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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do laser
de baixa intensidade HeNe sobre a regeneragio nervosa periférica
em ratos Wistar, submetidos a lesao por esmagamento do nervo
cidtico, utilizando como instrumento de investigacdo a eletromio-
grafia (EMG) do musculo gastrocnémio. Foram utilizados 8 ratos,
divididos em um grupo controle (ndo irradiado pelo laser) e um
grupo irradiado diariamente, durante 28 dias. Os registros do EMG
foram efetuados no perfodo pré-operatério, e no 1°, 7°, 14°, 21°, e
28° dia pds-operatdrio. As aplicacoes didrias de laser (28 dias conse-
cutivos) foram iniciadas no 1° dia pds-operatdrio, através da técnica
pontual com uma dose de 9 J/cm* Como resultado, observou-se
que as médias espectrais das poténcias das freqiiéncias do EMG do
grupo irradiado mostraram-se menores se comparadas ao grupo
controle, além de apresentar maior organizagio e homogeneidade
dos potenciais musculares analisados, indicando maior capacidade
de regeneracdo nervosa periférica. Resultados significantes também
foram observados na comparagio das poténcias, segmentadas por
bandas de freqiiéncia, entre o periodo pré-lesio e os dias pés-lesao
do grupo controle e do grupo irradiado, quando o animal encontra-
va-se andando. Os resultados obtidos sugerem que o laser de baixa
intensidade favoreceu o processo de regeneragao nervosa periférica,
comprovando que, juntamente aos dados histolégicos e funcionais
da marcha obtidos previamente, o laser de baixa intensidade ¢é
capaz de acelerar o processo de regeneracio do nervo cidtico apds
axoniotmese em ratos Wistar.

Palavras-chave: sistema nervoso periférico, eletromiografia, laser
de baixa intensidade, regeneragéo nervosa periférica, nervo ciatico.

Abstract

The aim of the present study was to evaluate the process of
peripheral nerve regeneration in rats submitted to a crush lesion of
the sciatic nerve under the effects of the low-power laser (HeNe),
using the gastrocnemiu’s electromyography as an instrument of
investigation. Eight male Wistar rats were used, divided in two
groups: a group control (not irradiated with laser) and a group
irradiated everyday with the laser HeNe, during 28 days. The EMG
acquisitions were made in the pre-operative period, in the first pos-
toperative day after the crush injury, and in the 7th, 14th, 21stand
28th day after surgery. The daily laser applications were initiated
on first postoperative day, using the punctual technique (5 points),
with a dose of 9 J/cm?. Was observed that the averages of the power
spectrum of the laser group was lower in relation to the control
group, presenting organized and homogeneity muscle potentials,
indicating an important capacity of peripheral nerve regeneration.
Significant results was observed too in the comparison of potentials
segmented for frequency bands, between the pre-crush period and
in the postoperative days after crush injury, on the control and laser
group, while the animal was walking. These results suggest that the
low-power laser favored the sciatic regenerative process, proving
that, together with previous histological and functional data, the
low-power laser is able to accelerate the sciatic nerve regeneration
after axonotmesis in Wistar rats.

Key-words: Peripheral nervous system, electromyography, low-
level laser, nerve regeneration, sciatic nerve.
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Introducéo

Freqiientemente o homem ¢ exposto a situagdes traumd-
ticas ou patoldgicas que ocasionam lesdes no sistema nervoso
periférico. Hd anos cientistas do mundo inteiro buscam am-
pliar o entendimento sobre o processo de regeneracio nervosa,
tentando encontrar, através de diversos recursos terapéuticos,
a forma ideal para que um nervo lesionado possa voltar a
apresentar sua total funcionalidade [1].

Apés alesio nervosa periférica, a capacidade de regeneragio
e do retorno funcional das conexées dos varios axdnios ¢ depen-
dente do local, do tipo de lesao e da distancia para transpor a
lesdo e alcangar seus alvos [2]. Pelo fato dos neurdnios periféri-
cos terem axdnios longos e corpos celulares pequenos, a maioria
das lesées do sistema nervoso periférico envolve danos axonais.
A transeccio de um axdnio, ou agudamente por uma incisio
ou mais lentamente por compressao, é chamada de axotomia
e suas conseqiiéncias deletérias sao intimeras [3].

Segundo Stoll e Muller [4], apés a lesdo por esmagamento,
ocorre degeneragio walleriana dos segmentos distais dos ax6-
nios, que envolve a remogao de debris axonais e mielinicos.
O esmagamento do nervo rompe o axdnio, mas a membrana
basal da célula de Schwann que cerca a fibra nervosa fica intac-
ta, fornecendo as pistas para guiar os axdnios em regeneragao.
Ap6s o estabelecimento do contato com a periferia, as células
de Schwann iniciam a mielinizagio das fibras em regenera-
¢a0 e a reinervacio ¢é finalizada. Existem virias diferencas na
estrutura da fibra nervosa remielinizada se comparada aos
axdnios intactos, e uma completa remielinizagio é essencial
para a completa restauracio das fungoes do sistema nervoso
periférico [5].

O nervo cidtico de ratos ¢ comumente utilizado como
modelo de estudos sobre a regeneracio nervosa periférica por
ser um tronco nervoso com comprimento e espago adequado
para a manipula¢io cirtirgica e a introdugio de enxertos ou
outro material. O nervo cidtico divide-se acima da fossa po-
plitea em trés ramifica¢ées: ramo tibial, ramo fibular e ramo
sural. Cada ramificagio conduz diferentes proporgoes de
axdnios motores, sensoriais € autondmicos para os musculos,
receptores da pele e vasos sanguineos ou glandulas, localizados
em territdrios especificos da pata posterior do roedor [2,6],
permitindo estudos neurofisiolégicos em diferentes niveis.

