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Resumo

Introducao: As lesdes nervosas periféricas (LNP) podem resultar em distirbios motores
e sensoriais alterando a funcionalidade do membro afetado, porém pouco se conhece a
respeito dos efeitos da fotobiomodulacéo (FBM) com diodo emissor de luz (LED).
Objetivo: Analisar os efeitos do LED sobre a funcionalidade da marcha de ratos Wistar
poés LNP.

Metodologia: Ratos Wistar foram submetidos a LNP por esmagamento de ciatico e
analisados nos seguintes grupos experimentais: (1) Controle; (2) LNP; (3) LNP+ LED
(780 nm, poténcia média 40 mW, exposicdo radiante, energia por ponto, 3,2 J sobre o
nervo ciatico (LEDn); (4) LNP+ LED em nervo e regido do masculo envolvido (LEDnm)
e (5) LNP+ LED apenas em regido do musculo (LEDm). Ap6s 7, 14, 21 e 28 dias foram
realizadas as analises de marcha utilizando o Indice Funcional Ciatico (IFC).
Resultado: Apoés 7 dias, 0s grupos tratados com LED apresentaram uma melhora da
marcha em relagdo ao grupo Lesdo, sendo essa melhora mais pronunciada no grupo
LEDn. Ap6s 14 dias, os grupos LEDn e LEDnm apresentaram valores semelhantes ao
grupo controle e apds 21 e 28 dias o IFC ndo apresentou diferencas entre 0s grupos
experimentais.

Concluséo: O LED aumentou a funcionalidade da marcha avaliada pelo IFC ap6s 1 e 2
semanas p6s LNP, especialmente quando foi usado na regiéo nervosa associada ou néo
a regido muscular.

Palavras-chave: Lesdo nervosa periférica. Fotobiomodulagdo. LED. Regeneracéo
nervosa. Nervo ciatico.

Abstract

Introduction: Peripheral nerve injuries (PNI) can result in motor and sensory
disturbances altering the functionality of the affected limb, however not much is known
about the effects of photobiomodulation (PBM) with light emitting diode (LED).
Objective: We aimed to analyze the effects of LED on the gait function of Wistar rats
after PNI.

Methodology: Wistar rats were submitted to PNI by sciatic crush and analyzed in the
following experimental groups: (1) Control; (2) PNI; (3) PNI+ LED (780 nm, mean
power 40 mW, radiant exposure, energy per spot, 3.2 J on the sciatic nerve) (LEDn); (4)
LNP+ LED on nerve and involved muscle region (LEDnm) and (5) LNP+ LED only on
muscle region (LEDm). After 7-, 14-, 21- and 28-days gait analyses were performed
using the Sciatic Functional Index (SFI).

Results: After 7 days, the groups treated with LED showed an improvement in gait
compared to the PNI group, with this improvement being more pronounced in the LEDn
group. After 14 days, the LEDn and LEDnm groups showed similar values to the control
group and after 21 and 28 days the SFI did not show differences between the
experimental groups.

Conclusion: LED increased the gait functionality evaluated by SFI after 1 and 2 weeks
post-PNI, especially when it was used in the nerve region associated or not with the
muscle region.

Keywords: Peripheral nerve injury. Photobiomodulation. LED. Nerve regeneration.
Sciatic nerve.
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Introducéo

A lesdo nervosa periférica (LNP) é uma importante ocorréncia na area da salde que
pode ser causada por acidentes com veiculos automotores, trauma penetrante ap6s incidentes
com arma de fogo ou arma branca e por esmagamento ou estiramento do tecido nervoso apos
quedas, resultando em perda de controle neural nos segmentos desnervados do corpo, e
deficiéncias graves para os pacientes 2,

Existe um consenso sobre a classificacdo das lesdes nervosas em trés classes (ou tipos,
ou graus). Lesdes leves afetam a bainha de mielina, lesdes mais graves afetam o axénio, e as
mais severas, o tecido conjuntivo >2. O comprometimento na transmissdo dos impulsos
nervosos € uma das consequéncias desse tipo de lesdo nervosa, que conduz a diversas alteracdes
no sistema muscular, tais como atrofia muscular, proliferacdo do tecido conjuntivo (TC),
mudancas na excitabilidade muscular e modificacdes nas células satélites 14°. As lesdes de
nervos periféricos resultam em déficits na transmissdo dos impulsos nervosos e podem resultar
em comprometimentos motores, sensoriais e autondmicos®.

