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em uma massagem sobre a bexiga do animal, fa-
cilmente palpavel quando distendida.

Os animais receberam 42 mg/kg de mor-
fina, 500mg/kg de cefalotoxina por via subcuta-
nea para prevenir o quadro algico pés-cirtrgico
e infeccioso, e limpeza diaria da ferida com po-
vedine, sendo coberta com gaze e prendida por
esparadrapo.

Eutandsia

Os animais foram submetidos a eutandsia
com dose letal de Thiopental sédico (100 mg/kg
de peso), administrada por via intraperitoneal e,
em seguida, retirou-se a parte da medula espi-
nhal para anélise histolégica.

Procedimentos histolégicos

Para andlise histolégica, as pecas foram co-
locadas em formol a 10%, para fixacao do material,
por um periodo de 24 horas, seguidos, posterior-
mente, de banho de 4lcool a 50%, 70%, 90% e 100%,
durante 30 minutos cada, sendo, em seguida, colo-
cados em Alcool-Xilol e Xilol. Depois as pegas fo-
ram incluidas em parafina e, a seguir, cortadas em
micrétomo marca Leica em 20 microns.

Andlise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizada uma
analise descritiva com o software Origin 7.0 for
Windows, utilizando-se p< 0,05.

Resultados

Na andlise histolégica, observamos o esta-
do do tecido lesionado, quanto a sua morfologia
e estruturas. Foi verificado, quanto ao exsuda-
to Protéico, que o grupo controle (X1), o grupo
aplicado 4 J/cm?2 (X2) e o grupo de 20J/cm2 (X5)
obtiveram resultado de edema severo, enquanto
o grupo X2 de 4] e grupo X3 de 10] obtiveram
como moderado. E por fim o grupo X4 de 15]
teve como resultado o exsudato protéico intenso.

Quanto a  distribuicado das fibras
(Fibrocartilagem/Elastica), o grupo X1 e o X4 ob-
tiveram resultado intenso e irregular, enquanto
0s grupos restantes apresentaram resultados di-
ferentes — X2, moderado e regular; X3, intenso e
regular e X5, severo e irregular. Ou seja, apenas
nos grupos X2 e X3 as fibras foram distribuidas
regularmente.

Os resultados quanto a hiperemia foi mar-
cada pela quantidade de fluxo sanguineo de ma-
neira intensa nos grupos X1, X2 e X4, enquanto
nos grupos X3 e X5 a quantidade mostrou como
sendo severa. Portanto, ndo obteve resultado de
hiperemia moderada.

Conforme analisadas as células inflama-
torias, os grupos X1, X3 e X5 mostraram como
sendo polimorfonucleares do tipo moderada,
enquanto os grupos X2 e X4 apresentaram como
resultado as células polimorfonucleares do tipo
intensa. Entretanto ndo obtiveram resultados,
sendo denominadas as células do tipo severas.

Quanto a necrose tecidual, foi considerada
difusa e intensa em trés grupos, sendo eles X1,
X4 e X5. Ja nos grupos restantes obteve resulta-
dos diferentes, como no grupo X2, que foi consi-
derada focal e intensa, e no grupo X3, como focal
e moderada.

As fibras ganglionares ou células nervosas
obtiveram diversos resultados, tais como no gru-
po X1, onde foram consideradas como moderada,
nos grupos X2 e X5, como severa, e, por fim, nos
grupos X3 e X4, como resultado de forma intensa.

E, por tltimo, a neovasculariza¢do no grupo
X1 e X5 foram consideradas severas, enquanto nos
grupos X2 e X4 moderada e, finalmente, no grupo
X3 a neovascularizacao foi considerada intensa.

Na anélise histoloégica, mostrada na fi-
gura 1, foi observada a presenca de linfocitos
em todos os grupos em porcentagem de 75%.
Verificou-se a presenca de plasmécitos em 25%
nos grupos X1, X2, X3 e X5, enquanto o grupo X4
apresentou 75%. Os macréfagos estiveram pre-
sentes nos grupos X1, X2, X3 e X5 em 25%, e no
grupo X4 em 50%. Os neutréfilos nos grupos X1
e X5 em 75%, nos grupos X2 e X3 em 25% e no
grupo X4 em 50%.



