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Resumo

Objetivos: Comparar os efeitos terapéuticos do ultrassom terapéutico e laser de
baixa intensidade no tratamento de lesdo do nervo cidtico em Rattus norvegicus.
Métodos: Utilizaram-se 15 ratos, divididos em trés grupos: GC: nao submetido
a lesdao e a nenhum tratamento; GU: submetidos a lesao do nervo ciatico e trata-
do com UST, e GL: submetidos a lesdao do nervo ciatico e tratado com laser 904
nm, durante 21 dias. Realizou-se avaliacao pelo IFC, mediante pegadas coletadas
no periodo pré-operatério, 79, 14° e 21° dias PO. Resultados: A comparagio dos
valores do IFC entre os trés grupos apontou diferenca significativa entre o GU
e o GL, durante os 21 dias de tratamento, com p<0,05. Conclusao: A radiacao
do laser GaAs (904 nm) de baixa intensidade foi mais eficaz sobre a regeneracao
neuromotora dos ratos de linhagem Wistar, apds axonotmese em comparacao a
terapia ultrassonica.

Descritores: Laser; Nervo ciatico; Ultrassom.

Abstract

Objectives: To compare the therapeutic effects of therapeutic ultrasound and low
level laser therapy in the treatment of sciatic nerve injury in Rattus norvegicus.
Methods: A total of 15 rats were separated into three groups, as follow: GC: not
subjected to injury and no treatment administered; GU: underwent sciatic nerve
injury and treated with UST; and GL: submitted to sciatic nerve injury and treated
with'a 904 nm laser during 21 days. Evaluation was conducted }; FC, through
the footprints collected preoperatively and postoperatively on the 7, 14" and 21+
days. Results: Comparison of the SFI values between the three groups indicated
a significant difference between GU and GL during the 21 days ot treatment, with
p<0.05. Conclusion: Radiation from the low-intensity GaAs laser (904 nm) was
more effective compared to ultrasound therapy, on the neuromotor regeneration
of the Wistar rat lineage having suffered axonotmesis.

Key words: Lasers; Sciatic nerve; Ultrasound.



Introducédo

A periferia nervosa é alvo frequente de
lesdes traumaticas, por meio de modos lesivos,
como o esmagamento, a compressido, o estira-
mento, a avulsdo e a sec¢do parcial e total, que
resultam na parada da transmissao de impulsos
nervosos e diminui¢do ou perda da sensibilida-
de e motricidade no territério inervado'.

O esmagamento produz alteracbes estru-
turais do nervo, variando a intensidade aplicada.
Dentre essas, estao as modificacOes estruturais
das fibras nervosas, que acarretam a desorga-
nizacdo dos envoltérios neurais, inclusive da
bainha de mielina, tendo como consequéncia a
deteriorizacdo da fungao nervosa*®. Diante dis-
so, Bennett e Xie * propuseram um modelo de
compressao do nervo isquiatico que reproduz a
sintomatologia observada em humanos com cia-
talgia. Varias pesquisas vém sendo realizadas
sobre o efeito de recursos eletrotermofisiotera-
péuticos na recuperagdo do nervo em questao*.

Sdo numerosos os fatores que influenciam
a regeneragdo da fibra nervosa lesada, como a
natureza e o nivel da lesdo, o tempo de desner-
vacdo, o tipo e didmetro das fibras nervosas afe-
tadas, a idade do sujeito e outras variaveis indi-
viduais. O que torna a recuperagao morfolégica
e funcional apds uma lesdo nervosa raramente
completa e perfeita, apesar da aplicacao de téc-
nicas modernas e sofisticadas de reconstrucao?®.

Dentre alternativas para tratamento de
lesdo do nervo ciatico, estd o procedimento ci-
rurgico, mas frequentemente os resultados estiao
aquém do esperado. O baixo resultado funcional
alcangado com métodos cirdrgicos tem motiva-
do a busca de alternativas nado invasivas como
forma de tratamento complementar para lesdes
do nervo periférico®.