Estudos na literatura demonstram que a fotobiomodulagdo tem sido utilizada como
ferramenta terapéutica no processo de reparo p6s LNPs. Dentre os recursos mais utilizados
destacam-se a terapia laser de baixa poténcia e mais recentemente a terapia com diodo emissor
de luz (LED). Estudos demonstram resultados positivos do uso do LED em experimentagédo
animal, tais como na cicatrizacdo de feridas ¢, modulacio da dor 7 e neovascularizago 8,
reducéo significativa na inflamag&o, aumento nas fibras musculares imaturas, uma diminuigéo
na actividade de MMP-2 e um aumento em fibras de colageno durante o processo de reparacdo
ap6s uma les&o aguda do musculo °.

O estabelecimento de forma segura e controlada de protocolos em modelos
experimentais que permitam otimizar o reparo muscular e nervoso ap6s LNP e o entendimento
dos mecanismos envolvidos contribuira de forma impar para os avancos da reabilitacdo nesta
area e serd o ponto de partida para que futuros ensaios clinicos possam ser delineados e
conduzidos com maior seguranga. Dessa forma, este estudo enfatizou investigar os efeitos do
LED quando aplicado tanto no tecido muscular quanto nervoso, uma vez que ja foram
demonstrados na literatura os efeitos positivos deste recurso em cada tecido separadamente,
contudo a associacgéo da aplicagdo do LED em ambos tecidos de forma a otimizar o efeito ainda
ndo foi avaliada. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar os efeitos do LED sobre a

funcionalidade da marcha de ratos Wistar p6s LNP induzida por esmagamento do nervo ciatico
10
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Material e métodos
Animais

O projeto foi aprovado pelo CEUA — UNINOVE sob protocolo n°AN009.2016. Assim,
foram utilizados 85 ratos da linhagem Wistar, pesando entre 200 e 250g mantidos no biotério
da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) em caixas plasticas apropriadas, temperatura
ambiente entre 22° - 27°C e luminosidade controlada com ciclo de 12 horas (claro/escuro), com
comida e agua ad libitum.

Os animais foram analisados nos seguintes grupos experimentais:

e Grupo Controle: os animais ndo foram submetidos lesdo e a nenhum procedimento
(n=5);

e Grupo Lesao: somente submetidos a LNP por esmagamento do nervo ciatico esquerdo
(NIE) (n=20), sem irradiac&o;

e Grupo Lesdo+LEDn: submetidos a LNP do NIE e a irradiacdo com LED na éarea
correspondente a leséo nervosa (n=20);

e Grupo Lesdo+LEDnm: submetidos a LNP do NIE e a irradiacdo com LED na area do
NIE e musculo (n=20);

e Grupo Lesdo+LEDm: submetidos a LNP do NIE e a irradiagdo com LED na area do

musculo afetado pela lesdo (tibial anterior) (n=20);

Os animais foram eutanasiados em 7, 14, 21 e 28 dias de pos-operatério, sendo n=5 por

grupo em cada periodo experimental.

Procedimento cirurgico

O procedimento de esmagamento do nervo ciatico foi realizado conforme descrito
anteriormente >! apds os animais terem sido anestesiados com injecéo intraperitonial contendo
uma mistura de ketamina 10% (100 mg/Kg de peso do animal) e de xylazina 2% (10 mg/Kg de
peso do animal). Para aplicacdo da anestesia, foram utilizadas seringas da marca BD 100
Unidades com Agulhas BD Ultra-Fine®, modelo insulina com a agulha Ultra-Fine® (regular),
comprimento: 12,7 mm, calibre: 0,33 mm e bisel trifacetado.

Os animais foram tricotomizados, posicionados em decubito lateral direito e a face
posterior da coxa higienizada com solucao de clorexidina 2%. Em seguida, foi realizada uma

incisdo cutanea retilinea paralela ao 0sso isquio € o nervo ciatico foi isolado das demais

Conscientiae Saude, 2022 jan./dez.;21(1):1-12, 23401 3de12
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estruturas, sendo realizado o esmagamento utilizando uma pin¢a hemostéatica com trava
(Rhosse Instrumentos e Equipamentos Cirargicos, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) 5mm acima da
ramificacdo por meio de uma compressdo com duracao de 30s cada, exercendo uma pressao de
6.3Mpa. Este procedimento foi realizado pelo mesmo operador em todos os animais. Por fim,
foi realizada a sutura das areas incisadas utilizando-se fio de poliamida (Mononylon 6/0) e 0s
animais foram mantidos em sala de observagdo em mantas aquecidas.