Meétodos que visem aumentar ou a acelerar a regeneragio
nervosa sio necessarios, sendo que a degeneragao é inevitavel
nas varias lesdes nervosas periféricas [7]. Nesse contexto,
inGimeras pesquisas foram realizadas com intuito de analisar
os efeitos da laserterapia de baixa intensidade sobre o sistema
nervoso periférico de animais, obtendo uma série robusta de
resultados favordveis (para revisao recente, vide: [8]). Numa
série elegante de experimentos, Rochkind ez a/. [9] demons-
traram que aplicages transcutineas de laser HeNe favoreciam
a regeneracio axonal e preveniam o desaparecimento dos
pericdrios de neurdnios motores no corno anterior da medula
espinhal e de neurdnios sensoriais no ganglio da raiz dorsal.

Os meios de mensuragio da regeneracio nervosa sio vas-
tos, podendo-se citar além de indices funcionais [10] e estudos
histomorfométricos [11], a eletromiografia (EMG). Este
método envolve a detec¢do, a amplificacio e a apresentacio
das flutuagoes elétricas correspondentes 2 atividade muscu-
lar. Esses sinais sio diminutos, mas se amplificados, podem
ser visualizados em um osciloscépio ou tela de computador,
ouvidos por intermédio de um alto-falante ou, ainda, regis-
trados em graficos [12]. Em sentido restrito, o termo eletro-
miografia envolve tanto o registro dos potenciais de acio de
fibras musculares sob as condi¢cées do movimento voluntdrio
quanto a observagio de potenciais de agio espontineos, caso
estes estejam presentes, registrando as fibras musculares em
repouso [13].

Pelo fato de as agressoes aos nervos provocarem diferentes
comprometimentos ha intera¢do nervo-musculo, a eletro-
miografia torna-se um método importante para andlise da
regeneragdo nervosa periférica. Comumente, no periodo
pos-lesao, ao exame eletromiografico, observa-se que a am-
plitude do potencial evocado fica diminuida, e isso se deve
a0 fato de os axdnios perderem sua capacidade de conduzir
potenciais funcionais através da zona lesionada. Por outro
lado, se a membrana de um musculo estd instdvel devido a
uma desnervagio, suas fibras se tornam hipersensiveis & acetil-
colina, e sobrevém a fibrilagio e 0 aumento da amplitude dos
potenciais musculares por atividade espontinea. Se o musculo
for reinervado, sdo registrados potenciais musculares de ampli-
tude maior que a normal, devido aos ax6nios inervarem um
nimero maior do que o normal de fibras musculares. Com
o passar do tempo, esses potenciais tendem a ser refinados e
somente a atividade resultante da interacio nervo-musculo
pode ser captada pelo EMG [14].

Estudos anteriores do nosso laboratério [15] e de outras
fontes mostraram que aplicagoes de laser de baixa intensidade
podem ocupar uma importante posi¢io na lista de recursos
terapéuticos empregados na regeneragio nervosa periférica.
Apesar disso, esses estudos se ocuparam, principalmente,
em avaliar aspectos morfoldgicos ¢ comportamentais de tal
condi¢do e ndo os eletrofisioldgicos. Assim, tendo como base
os registros eletromiograficos do musculo gastrocnémio, bus-
cou-se avaliar as repercussoes do laser HeNe na regeneracio
do cidtico esmagado mecanicamente ao longo de 28 dias de
experimentagao.

Material e métodos

Foram utilizados 8 ratos adultos (300 g) machos da linha-
gem Wistar fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Regional de Blumenau. Os animais foram alojados no biotério
setorial do Laboratério de Fisioterapia Neuroldgica Experi-
mental (LFNE), sendo acondicionados em gaiolas individuais,
em temperatura ambiente controlada (-22° C), com ciclo
claro-escuro de 12h (07h00-19h00 — claro sob luz artificial)

e recebendo dgua e racio ad libitum. Apés duas semanas de
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ambientacio, os animais foram aleatoriamente divididos em
dois grupos distintos: Grupo HeNe (n = 4) submetido 4 lesdo
nervosa periférica seguida de irradiacdo didria, durante 28 dias,
de laser HeNe; Grupo Controle (n = 4) submetido 2 lesio
nervosa por esmagamento e no irradiado com laser HeNe.
Os dois grupos sofreram, também, a implantagdo crénica de
eletrodos bipolares no musculo gastrocnémio direito para a
coleta dos potenciais elecromiogréficos. Durante os procedi-
mentos cirdrgicos todos os animais receberam uma dose de
0,3 ml/100g de cloridrato de cetamina em associagdo a uma
dose fixa de 0,1 ml de xilazina via intraperitoneal. Todos os
procedimentos aqui descritos foram realizados mediante apro-
vacio do Comité de Etica na Experimentagio com Animais
da Universidade Regional de Blumenau (CEEA-FURB) sob
o nimero 014/04.