Na figura 2 e tabela 1 estdo dispostos os
valores da média e erro-padrdo da amostra es-
tudada - linfécitos, 75+0.0; plasmdcitos, 40+10.0;
de macroéfagos, 30+5.0; neutroéfilos, 50+11.18; eo-
sindfilos, 15+10.0 e basofilos, 25+11.18. Na estatis-
tica houve uma significancia p<0,0001, F=8.807.

Discussao

Conforme os dados coletados ma realiza-
¢do dessa pesquisa, necrose e edema foram os
tnicos achados encontrados em todos os ratos e
em todos os grupos. Na zona de lesdo, a necro-
se esteve presente em 11 (91,6%), ratos e o ede-
ma em 10 (83,3%) ratos, o que corroborou com
os resultados encontrados por Tebet et al 2003*.
Em seu estudo, a necrose foi intensa em apenas
quatro grupos, enquanto em os outros grupos
foi moderada. O edema foi intenso em apenas
um grupo de estudo.

Foram raros os casos de infeccdo nas 48
horas ap6s o experimento e apds 48 horas do
trauma. No segmento medular imediatamente
distal a lesdo, mostra-se que o tecido estd abso-
lutamente normal, enquanto apenas os grupos
X2 e X3, respectivamente com valores de 4] e
10], obtiveram as fibras distribuidas regular-
mente, sendo alguns animais mais acometidos
do que outros.

Conforme Moore (1992)2 e Thomas
(2000)*, apds a lesdo medular experimental,
todos os animais apresentaram déficit proprio-
ceptivo, e nenhum recuperou totalmente essa
funcédo; além disso afirmaram que a proprio-
cepgdo é o primeiro parametro neurolégico a
ser afetado, logo no inicio das doencas neurolo-
gicas, e que, na recuperagao, é o ultimo a retor-
nar a normalidade.

Dusart e Schwab (1994)® afirmaram que,
durante o desenvolvimento da resposta inflama-
toéria, ha um influxo de neutréfilos que atingem
niveis maximos em poucas horas, o que pode ser
esclarecido em nosso estudo pelo grupo de 15].

No estudo proposto de Schnell et al (1999)*
obteve-se diferentes padrdes de intensidade da

Percentagem em Células

1900ral
1900ral
1900ral
1900ral

1900ral

Valor Porcentagem

1900ral
1900ral

1900ral

1900ral
Controle 1/4J 1/10J 11154 1/20J
Valor da Densidade adiministrada

Linfocitos m Eosinofilos

Plasmocitos m Basofilos

u Macrofagos B Células Mistas

® Neutrofilos

Figura 1: Andlise histolégica dos grupos
estudados

Células teciduas

Valores em Porcentagem

Figura 2: Porcentagem da andlise
histolégica

Tabela 1: Valores de média e erro-padréo,
encontrados no estudo

Média ["):Z‘:::) pi’d'r“ao Méx | Min
Linfécitos 75 0 0 75 75
Plasmécitos 40 2,236 10 25 75
Macréfagos 30 1,118 5 25 50
Neutrofilos 50 25 1,118 25 75
Eosinofilos 15 2,236 10 0 50
Basofilos 25 25 1,118 0 50
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inflamagdo, com lesdo mecénica no encéfalo e
na medula espinhal de ratos mostraram uma
marcada diferen¢a no nidmero e distribuicao de
neutrofilos recrutados na drea da lesdo apds um
dia, enquanto no encéfalo, essas células estavam
restritas as margens da lesdo e, em pequena
quantidade, na medula espinhal houve intensa

infiltracdo no parénquima medular.

Conclusdo

Pode-se concluir que a aplicagdo de la-
serterapia é um método nao invasivo que pode
auxiliar na resolugdo do processo inflamatério
e edematoso na lesdao medular podendo, dessa
maneira, prevenir sequelas maiores decorrente

do trauma.
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