Nos quatro primeiros dias de pos-operatério, cloridrato de tramadol (5mg/kg de peso
animal) e dipirona (50mg/kg peso animal) foram administrados por via subcutanea de 8/8h para
analgesia e uma dose Unica de oxitetracicina dihidratada subcutanea (0,1mL/kg, Terramicina
LA, Pfizer Inc, Guarulhos, SP) foi administrada para profilaxia de complica¢Ges secundérias a

possiveis infeccdes.

Irradiacdo com LED

A irradiagdo com LED foi realizada com base nos parametros descritos anteriormente
por Melo et al. (2016) ° sendo utilizado um protdtipo de diodo emissor de luz (LED)
desenvolvido pelo professor Alessandro Melo Deana da UNINOVE. Os parametros utilizados

estdo descritos no quadro 1.

Quadro 1 - Par@metros utilizados para o tratamento com LED

Local de irradiacdo Muscular Nervoso
Comprimento de onda [nm] 808 808
Poténcia [mW] 40 40
Irradiancia na abertura [W/cm?] 0,04 0,04
Area do feixe [cm?] 1 1
Tempo de exposicdo por ponto [s] 10 20
Tempo de exposicéo total [s] 80 80
Exposicao radiante [J/cm?] 0,4 0,8
Nimero de pontos irradiados 8 4
Energia por ponto [J] 0,4 038
Energia total irradiada [J] 3,2 32

Fonte: Dos autores.
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Figura 1 - Demonstracdo dos diferentes grupos de estudo e locais de aplicacdo do LED,
sendo os pontos amarelos indicativos da irradiacdo no musculo e pontos
brancos na regido da lesdo nervosa. A- Grupo Controle; B- Grupo Leséo; C-
Lesdo+LEDn; D- Lesdao+LEDnm; E- Lesdao+LEDm

Fonte: Dos autores.

A aplicacdo foi feita em contato do LED com a pele do animal e para evitar refragéo foi
utilizado para aplicacdo o angulo de 90 graus entre o emissor e a pele do animal. Nos grupos
com irradiacdo LED p06s lesdo o tratamento foi iniciado 2h ap6s a realizagdo do procedimento,
sendo realizada uma Unica aplicacdo diaria por 5 dias consecutivos semanalmente em cada
grupo experimental até a finalizacdo do periodo experimental de cada grupo. Foi utilizada a
técnica pontual diretamente sobre a regido da incisdo (nos grupos com irradiacdo na area
correspondente a lesdo nervosa, foram irradiados 4 pontos). Nos grupos que receberam o
tratamento também no musculo, a irradiacdo foi realizada diretamente na area do masculo tibial

anterior em 8 pontos (figura 1)3.
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Analise funcional da marcha

A anélise funcional de marcha foi realizada utilizando o Indice Funcional Ciatico (IFC)
descrito anteriormente por Bain (1989)*2, sendo obtidas impressdes digitais dos animais pelo
método de Lowdon 1988.

Para este procedimento folhas de papel sulfite foram mergulhadas em solucédo de azul
de bromofenol (1%), para depois de secas ficarem na cor laranja. Foram utilizadas tiras de papel
sulfite com 43cmx8,7cm (as dimensdes da passarela). Para obtencdo das pegadas, as patas dos
animais foram mergulhadas em detergente de uso comum, de forma a deixarem a registro na
cor azul impresso nas tiras de sulfite.

Os animais foram adaptados a caminhar na passarela antes do procedimento cirurgico e
o dispositivo foi confeccionado com laterais fechadas, contendo uma casinhola no final.

As impressdes das patas foram digitalizadas e analisadas.

Figura 2 - Representacdo dos pardmetros obtidos para calculo do IFC, da
esquerda para a direita estdo representadas as patas do nervo
lesionado e normal. Exemplo da imagem obtida ap6s o teste

- -

- -
- -

' ."' " - "
9 .
R " “@ e

Injury

Fonte: Dos autores.

O IFC foi calculado a partir da formula:

EPL — NPL

IFC 183 ( ETS—NTS) 133 (EIT—NIT) 83
= — X —— - )
’ NPL ’ ’

X
) +109,5 ( NTS NIT

Sendo:
E: experimental

N: normal
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TOF: distancia entre as patas

PL: comprimento da pata

TS: distancia entre 0 1° e 0 5° dedo
IT: distancia entre 0 2° e 4° dedo

IFC: Indice Funcional do Ciatico

Os resultados proximos de zero correspondem a fungdo normal, quanto maior a
negatividade do resultado, maior a disfuncéo, sendo o valor maximo -100 que representaria a

maior disfuncgo 2.