Implantacao dos eletrodos

Apds a constatacio da profundidade desejada de anestesia
(auséncia de reflexos de retirada da pata frente ao pingamento
das pregas interdigitais) executou-se a tricotomia do escalpo
e de todo 0o membro posterior direito. Apds, executaram-se
duas incises nas mesmas regides, permitindo a exposicio da
calota craniana e do musculo gastrocnémio. Na seqiiéncia,
foram implantados eletrodos bipolares confeccionados com
fio isolado de liga de niquel-cromo (0,06 mm de didmetro)
nos ventres do masculo gastrocnémio. Os eletrodos foram
soldados em uma das extremidades de um fio flexivel que
percorria subcutaneamente o dorso do animal até o limite
da incisio da pele do cranio onde, por sua vez, era soldado a
um conector. Para que os eletrodos pudessem ser implantados
no gastrocnémio, foi utilizada uma agulha hipodérmica que,
depois de inserida no ventre, servia como guia de passagem
para o eletrodo. Apés a fixacio dos eletrodos no miusculo,
procederam-se trés trepanagdes nas quais foram fixados trés
microparafusos que serviram de 4ncora para o conector
elétrico. Depois de posicionados, os microparafusos e o co-
nector foram colados com acrilico autopolimerizante de uso
odontoldgico, permitindo a fixacio definitiva do conector ao
crinio do animal. Ao final desses procedimentos, os animais
receberam aplicacio tépica de antiflogistico e antibidtico
nos dois campos cirtrgicos, e foram mantidos em ambiente
aquecido até a recuperagio completa da anestesia.

Lesdo do ciatico

Dois dias ap6s a implantagio dos eletrodos, foram cole-
tados 20 minutos continuos de EMG contendo diferentes
estados comportamentais, incluindo momentos de relaxa-
mento (animal imével e em vigilia relaxada) e de deambulagao
dentro da gaiola de registro. Depois da coleta, os animais
foram anestesiados e o nervo cidtico direito foi estrangulado
por 30 segundos com o auxilio de uma pin¢a hemostatica
(para detalhes dessa cirurgia, vide [15]).

Figura 1 - Alguns passos da cirurgia de implante do sistema de
EMG no miisculo gastrocnémio do rato. A) Liberagio de fiscias da
regidio da coxa e dorso do animal. B) Inser¢ido de uma agulha no
maisculo gastrocnémio utilizada para transpassar o eletrodo de EMG
no ventre lateral, e posteriormente medial, do miisculo do rato. C)
Final da cirurgia, fixagio do conector cefilico através de sutura e
adigio de acrilico autopolimerizante. D) Situagdo de registro com
0 animal conectado ao sistema de aquisigdo.
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Aplicacoes de laser

Vinte e quatro horas apés a lesao do cidtico, os animais
do grupo HeNe foram irradiados diariamente com o laser
HeNe (632,8 nm, vermelho visivel, emissao continua,
3mW de poténcia nominal, marca KLD, séric LHN 879)
com uma dose de 9 J/cm? com técnica pontual de 5 pontos
longitudinais de acordo com o trajeto do nervo, de proximal
para distal, durante 28 dias consecutivos. O grupo controle
foi submetido aos mesmos procedimentos de irradiacdo, mas
com o aparelho desligado.

Registro do EMG

Tanto no periodo pré-estrangulamento quanto nos dias 1,
7, 14, 21 e 28 apds o estrangulamento do cidtico, os animais
foram acondicionados em uma gaiola metélica e conectados,
por meio de um cabo flexivel, a um sistema digital de aquisicao
e anélise de sinais biolégicos (MP-100/WSW, Biopac, Inc.).
Esse sistema foi configurado para obter um ganho de sinal
de 1000x, com filtro Butterworth de 2* ordem para atenuar a
interferéncia provocada pela freqiiéncia da rede comercial (60
Hz), e taxa de amostragem de 200 Hz. Entdo, durante um
periodo de 20 minutos, registrou-se 0 EMG acompanhado de
anotagdes dos comportamentos do animal dentro da gaiola.

Ao final dos experimentos, todos os tragados eletromio-
gréficos foram submetidos & averigua¢ao minuciosa para a
separagio de trechos de 20 segundos referentes aos com-
portamentos de mdxima e de minima atividade comporta-
mental, que deveriam ser submetidos 4 transformada rédpida
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de Fourier, e 2 demodulagio complexa para a obtengio da
freqiiéncia e da amplitude instantineas. Apés esse processo,
os dados da andlise espectral (Fourier) foram segregados em
bandas de poténcia de 10 em 10 Hz, desde zero até 50 Hz.
Os dados dessas bandas de freqiiéncia, entdo, foram inseridos
em planilha eletrdnica para andlise estatistica.

Analise estatistica

Visando comparar as possiveis diferencas existentes entre
as bandas de freqiiéncias do EMG dos dois grupos experi-
mentais, utilizou-se a andlise de varidncia (ANOVA de uma
via). Além disso, comparagées intra-grupo entre os dias pds-
estrangulamento e o momento pré-lesio foram realizadas de
maneira pareada, através do teste # de Sudent. Como nivel
de significAncia optou-se por p < 0,05.

Resultados

Apesar de terem sido feitos registros em diferentes dias, serdo
apresentados, apenas, os resultados referentes ao 21° e ao 28° dia,
pois foram nesses em que encontramos diferengas marcantes.