Em meio aos recursos fisioterapéuticos
disponiveis, a laserterapia tem sido utilizada em
larga escala no ambito experimental. Estudos
demonstraram que esse recurso promove o au-
mento do potencial elétrico transmembrana da
mitocOndria, ativando a sintese de ATP. Além
disso, constatou-se que apos a irradiacao de cul-

tura de células musculares (632 nm, 6 J/w?220
mW) havia uma aceleracdo no nivel de um fator
neutréfico que influenciaria a sobrevivéncia e
regeneracao de neurdnios simpaticos e sensiti-
vos do sistema nervoso periférico®.

Outrossim, estabeleceu-se um protocolo
de tratamento com ultrassom terapéutico, por
meio de estudos pioneiros que reproduziram
uma lesdo compreensiva no nervo tibial de ra-
tos, comprovando, desde entdo, sua eficicia na
regeneragao de nervos periféricos submetidos a
lesdo compreensiva e apontando-o como alter-
nativa terapéutica’.

Neste estudo, tem-se como objetivo a com-
paracao dos efeitos da radiagdo com laser de bai-
xa intensidade de Ga-As (904 nm) em detrimento
da terapia ultrassonica, ap6s lesdo axonotmética
do nervo ciatico em Rattus norvegicus, por meio
da avaliacao funcional da marcha.

Materiais e métodos

O protocolo de pesquisa foi submetido
a anélise pela Comissdo de Etica do Uso em
Animais CEUA/FACID, amparada pela re-
solucdo da Lei n° 11.798 de outubro de 2008.
Iniciaram-se os trabalhos apds a aprovagao des-
te comité (parecer 008/13).

O experimento foi realizado com 15 ratos
machos, adultos com 90 dias de vida, com peso
entre 250 e 300 gramas. Utilizaram-se animais
da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), clinica-
mente sadios, obtidos do biotério da Faculdade
Santo Agostinho — FSA. Os roedores foram dis-
tribuidos aleatoriamente em trés grupos expe-
rimentais com 5 (cinco) por grupo, cada grupo
correspondendo a um tratamento de avaliagao
diferente, como segue:

e Grupo Controle (GC) — contendo cinco ani-
mais com lesdo decorrente de esmagamen-
to do nervo cidtico sem uso de qualquer re-
curso terapéutico.

e Grupo Ultrassom (GU) - formado com
cinco ratos que sofreram lesdo por esma-
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gamento do nervo ciadtico grupo e tratados
com ultrassom terapéutico (UST) e gel a
base d’agua.

* Grupo laser (GL) — composto de cinco ani-
mais lesionados por esmagamento do ner-
vo cidtico e tratados com laser de baixa in-
tensidade AsGa.

Para a intervengdo cirdrgica, foram admi-
nistrados, nos animais dos trés grupos, atropina
(0,1 ml/kg) e, em seguida, anestesia de ketamina
(1,0 ml/kg) e xilazina (1,1 ml/kg) intramuscu-
lar. Apés a tricotomia no local do procedimento
cirtrgico, realizou-se uma incisdo com lamina
de bisturi n°15 no ter¢o médio da coxa esquerda,
expondo o nervo cidtico.

Utilizou-se, para o esmagamento do nervo
isquidtico dos ratos, um dispositivo portétil de
peso morto com uma carga de 5000 g, aplicada
por dez minutos. Esse dispositivo é caracteriza-
do por ser um processo de esmagamento mais
rapido, facil e confidvel, quanto a carga utiliza-
da, conforme Pachioni®. O equipamento consta
de uma plataforma para o apoio do animal (A),
com uma estrutura principal (B) que recebe o su-
porte de apoio para os pesos aferidos (0,5 kg, 1,0
kg, 5,0 kg, 10,0 kg e 15,0 kg) com eixo telescopa-
vel (C), uma base de apoio para o nervo (D), eixo
de aplicacdo de pressao (E), uma alavanca para
acionar os pesos e posicionar o nervo na base de
apoio (F) e uma mola para manter a alavanca em
equilibrio (G),observados na Figura 1.