Resultados

Os resultados dos testes da avaliacdo funcional da marcha pelo indice funcional do
ciatico (IFC) estdo demonstrados na figura 3. Apo6s 7 dias todos os grupos lesionados
apresentaram uma piora da marcha em relagdo ao grupo controle, como esperado para uma LNP
e, em adicdo, todos os grupos tratados com LED apresentaram uma melhora significativa da
marcha em relacéo ao grupo Leséo sem tratamento neste mesmo periodo (figura 3A). O grupo
tratado apenas na regido da lesdo nervosa (LEDn) foi o que apresentou o melhor resultado
comparado ao grupo controle.

Apds 14 dias, os grupos Lesdo+LEDn e Lesdo+LEDnm apresentaram aumento no IFC
com valores semelhantes ao grupo controle enquanto que os grupos Lesdo e Lesdo+LEDm
continuaram a apresentar uma diminuicdo na funcionalidade da marcha quando comparados ao
grupo controle (figura 3B). Em 21 e 28 dias ndo houve diferenca estatisticamente significante

entre todos grupos experimentais (figura 3C e D).

Conscientiae Saude, 2022 jan./dez.;21(1):1-12, 23401 7 de12



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0
https://periodicos.uninove.br/index.php?journal=saude&page=index

. . Soldera, CB, Araujo-Gregio, V, Andreo, L, Malavazzi, TCS, Silva, FR, Deana, AM, Fernandes, KPS, Mesquita-Ferrari, RA.
con BE Lag Fotobiomodulagdo com LED induz melhora na funcionalidade da marcha em ratos ap6s leséo nervosa periférica

aﬁrl;tﬂﬁ/f;e

Figura 3 - Andlise funcional da marcha pelo IFC apds a LNP nos diferentes grupos
experimentais submetidos ou ndo a irradiacdo com LED na regido nervosa
(n), no musculo acometido (m) ou ambas as regides (n+m) apos 7, 14, 21 e
28 dias. O IFC normal € igual a zero (0), enquanto a disfuncao total € igual a
menos cem (-100), de modo que quanto mais proximo de zero melhor a
funcdo. (ANOVA/Tukey) ? *p<0,05 versus controle; ** p<0,05 versus Lesao;
*** p<0,05 versus Lesdo+LEDn

A 7 DIAS B 14 DIAS
= e =2
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2 g L 2 i
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‘1oc T T L T .:. '1w T T T T T

3 o & &L Q o o > & &
& § v°‘:b \39 oF \90 & 4 vé? \39 a \3’0
v \}e? N ¥t Ve'? "0‘?
Grupos experimentais Grupos experimentais
c 21 DIAS D 28 DIAS
= [l L]
40+ -404
e r

60+ -60

-80 -80-

-100 T T L) L] L) '1w T T L) T Al

& o o & <& N o & &
& \,e‘? 7 f 9 o&‘o \?‘? \590 P 4
N4 & N N & ¥
v \/0
Grupos experimentais Grupos experimentais

Fonte: Dos autores.

Discussao

As lesbes por esmagamento sdo de alta ocorréncia podendo estar relacionadas a
diferentes graus de comprometimento e limitages motoras e sensitivas. Assim, existe grande
interesse de um conhecimento mais aprofundado sobre as possibilidades terapéuticas a serem
utilizadas para um melhor reparo apds LNP e um menor comprometimento da funcionalidade,
especialmente da marcha, quando envolvidos os nervos periféricos de membros inferiores.

Neste sentido, este estudo objetivou avaliar os efeitos da irradiacdo LED apds LNP em ratos
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quando este é aplicado em diferentes regides de forma isolada (nervo ou masculo) ou quando
aplicado em ambas as regifes envolvidas (nervo+mdusculo). O modelo do esmagamento do
nervo ciatico utilizado neste estudo simula uma LNP decorrente de lesdo fisica (por
esmagamento) dirigida ao nervo®®. Neste modelo a estrutura do nervo é preservada a0 menos
em parte, facilitando a regeneracgéo e seu estudo, bem como a avaliagdo da hipersensibilidade
aos estimulos mecéanicos que sao sinais considerados como representativos da dor neuropatica
observada em humanos®*.