Figura 2 - Registro eletromiogrdfico coletado antes da lesio do cidtico.
A) Trecho de 20 segundos contendo atividade muscular intensa e
diminuta (destaques). B) Segmento de 2 segundos destacado do trecho
A, caracterizado por ser um periodo onde animal estd caminhando.
C) Segmento de 2 sequndos destacado retivado do trecho A, onde o
animal encontra-se em repouso. D) Espectro de freqiiéncia referente
ao trecho B. E) Espectro de freqiiéncia referente ao trecho C. F)
Amplitudes instanténeas do segmento A.
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A Figura 2 caracteriza-se por apresentar um sinal eletromio-
gréfico tipico de um animal sadio, demonstrando amplitudes
e freqiiéncias compativeis com a integridade do binémio
nervo-musculo. Na Figura 2A observam-se, num trecho de 20
segundos, os potenciais de ativagdo relacionados ao caminhar
do animal, seguidos de potenciais em repouso. Em 2B nota-se
uma atividade elétrica intensa, com ondas monofisicas, trifdsi-
cas e polifdsicas de grande amplitude, positivas e negativas. Em
2C o sinal caracteriza-se por apresentar uma atividade elétrica
diminuida, sendo que as ondas apresentam amplitudes visivel-
mente menores. Na andlise espectral (2D e 2E) observa-se uma
homogeneidade das amplitudes das espiculas nas freqiiéncias
de 02 50 Hz, nos periodos de atividade e repouso, salientando
o fato de que no periodo em atividade destaca-se um pico de
maior poténcia (~3,2 x 107 pV?/Hz) na freqiiéncia de 25 Hz,
enquanto no perfodo em repouso, as amplitudes sio menores,
com picos de ~3,6x10”nV?/Hz nas freqiiéncias aproximadas de
5a 10 Hz e picos homogéneos nas freqiiéncias de 10 a 30 Hz..
Em ambos os espectros de freqiiéncia (2D e 2E) observam-se
diminuigoes das espiculas entre as freqiiéncias de 40 a 50 Hz.
Em 2F Observam-se amplitudes de até 15 pV compativeis com
alta atividade muscular durante a deambulagio.

Figura 3 - Registro eletromiogrdfico de um animal do grupo controle,
no 210 dia apds a lesio do nervo cidtico. A) Trecho pré-selecionado
com 20 segundos de um registro de EMG com duragio de 20 minu-
tos. B) Segmento de 2 sequndos retirado do trecho A, onde 0 animal
encontra-se caminbando. C) Segmento de 2 sequndos retirado do

trecho A, onde o animal encontra-se em repouso. D) Espectro de
freqiiéncia referente ao trecho B. E) Espectro de freqiiéncia referente
ao trecho C. F) Amplitudes instantineas do segmento A.
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Na Figura 3, sdo expostas as caracteristicas eletromiogréficas
de um animal com lesdo nervosa periférica apds 21 dias, referen-
tes a0 grupo nio irradiado pelo laser HeNe. E possivel constatar
um posicionamento diferente da atividade mioelétrica, notando
que os potenciais musculares encontram-se alterados em relagio
a Figura 2. Em 3A o tracado ¢ composto de um sinal hetero-
géneo, com variagio das amplitudes inclusive no periodo em
repouso. Em 3B observa-se maior atividade eletromiografica,
com a presenca de espiculas bifdsicas agudas. Em 3C o trecho
apresenta uma atividade elétrica diminuida em relagéo ao trecho
de ativagio, apesar de encontra-se aumentada em relagio ao
registro de repouso do periodo pré-lesio de animais do mesmo
grupo (Figura 2). Em 3D observa-se uma homogeneidade
maior dos picos de freqtiéncia em relagao ao grifico 3E, sendo
que as maiores espiculas permanecem no valor aproximado de
0,6 x 10’7}1\/2/ Hz, indicando maior organizagio das unidades
motoras no periodo de ativagio da fibra muscular. Em 3E
observa-se grande variagio dos picos de freqiiéncia indicando
desorganizacio dos potenciais de acio pelas unidades motoras
no periodo em que o animal encontra-se em repouso. Em 3F
observam-se amplitudes de até 9 pV nos momentos de intensa
atividade muscular.

Figura 4 - Registro eletromiogrdfico de um animal do grupo controle,
no 280 dia apds a lesio do nervo cidtico. A) Trecho pré-selecionado
com 20 segundos de um registro de EMG com duragio 20 minutos.
B) Segmento de 2 segundos retirado do trecho A, onde o animal
encontra-se em atividade. C) Segmento de 2 segundos retirado do
trecho A, onde o animal encontra-se em repouso. D) Espectro de
[freqiiéncia referente ao trecho B. E) Espectro de freqiiéncia referente
ao trecho C. F) Amplitudes instantineas do segmento A.
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Na Figura 4 sio apresentados os sinais eletromiogréficos
caracteristicos produzidos apds 28 dias da lesao do cidtico do
grupo nio irradiado pelo laser. Torna-se nitida a desorganizagio
do sinal, com potenciais emitidos espontaneamente, distribufdos
ao longo do tracado, apresentando amplitudes de magnitudes
variadas, positivas e negativas. Em 4B observa-se uma maior
atividade do tragado, com a presenca de espiculas monofisicas
agudas. Em 4C o tracado apresenta uma atividade elétrica di-
minuida em relagdo ao trecho de ativagio, apesar de encontra-se
aumentada em relagdo ao registro de repouso do periodo pré-
lesao de animais do mesmo grupo. Em 4D observa-se uma maior
homogeneidade dos picos de freqiiéncia em relagao ao grafico
4E, indicando uma maior organizacio das unidades motoras
no perfodo de ativagio da fibra muscular. Nota-se a semelhan-
ca entre as Figuras 4D e 4E, caracterizadas por apresentarem
freqiiéncias semelhantes. Em 4E observa-se grande variagao dos
picos de freqiiéncia indicando desorganizacio dos potenciais de
acdo pelas unidades motoras. Ressalta-se a presenca de potenciais
de amplitude considerdvel mesmo com o animal permanecendo
em um periodo de repouso. Em 4F observam-se grandes am-
plitudes de até 7 pV e uma desorganizacio no restante do sinal
mantendo uma amplitude média de 2 pV.