Logo ap6s a produgao da lesdo nervosa, os
animais dos trés grupos foram submetidos a tes-
te para avaliagdo da motricidade. Este constituiu
em analisar a abertura dos artelhos das patas
traseiras durante a marcha por uma passarela
de vidro, a qual foi filmada com o uso de uma
camara digital Olympus®, para posterior anali-
se das pegadas pelo Indice Funcional do Ciatico
(IFC), com a utilizagao do software Image J® para
quantificacdo dos parametros do IFC em cinco
momentos: periodo pré-operatério antes da le-
sdo, 1° dia de pds-operatério (PO) sem ter sido
realizado nenhum tratamento nos grupos, 7° dia
de PO apés terem sido submetidos a cinco ses-

Figura 1: Modelo do dispositivo portdtil de
Pachioni®utilizado no estudo

soes de tratamento, no 14° dia de PO, apds terem
sido submetidos a dez sessdes de tratamento e
no 21° dia de PO, apds terem sido submetidos a
15 sessdes de tratamento. Os dados obtidos por
meio do registro das pegadas sdo colocados na
seguinte equagdo proposta por Bain et al.’:

indice Funcional do Ciatico =

-38,3 (EPL-NPL) 109,5 (ETS -NTS) 13,3 (EIT - NIT)-8,8
NPL NTS NIT

Para a terapia, os animais do grupo (GU)
foram submetidos a sessdes com UST associa-
do ao gel a base d’agua. O Ultrassom utilizado
foi um Sonopulse Special da marca Ibramed®
regulado no modo pulsado, com frequéncia de
1MHz, intensidade de 0,5W/cm, frequéncia de
emissao dos pulsos de 100 Hz, com ciclo livre de
50% e ERA de 1cm? pelo método de acoplamento
direto, com movimentos circulatérios, durante
dois minutos, uma vez por dia, em cinco dias na
semana. Os animais do grupo (GL) foram sub-
metidos a sessdes com laser da marca Bioset®,
com comprimento de onda 904 nm, tipo GaAs,
continuo, poténcia de pico de 20 mW, largura de
pulso de 180 ns e frequéncia de 1 MHz. A for-
ma de aplicagao deu-se pelo modo transcutaneo
pontual e em contato sobre a incisdo cirtrgica,



com densidade de energia 4 J/cm2 durante um
minuto e 32 segundos, uma vez ao dia, durante
cinco dias na semana, sendo os ratos contidos
manualmente para aplicacdo. Para avaliagao
estatistica, foi empregado o software GraphPad
Prism 5.0, em que os resultados foram quantifi-
cados e expressos por graficos, ficando previa-
mente estabelecido 95% de intervalo de confian-
¢a com o pos-teste Tukey e nivel de significancia,
ou seja, a probabilidade de erros na analise p<
0,05.0s dados do IFC foram submetidos a testes
estatisticos por analise de varidncia (ANOVA),
sendo considerados significativos os resultados
com P menores que 0,05. Os resultados foram
expressos por meio de médias e desvios-padrao
entre os grupos controle, tratado com ultrassom
e tratado com laserterapia no periodo de pré, PO
imediato e com 7,14 e 21 dias de PO.

Resultados

Os dados obtidos através da andlise da
marcha foram tabulados e entdo analisados es-
tatisticamente, através das médias aritméticas e
desvios-padrao. A avaliacao do IFC apés o pro-
cedimento cirdrgico imediato, mostrou perda
da fun¢do motora de 100% nos trés grupos, o
que fez com que houvesse grande alteragdo no
padrao de marcha dos ratos. Os animais nao se
apoiavam sobre a pata operada, apresentando o
pé caido e aducdo total dos dedos, como resulta-
do da grave lesdo por esmagamento.

O registro das pegadas foi realizado nos
diferentes periodos, pré-operatério, 7, 14° e 21°
dia pds-operatério. As imagens das pegadas fo-
ram avaliadas pela férmula do indice funcional
do ciatico proposta por Bain et al.’. Os resultados
do IFC dos grupos estdo descritos na Tabela 1.