Andreo et al. (2017)* realizaram uma revisdo da literatura sobre os efeitos da FBM
utilizando o laser de baixa poténcia (LBP) em modelos experimentais de LNP e observaram a
variabilidade de diversos pardmetros dosimétricos incluindo o comprimento de onda (632,8 a
980 nm), poténcia média (10 a 190 mW) e energia total (0,15 a 90 J) sendo o0 modo pulsado ou
continuo e a luz aplicada em um ou varios pontos sendo que a maioria dos estudos utilizou
aplicacdo em multiplos pontos. Outro dado observado foi que FBM é uma modalidade
terapéutica viavel para o tratamento de LNP, demonstrando efeitos positivos no processo de
reparo neuromuscular tanto quando utilizado no espectro vermelho ou infravermelho.

Conforme destacado nessa revisdo, os resultados encontrados no presente estudo
também se mostraram bastante favoraveis a modulagéo do processo de reparo apés LNP,
especialmente no que se refere a funcionalidade da marcha avaliada pelo IFC.

Anders et al. (2004) *°, propuseram que o efeito da irradiacdo do LBP na recuperacgio
de LNP pode ser potencializado se além do trajeto do nervo, o segmento correspondente da
medula espinhal também for irradiado. Outros trabalhos investigaram a influéncia do LBP na
regeneragéo nervosa quando irradiado em ambos os locais, na medula e no nervo. Os resultados
do presente estudo demonstraram que a FBM utilizando LED foi capaz de melhorar a
funcionalidade da marcha avaliada pelo IFC apds 1 e 2 semanas pos LNP, especialmente
guando a irradiacdo € realizada na regido nervosa, associada ou ndo a regido muscular. Estes
resultados estdo de acordo com os achados de Serafim et al. (2012)*® que demonstraram uma
melhora significativa no indice de recuperacdo funcional apds 7 dias quando submeteu os
animais a tratamento com LED 940nm, sugerindo que a FBM utilizando LED no espectro
infravermelho, como no presente estudo, acelera o processo de regeneragdo nervosa apds
esmagamento. A redugdo em numero de células inflamatdrias e areas de edema também
observada por Serafim et al. (2012)° sugere que fototerapia de 940 nm apresenta um efeito

anti-inflamatorio que pode melhorar a regeneracéo nervosa.
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Oliveira et al. (2012)'" estudaram a acgdo do laser terapéutico e do ultrassom na
regeneracdo apds LNP utilizando 24 ratos, sendo que 18 foram submetidos ao procedimento
cirurgico de inducdo de LNP do nervo ciatico por compressdo, utilizando uma pinga
hemostéatica acima da fossa poplitea. Os animais foram divididos e receberam tratamento com
LBP e ultrassom (US) 24h apés a lesdo, com aplicacGes diarias por um periodo de quatorze dias
consecutivos. Os resultados deste estudo demonstraram que ap6s a LNP por compresséo,
ocorreu perda funcional também avaliada pelo IFC em todos os grupos experimentais. A
primeira andlise do IFC realizada apds 24 horas da lesdo mostrou perda da funcdo motora de
100% em todos os animais 0 que fez com que houvesse grande alteragdo no padréo de marcha
dos ratos. As pegadas foram longas e estreitas no lado lesionado em comparagdo com o lado
saudavel, isso porque os animais usaram ambos os calcanhares e encolheram os artelhos para a
fase de apoio intermediario. Em adic¢do, os ratos foram capazes de andar sobre os artelhos, mas
incapazes de transferir o peso sobre ele, as pegadas também evidenciaram aducdo dos artelhos
e a queda da pata direita pode ser vista durante a fase oscilatoria da deambulacdo. A recuperagao
das variaveis individuais do IFC ocorreu no decorrer das duas avaliacdes iniciais apos a LNP,
mostrando melhora no padrdo da marcha apds 7 e 14 dias dos animais submetidos tanto a FBM
quanto US, sendo os resultados mais pronunciados para os que receberam FBM. Estes
resultados estdo em concordancia aos apresentados no presente estudo uma vez que foi
evidenciado que a FBM utilizando LED melhorou a funcionalidade da marcha 7 e 14 dias apds
a LNP de ciatico.

Concluséao

Podemos concluir que o LED aumentou a funcionalidade da marcha avaliada pelo IFC
apos 1 e 2 semanas pos lesdo do nervo ciatico induzida por esmagamento em ratos, e esse efeito
positivo foi potencializado quando houve a irradiacdo da regido nervosa associada ou ndo a

regido muscular.
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