Figura 5 - Registro eletromiogrdfico de um animal do grupo irra-
diado pelo laser HeNe, no 210 dia apés a lesio do nervo cidtico. A)
Trecho pré=selecionado com 20 segundos de um registro de EMG
com 20 minutos. B) Segmento de 2 segundos retirado do trecho A,
onde 0 animal encontra-se em atividade. C) Segmento de 2 segundos
retirado do trecho A, onde o animal encontra-se em repouso. D) Es-
pectro de freqiiéncia referente ao trecho B. E) Espectro de freqiiéncia
referente ao trecho C. F) Amplitudes instanténeas do segmento A.
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E possivel observar diferengas nitidas na Figura 5, correspon-
dente aos sinais elecromiogréficos obtidos 21 dias apés a lesao
nervosa de um animal do grupo irradiado pelo laser HeNe. Os
sinais registrados encontram-se desorganizados em relagio 4 Figu-
ra 2 porém, observa-se maior homogeneidade dos potenciais em
relagio s Figuras 3 e 4. Observa-se, também, que as amplitudes
encontram-se mais homogéneas, limitadas ao periodo em que o
animal estava andando. No periodo em repouso fica clara a maior
organizacio dos potenciais, que se apresentam diminutos. Em
5B observa-se maior atividade deste tragado, com a presenca de
espiculas monofisicas mais agudas. Em 5C o sinal apresenta uma
atividade elétrica diminuida em relagio ao trecho de ativacio,
encontrando-se aumentada em relagio ao registro de repouso do
periodo pré-lesao de animais do mesmo grupo. Em 5D observa-se
homogeneidade dos picos de freqiiéncia, havendo destaque para
afreqiiéncia de aproximadamente 20 Hz. As demais freqiiéncias
participam menos na composi¢io do EMG, indicando melhor
organizacio dos potenciais musculares, dando indicios de regene-
racio nervosa. Em 5E observa-se homogeneidade semelhante ao
trecho 5D, porém com picos de freqiiéncias menores, mantendo
amplitudes de aproximadamente 0,3 x 10*mV nas freqiiéncias
de 0 a 50 Hz. Em F observa-se a maior amplitude de todo o
trecho registrado, apontando para 10 V.

Figura 6 - Registro eletromiogrifico de wm animal do grupo irradia-
do por laser HeNe, no 280 dia apds a lesio do cidtico. A) Trecho de
20 segundos pré-selecionado de um registro de EMG de 20 minutos.
B) segmento de 2 segundos do trecho A, caracterizado por ser um
periodo onde animal estd caminbando. C) segmento de 2 segundos
do trecho A, onde o animal encontra-se em repouso. D) Espectro de
[freqiiéncia referente ao trecho B. E) Espectro de freqiiéncia referente
ao trecho C. F) Amplitudes instantineas do segmento A.
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Na Figura 6 sdo expostos os sinais obtidos apés 28 dias da
lesio do nervo cidtico do grupo irradiado pelo laser HeNe.
De maneira geral observa-se maior organizacio do tracado
em relagdo aos sinais correspondentes do grupo nio irradiado
pelo laser HeNe (Figura 4). E possivel observar que os sinais
da Figura 6 nio se assemelham aos sinais obtidos no animal
sadio, registrado anteriormente a lesdo nervosa (Figura 2),
indicando que a regeneragio completa do nervo lesionado
ocorre em um periodo maior que 28 dias. Mesmo assim, os
dados obtidos no grupo submetido 2 laserterapia de baixa
intensidade encontraram-se, significantemente diferentes em
relagao ao grupo nio irradiado, denotando maior semelhanga
dos potenciais musculares captados antes da lesdo do cidti-
co. Em 6B observa-se atividade elétrica intensa, com ondas
monofisicas, trifdsicas e polifisicas de grande amplitude
compativel com alta atividade comportamental. Em 6C o
sinal se caracteriza por uma atividade elétrica marcadamente
diminuida, compativel com inatividade comportamental. Em
6D observam-se picos de freqiiéncia heterogéneos, distintos,
com amplitudes variando entre 10 e 20 mV. Observam-se
maiores poténcias nas maiores freqiiéncias, 25, 30 e 45 Hz.
Em GE observa-se distribuicio mais homogénea dos picos
de freqiiéncia enquanto o animal encontrava-se em repouso.
Em GF observa-se uma amplitude de aproximadamente 20
BV referente & somatéria das espiculas mais pronunciadas da
Figura 6A (referente ao mdximo de atividade comportamental
daquele periodo).

Na Tabela I apresenta-se a comparagio das poténcias,
segmentadas por bandas de freqiiéncia, entre os periodos
pré- e pés-lesao do grupo controle, durante a deambulagao.
Esta tabela deixa claro que, independentemente da banda
de freqiiéncia, a situagio da média das poténcias do periodo
pré-lesao, em relagao ao 1° dia apés lesio do cidtico, apre-
senta-se sempre superior, evidenciando presenca marcante
de potenciais que denunciam atividade eletromiogréfica
espontinea e espuria. Concomitantemente, na comparagio
entre os perfodos pré-lesio e o 7° dia ap6s a lesdo, nota-se uma
similaridade das médias de poténcias. Nos demais periodos,
em todas as bandas de freqiiéncia, foi observado que as médias
de poténcias encontravam-se menotes no periodo pré-lesio
em relagio aos dias 14°, 21° e 28° ap6s lesio, denotando
estatisticamente que ap6s a lesio nervosa, nio foi verificada
regeneragio do nervo cidtico dos animais do grupo controle,
tendo em vista que as médias de poténcia do 28° dia, em
todas as bandas de freqiiéncia, encontraram-se superiores as
poténcias do periodo pré-lesdo.