Os resultados obtidos com o IFC dos trés
grupos, em média foram: no pré-operatdrio,
controle -13,296;, grupo ultrassom terapéutico
-19,856, e o grupo laser -26,13. As médias obtidas
no 7° 14° e 21° dias PO foram respectivamente:
grupo controle -57,864, -48,06, -38,036;, grupo

Tabela 1: Comparagdo das médias e
desvios-padrdo (DP) do IFC nos grupos
controle (GC), ultrassom (GU) e laser (GL),
nos periodos pré-operatério, PO imediato e
7° dia de PO (n=15), Teresina, PI

Preé- PO 7° dia de
Grupos operatério  Imediato PO
Média (DP) Média (DP) Média (DP)

GC -13,296 -51,608 -57,864
(£9,35) (£23,43) (£5,25)

GU -19,856 -73,6 -62,266
(£10,33) (£10,37) (£9,29)

GL -26,13 -58,232 -43,022
(+14,31) (£13,15) (£16,77)a

a = P<0,05 em relacao ao grupo ultrassom.

ultrassom terapéutico -62,266, -46,35, -33,536, e
para o grupo laser -43,022, -26,10, -19,508.

A analise estatistica comparativa (ANOVA)
entre os valores do GU E GL isoladamente nao
foram significativas, contudo, quando analisados
comparativamente, GU e GL, detectou-se nivel de
significancia (p<0,05),de acordo com o ilustrado
no gréfico da Figura 2, demonstrando a melhora,
ainda que discreta, do GL em relagdo ao GU.

Para demonstrar a eficacia do laser em re-
lacao ao ultrassom no tratamento de lesdes ner-

7° dia PO
o1 |
LO)|
()
213
[a B
G 1 |
¢ {111
1 1 |
Q,e S > o

IFC

Figura 2: Valores médios de IFC obtidos
para os grupos controle (GC), ultrassom
(GU) e laser (GL) no 7° dia PO (n=15),
Teresina, PI
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vosas periféricas ao longo de 14 e 21 dias de PO,
observa-se a Tabela 2 que evidencia as médias e
desvios-padrao do IFC entre os grupos.

Tabela 2: Comparagdo das médias e
desvios-padréo (DP) do IFC dos grupos
controle (GC), ultrassom (GU) e laser (GL)
nos periodos de 14° e 21° dia de PO (n=15),
Teresina, PI

14° dias PO 21° dias PO
Grupos L, L
Média (DP) Média (DP)
GC -48,06 (£9,91) -38,036 (+9,54)
GU -46,35 (+4,55) -33,536 (+4,55)
GL -26,10 (+11,29)2>  -19,508 (+8,69) ®

a = P<0,05 em relacao ao grupo controle; b =
P<0,006 em relacdo ao grupo ultrassom.

Na analise do indice funcional comparan-
do os grupos GC e GL por meio do indice de
95% e p<0,05 no 14° dia houve diferenca estatis-
ticamente significante, obtendo-se p<0,006, con-
forme mostra o grafico na Figura 3. Esta tam-
bém pode ser observada entre o GU e GL, com
p<0,05. Na analise entre GC e GU, nenhuma di-
ferenga significativa foi encontrada entre o 7° e
14° dia de PO, assim como entre o 14° e 21° dia.
No entanto, nota-se diferenca entre o valor pré-
lesional em todos os dias seguintes a essa ava-
liagdo, constatando a pouca eficiéncia da terapia
ultrassdnica, quando comparada ao laser.

Discussdo

Apbs uma lesdo nervosa periférica, ocor-
rem varios eventos celulares e quimicos nos teci-
dos, e o processo de reparo como um todo pode
ser dividido em trés fases que se sobrepdem, sao
elas: inflamacao, proliferacao/formagao de teci-
do de granulagao e remodelamento™.

Néao obstante a falta de elucidacdo dos
mecanismos de ac¢ao envolvido e discrepancias
entre a parametrizacdo, parece haver consenso
literdrio de que o ultrassom possa exercer acdo
pré-inflamatéria no processo de reparacao'.
Conforme alguns autores!®?'* esse atua como
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Figura3: Valores médios de IFC obtidos
para os grupos controle (GC), ultrassom
(GU), Iaser (GL) nos periodos entre 14° e 21°
dia de PO (n=15), Teresina, PI