Da mesma forma, realizaram-se comparagoes das médias
das poténcias das freqiiéncias no grupo irradiado com laser
HeNe (Tabela II). A partir dos dados expostos, nota-se que
nos dias 14 e 21 ap6s a lesao as médias das poténcias encon-
traram-se superiores ao perfodo pds-lesio assemelhando-se ao
grupo controle. Por outro lado, quando comparados, os dias
pré-lesaio com o 28° dia apds lesdo apresentam semelhanca
entre as médias das poténcias, excetuando a banda de 0 a 10
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Tabela I - Comparacées intra-grupo (pré- versus pds-lesio) do gru-
po controle, realizadas pelo teste t de Student referentes is bandas
de poténcias das freqiiéncias detectadas pela transformada ripida
de Fourier da atividade eletromiogrifica ao longo de 28 dias de
experimentagdo. (*) Diferengas estatisticamente significantes, p <
0,001.

Tabela II - Comparagées intra-grupo (pré- versus pds-lesio) do
grupo irradiado com laser HelNe, realizadas pelo teste t de Student
referentes &s bandas de poténcias das freqiiéncias detectadas pela
transformada rdpida de Fourier da atividade eletromiogrdfica ao
longo de 28 dias de experimentagio. (*) Diferengas estatisticamente
significantes, p < 0,001.

Banda (Hz) Dia Situagéo Teste t Banda (Hz)  Dia Situacdo Teste t
1 Pré- > Dia 1 t=7,48* 1 Pré- = Dia 1 t=-0,20
7 Pré- = Dia 7 t=-0,55 7 Pré- = Dia 7 t=-1,27
0~10 14 Pré- < Dia 14 t=-8,97* 0~10 14 Pré- < Dia 14 t=-6,86*
21 Pré- < Dia 21 t=-4,87* 21 Pré- < Dia 21 t=-7,83*
28 Pré- < Dia 28 t=-3,28* 28 Pré- < Dia 28 t=-3,69*
1 Pré- > Dia 1 t=5,87* 1 Pré- = Dia 1 t=-0,31
7 Pré- = Dia 7 t=-1,36 7 Pré- = Dia 7 t=20,78
10 ~ 20 14 Pré- < Dia 14 t=-8,77* 10 ~ 20 14 Pré- < Dia 14 t=-8,97*
21 Pré- < Dia 21 t=-537* 21 Pré- < Dia 21 t=-6,74*
28 Pré- < Dia 28 t=-4,72* 28 Pré- = Dia 28 t=-1,20
1 Pré- > Dia 1 t=5,69* 1 Pré- = Dia 1 t=0,18
7 Pré- = Dia 7 t=-0,59 7 Pré- < Dia 7 t=-2,83*
20 ~ 30 14 Pré- < Dia 14 t=-8,26* 20 ~ 30 14 Pré- < Dia 14 t=-7,13*
21 Pré- < Dia 21 t=-8,31* 21 Pré- < Dia 21 t=-9,49*
28 Pré- < Dia 28 t=-3,72* 28 Pré- = Dia 28 t=-0,92
1 Pré- > Dia 1 t=5,28* 1 Pré- = Dia 1 t=-1,66
7 Pré- = Dia 7 t=-1,00 7 Pré- = Dia 7 t=-0,78
30 ~ 40 14 Pré- < Dia 14 t =-6,05* 30 ~ 40 14 Pré- < Dia 14 t=-7,79*
21 Pré- < Dia 21 t=-8,47* 21 Pré- < Dia 21 t = -5,35*
28 Pré- < Dia 28 t=-3,22* 28 Pré- = Dia 28 t=-0,90
1 Pré- > Dia 1 t=541* 1 Pré- = Dia 1 t=-0,20
7 Pré- = Dia 7 t=0,25 7 Pré- < Dia 7 t=-2,76*
40 ~ 50 14 Pré- < Dia 14 t=-510* 40 ~ 50 14 Pré- < Dia 14 t=-7,03*
21 Pré- < Dia 21 t=-8,82* 21 Pré- < Dia 21 t = -8,82*
28 Pré- < Dia 28 t=-2,35*% 28 Pré- = Dia 28 t=1,16

Tabela III - Valores da ANOVA referentes is médias das poténcias das freqiiéncias obtidas em diferentes dias, pela transformada rdpida de
Fourier, durante estados de repouso dos animais. A coluna “Situacio” foi obtida através do teste (post-hoc) das diferencas mdximas significantes

de Tukey.

Banda (Hz) Dia Situagdo ANOVA

0-10 21 Controle > Laser [F(1,478) = 39,5, p < 0,0001]
28 Controle > Laser [F(1,478) = 34,6, p < 0,0001]
7 Controle > Laser [F(1,478) = 9,34, p < 0,002]

10 ~ 20 21 Controle > Laser [F(1,478) = 53,8, p < 0,0001]
28 Controle > Laser [F(1,478) = 29,1, p < 0,001]
7 Controle > Laser [F(1,478) = 6,75, p < 0,009]

20 ~ 30 21 Controle > Laser [F(1,478) = 96,8, p < 0,0001]
28 Controle > Laser [F(1,478) = 23,8, p < 0,0001]

30 ~ 40 21 Controle > Laser [F(1,478) = 97,5, p < 0,0001]
28 Controle > Laser [F(1,478) = 22,1, p < 0,0001]

40 ~ 50 21 Controle > Laser [F(1,478) = 102,9, p < 0,0001]
28 Controle > Laser [F(1,478) = 10,1, p < 0,001]
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Hz. Os dados obtidos no 28° dia apds a lesdo apontam para
a ocorréncia de regeneragio nervosa periférica no grupo de
animais irradiados com laser HeNe, tendo em vista que as
médias de poténcias apresentaram-se semelhantes entre os
periodos pré-lesio e o 28° dia apds a lesdo.