sendo um potencializador da resposta inflama-
toéria, promovendo a liberagao de histamina, ma-
créfagos e mondcitos, acelerando a fase celular
na resolugdo normal da inflamag¢do. O aumento
ocorreria devido a suave movimentacao do li-
quido intersticial que pode aumentar a taxa de
fagocitose, o movimento de particulas e células,
aumentando a libera¢do de mediadores quimi-
cos no processo inflamatdrio como a histamina
e a serotonina, ndo apresentando caracteristicas
anti-inflamatérias como normalmente se pen-
sa. Esta resposta na fase inicial parece ser um
tratamento pré-inflamatério que resultard na



excitagdo da fase proliferativa de reparo. Tais
alteragdes corroboram, portanto, a ideia de que
a falta de significancia entre o GC e GU possa
advir desse mecanismo.

Ja a falta de significancia encontrada entre
o GC e GL até o 7° dia de PO pode ser creditada
ao processo alteracional sofrido pelo axénio nas
primeiras horas apds a lesdo. Segundo alguns
autores'™® o corpo celular nesse momento
passa a apresentar uma série de alteragdes de-
nominadas de cromatdlise,que se caracterizam
histologicamente pelo ingurgitamento da célu-
la, degeneragao da substancia de Nissl (reticulo
endoplasmatico rugoso do neurénio) e migragao
do ntcleo de centro para a periferia. Estas alte-
ragdes visam a producdo de proteinas (tubulina
e actina) relacionadas a regeneracdo do citoes-
queleto do axdnio, em detrimento da producao
de neurotransmissores, estando relacionadas
ao transporte intracelular e & movimentacgao do
cone de crescimento.

Passada a fase de inflamacao, descrita por
Buerguer”, como sendo um importante evento
pos-traumaético por se encarregar da “limpe-
za” do sitio da lesao por meio dos macréfagos,
que, além de permitir condic¢des fisicas para o
crescimento axonal, secretam interleucina-1, a
expressdo de NGF. Por sua vez, o nivel de NGF
(crescimento neural) atinge o pico de 24 horas e
é mantido até por duas semanas. O periodo de
manutencao desse fator de crescimento neural
culmina com a melhora dos valores de IFC en-
contrados a partir do 14° dia pés-lesdao. Em um
estudo'® constatou-se a eficiéncia anti-inflamaté-
rio sobre tenddes e nervos, tendo sua agao po-
tencializada apds a fase inflamatdria, em grupo
submetido a aplicagdo do laser por 14° dias de PO
que apresentou menor quantidade de infiltrado
inflamatério em relagdo aos demais grupos. Os
resultados de Albertini et al.” mostraram que a
resposta inflamatoéria pode ser normalizada ou
reduzida pelo efeito fotoquimico da irradiacdo
laser. Em um estudo®, avaliando estruturas ten-
dinosas, também se demonstrou a acdo anti-in-
flamatoéria da laserterapia.

Estes resultados perpassam por um me-
canismo de suma importancia, a produgao de
ATP celular, que os justificariam. Os controles
de gradiente de Na+ -K+ nas células animais di-
rigem o transporte ativo de agticares e aminoa-
cidos, tornando as células nervosas e as muscu-
lares eletricamente excitdveis®"

O fato de mais um ter¢o de ATP consumi-
do por um animal em repouso ser usado para
operar essa bomba de sédio ressalta a impor-
tancia desse mecanismo. Karu*relatou que um
citocromo c-oxidase, enzima terminal da cadeia
respiratoria, é um fotorreceptor da luz da regido
vermelha do espectro, ou seja, o mesmo compri-
mento de onda utilizado no estudo em questéo.
A absorcado da luz por essa enzima pode acelerar
o transporte de elétrons na cadeia respiratéria
e conduzir a um aumento de potencial elétrico
transmembrana da mitocondria, ativando a sin-
tese de ATP e, consequentemente, o metabolis-
mo celular.

Nesta andlise experimental, o laser foi
aplicado sobre a pele e, portanto, sobre o tecido
muscular. Vale®considerou a possibilidade de
um aumento dos niveis do fator de crescimento
do nervo nessas condi¢des. Schwartz et al.* ve-
rificaram que apos a irradiagdo de cultura de cé-
lulas musculares (632 nm, 6 J/w220 mW) havia
uma aceleracao no nivel do fator de crescimento
nervoso (FNC), um fator neutréfico, secretado
pelo musculo esquelético, que influencia a so-
brevivéncia e regeneracdo de neurdnios simpati-
cos e sensitivos do sistema nervoso periférico. A
laserterapia bioestimula outros fatores de cres-
cimento neutréficos, como GAP-43 2?5, fator de
crescimento de fibroblastos *® creditando a esses
eventos a melhora do IFC no grupo tratado com
aquela terapia.

Monte-Raso et al.? afirmam que estudos
recentes demonstraram que o ultrassom acelera
a velocidade de regeneragao de um nervo apos
uma lesdo circunscrita (compressao moderada),
num efeito relacionado a intensidade e ao tempo
de aplicagdo do ultrassom, tendo sido constatado
que intensidades elevadas, se aplicadas prolon-
gadamente, podem ter efeitos adversos. Crisci
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e Ferreira®, utilizando o ultrassom terapéutico
de baixa intensidade, observaram aceleracao na
regeneragao morfolégica de nervos isquiaticos
de ratos. As fibras nervosas que receberam so-
nificacdo tiveram sua bainha de mielina refeita
precocemente, o que sugere maior atividade das
células de Schwann, Karnes e Burton” sugerem
que o ultrassom terapéutico tenha estimulado a
proliferagao de células satélites nos estagios ini-
ciais da regeneragao e na fase de diferenciacdo
pela influéncia da participagao de trés fatores de
crescimento: fator de crescimento de fibroblasto
(FGF), fator de crescimento de insulina-simile-I
(IGF-I), e fator de crescimento de transformado
B (TGF-B).

Neste estudo, ndo se obtiveram resulta-
dos semelhantes, sugerindo que a terapia com
ultrassom nao promoveu uma recuperagao sig-
nificativa do nervo ciético ao longo dos 21 dias.
Visto que o UST nao acelerou de maneira signi-
ficativa o processo de reparagdo das fibras ner-
vosas e tampouco modificou a fungao do nervo,
ndo se pode descartar a possibilidade de que
este permaneca inerte a terapia ultrassonica.

Um possivel esclarecimento sobre a au-
séncia de efeitos positivos do UST na regene-
ragdo nervosa periférica pds-lesdo traumaética
pode estar relacionado ao modelo de esmaga-
mento escolhido. A lesdo foi produzida em to-
dos os animais por meio de um dispositivo de
peso-morto. Souza, Silva e Del Bel?® utilizaram
a técnica de esmagamento com peso-morto. E
ao estudarem um grupo submetido a cirurgia
e ao posicionamento do nervo na maquina de
peso-morto, sem a aplicagdo da carga, observa-
ram lesGes nervosas semelhantes a um edema
do nervo. E concluiram que esta lesdo pode
ter sido produzida pelo mecanismo de acdo
de forca, quando o animal foi posicionado na
maquina, induzindo um alongamento nervoso.
Portanto, em outros mecanismos como a pinga
esmagadora, por exemplo, esse estiramento ndo
ocorre, pois 0 nervo nado precisa ser tracionado,
ele é esmagado no seu préprio leito, diminuin-
do, assim, mais esta varidvel®.

Conclusodes

A partir da contextualizacdo dos objetivos
expostos, pdde-se observar que a irradiagdo com
laser de baixa intensidade Ga-As (904 nm) influen-
ciou positivamente a regeneracao do nervo ciatico
de ratos da linhagem Wistar, com base somente na
avaliagdo funcional nervosa, apds lesdo por esma-
gamento (axoniotmese) nas condi¢des propostas
pela pesquisa. Quanto ao ultrassom terapéutico,
verificou-se que embora apresente fatores posi-
tivos no processo de reparagdo nervosa, e apesar
de ter havido provavel recuperagdo a partir do 14°
dia, esse instrumento mostrou-se menos eficaz,
quando comparado ao laser de baixa intensidade.

Propde-se que sejam realizados mais estu-
dos, no intuito de analisar as altera¢des histofi-
siolégicas e morfométricas, a fim de confirmar
os resultados encontrados com este delineamen-

to experimental.
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