Foi realizada, também, a comparacio das médias das po-
téncias do espectro de freqiiéncia de 0 a 50 Hz, entre os grupos
controle e o grupo irradiado com laser HeNe. De acordo com
os dados expostos na Tabela III, nota-se a superioridade das
médias das poténcias das freqiiéncias do grupo controle em
relagdo ao grupo irradiado com laser HeNe. Essas diferencas
evidenciam que o grupo submetido 2 laserterapia de baixa
intensidade apresentou melhor recuperagio, pois a expressao
da atividade eletromiogrifica no grupo irradiado nio revela
potenciais esptirios. Apesar de a Tabela III ndo mostrar, nos de-
mais dias nao foi possivel observar diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos estudados, apontando para o fato
de ambos apresentarem o mesmo nivel de comprometimento
funcional nesses dias.

Discussao

Apesar dos grandes avancos nas técnicas de cirurgia recons-
trutora de nervos lesionados ocorridos nos dltimos anos, nao
existe, até entdo, meios que assegurem um retorno funcional
plausivel ap6s tal intervencio. Em face desse desafio, desde a
década de 1970 tem se tentado desenvolver alternativas tera-
péuticas que visam a potencializar a recuperagao funcional e
a melhora clinica de individuos portadores de seqiielas decor-
rentes de lesbes nervosas periféricas. Dentre essas alternativas
destaca-se 0 emprego da laserterapia de baixa intensidade, e a
comprovagio da eficicia de tais alternativas se dd através de
estudos morfoldgicos, funcionais, comportamentais ¢ eletrofi-
siolégicos. Pelo exposto até entdo, acredita-se que a irradiagao
de laser HeNe ¢é capaz de promover regeneracio acelerada do
nervo cidtico de ratos Wistar e, guardadas as devidas proporgoes,
a sua indicagio também pode servir & condi¢iao humana.

Os registros apresentados nas Figuras 2, 3, 4, 5 ¢ 6
corroboram os dados de Ferreira [16], ressaltando que o
musculo integro nao apresenta atividade elétrica no repouso,
exceto os chamados “potenciais de placa’, que sdo gerados
na placa mioneural e que sio fisiolégicos. Quando ocorre
uma lesio nervosa periférica, de magnitude tal que haja
comprometimento axonal (axoniotmese e neurotmese), hd
o aparecimento de potenciais de fibrilagio e ondas positivas.
Estes potenciais representam a descarga espontnea de fibras
musculares desnervadas em func¢io de uma instabilidade
da membrana celular muscular e indicam desnervagao. O
surgimento dos potenciais de fibrilagio e de ondas positivas
ocorre em torno de 2 a 5 semanas ap6s a lesdo, dependendo
da distAncia entre o musculo examinado e a lesio. Quanto
mais préximo estiverem, mais rapidamente aparecerio estes
potenciais, uma vez que o tamanho do coto axonal que softe
degeneragao é menor.

Apés a desnervagio, pode ocorrer um processo de
reinervagdo, uma vez que se trate de uma lesdo parcial (axo-
niotmese), por um processo de brotamento colateral de ax6-
nios de neurdnios sobreviventes. Este processo de reinervagao
se manifesta eletromiograficamente sob a forma de potenciais
polifésicos, que sao um reflexo do aumento de dispersio
temporal das fibras musculares que constituem o potencial de
agio de unidade motora, que descarregam assincronicamente
em func¢io de uma maior variagio da localizagao anatdmica
das placas mioneurais de cada uma delas, e da lentificagao na
conducio nervosa dos colaterais nervosos imaturos [16].

Conforme Finsterer [17], na andlise do espectro de
poténcia ocorre a decomposigao das ondas senoidais de
diferentes fases, freqiiéncias e amplitudes, realizada através
da transformada rédpida de Fourier (FFT). A maior banda de
freqiiéncia do espectro de poténcia ¢é resultante da duragio
dos potenciais da unidade motora (PUM). Para Ferreira [16],
altas freqiiéncias refletem um curto tempo de subida e curta
duragio dos PUMs, e ondas polifdsicas. Baixas freqiiéncias
refletem longa duragio dos potencias da unidade motora com
um longo tempo de subida. Durante a tentativa de contra-
¢ao muscular mdxima, em fun¢io de uma diminui¢io no
nimero de unidades motoras e conseqiientemente de fibras
musculares, hd redu¢io no niimero de potenciais de agdo de
unidades motoras recrutadas, tornando o tracado rarefeito.
Normalmente, em uma contracio muscular de esforco
méximo, sdo recrutadas tantas unidades motoras que nio ¢é
possivel individualiza-las, caracterizando o chamado padrio
interferencial. O simples recrutamento de alguns potenciais
de a¢do de unidade motora ¢ sinal de que, ao menos, existe
continuidade parcial do nervo através da lesio e, portanto,
melhor prognéstico.

De acordo com Navarro [18] e Gramsberger, Ijkema-
Paarsen e Meek [19], a perda de continuidade entre um
nervo e um musculo esquelético pode ser imediatamente
identificada pela eletromiografia. A presenca de potenciais
de fibrilagago em um musculo relaxado pode ser um sinal de
desnervagio, entretanto normalmente eles nio aparecem antes
de trés semanas depois do surgimento da lesao. As neuropatias
periféricas caracterizam-se pela redugio da atividade das
unidades motoras até o ponto de perder o padrio de
interferéncia, inclusive durante esforco maximo. Os potenciais
de a¢do sao, geralmente, polifdsicos devido provavelmente as
alteragoes na velocidade de condugio dos ramos que inervam
as fibras da unidade motora. As amplitudes e duragoes sao
normais ou ligeiramente inferiores. Os potenciais polifdsicos
precedem a recuperagio das fibras musculares desnervadas e
s40 vistos durante a regenera¢io nervosa. J4 os potenciais da
unidade motora agrupados podem ser vistos em lesoes pds-
isquémicas da por¢ao do neurdnio motor inferior e geralmente
aparecem apds regeneragio nervosa. Os primeiros sinais de
desnervagio ativa ocorrem ap6s aproximadamente 14 dias de
injaria, com presenca de ondas agudas positivas e fibrilagoes.
Os potenciais de desnervagio surgem primeiramente nos
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musculos mais préximos da lesdo e posteriormente nos
musculos mais distais. Esses potenciais podem persistir nos
musculos parcialmente desnervados por tempo indefinido. J4
em leses completas, onde o musculo ¢ totalmente desnervado
e atréfico, os potenciais de desnervagio desaparecem em
aproximadamente 1 ano.

Ap6s duas semanas de lesio, os potenciais de desnervacio
(ondas agudas positivas e fibrilagoes) comecam a surgir na
axoniotmese e na neurotmese. Teoricamente, quando a lesio
for puramente neuropréxica, nao hd potenciais de desnervagio
no EMG. Entretanto, na pritica, mesmo em lesées predo-
minantemente neuroprixicas, algum grau de degeneragao
axonal secunddria ocorre e potenciais de desnervagio podem
ser registrados [20].

Buerger ez al. [15] estudaram o processo de regeneragio
nervosa periférica de ratos submetidos ao laser de baixa in-
tensidade, através do diodo laser GaAlInP (658 nm) numa
dose de 6 J/cm?, por meio de andlises histopatoldgicas, e
observaram que as estruturas estudadas (musculos e nervo
cidtico) apresentavam sinais claros de recuperagio morfoldgica
no grupo irradiado.

Silva [21], utilizando o mesmo protocolo acima, realizou
a avaliacdo funcional da marcha de ratos empregando o IFC
(Indice Funcional do Cidtico). Nesse estudo o autor observou
que os animais que receberam irradiagoes didrias de laser
apresentavam melhores resultados, sob o ponto de vista fun-
cional, que aqueles que receberam laser em dias intercalados
ou aqueles que nio foram irradiados. Esses resultados apon-
tam para a necessidade de uma rotina de irradiagio imediata
e continua, pois o grupo irradiado intercaladamente por 21
dias ndo apresentou os mesmos resultados favordveis.

Camargo ez al. [22] realizaram um estudo comparativo
entre o laser de AsGa (904 nm) com uma dose de 4 J/cm?e
HeNe com uma dose de 9 J/cm? através da técnica pontual
e de varredura sobre o nervo cidtico de ratos lesionados por
esmagamento, cfetuando para isso a andlise funcional da
marcha dos animais através do IFC. Nesse estudo observaram
que os animais irradiados com laser HeNe apresentaram evi-
dente recuperagio da marcha quando comparado aos animais
controle ou irradiados com laser AsGa.

Rochkind e Ouaknine [23] propéem a hipétese de que
a radiagdo laser é absorvida por sensibilizadores endégenos
como as porfirinas, ou por fotorreceptores que sio compo-
nentes da cadeia respiratéria, como as flavinas, citocromos e
enzimas mitocondriais (citocromo-oxidase). A estimulagio
laser aumenta a liberagio de Ca* pela mitocondria para o
citoplasma juntamente ao aumento da producio de ATP
na mitocdndria. Em células eucaridticas, o laser promove a
proliferacio celular, sendo que nos neurdnios ocorre 0 mesmo
efeito, potencializando o crescimento do nervo. Além disso,
a mobilizagio de Ca** nos terminais axdnicos gera liberagio
exocitdtica de acetilcolina, neurotransmissor responsével
pela transmissdo sindptica dos potenciais de agio de uma
célula nervosa ao musculo, explicando os potenciais eletro-

miogréficos encontrados seletivamente apds o 21° dia de
experimenta¢io aqui descritos. Adicionalmente, a mobilizagio
estimulada de Ca®* no cone de crescimento axonal promove
a ativacdo de cinases intracelulares que atingindo o pericdrio,
por transporte axonal retrégrado, promovem a transcri¢io de
RNA mensageiro que sintetizam proteinas do citoesqueleto
e que, por sua vez, promovem a expansio dos filopédios do
cone em diregio aos seus alvos originais, culminando em
reinervacio muscular [4,24,25].

Conclusao

Sustentados nos resultados obtidos é possivel inferir que
o laser de baixa intensidade HeNe ¢é capaz de favorecer o
processo de regeneragdo nervosa periférica apds a lesao por
axoniotmese. Nossos dados estao em consondncia com os
de outros autores que apontam para a possibilidade do em-
prego dessa técnica, também, em individuos humanos. Essa
afirmacdo se apéia nas fortes evidéncias que indicam que
modelos animais e seres humanos compartilham profundas
semelhangas estruturais e funcionais no que tange o sistema
nervoso periférico.
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