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Efeito do laser terapéutico de baixa poténcia no ganglio
daraiz dorsal L, de camundongos submetidos ao
esmagamento do nervo ciatico

Effect of low-power laser therapy in L, dorsal root ganglion of mice submitted to sciatic
nerve crush injury
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Resumo

Avaliou-se o efeito o efeito da terapia laser de baixa poténcia (TLBP) na regeneracio de neuronios periféricos de animais
adultos. O nervo cidtico direito de doze camundongos machos adultos foi esmagado com pinga hemostatica durante 30
segundos. Os animais foram divididos aleatoria e equitativamente em quatro grupos: HeNe, AsGa, NR e NOR. O grupo
HeNe recebeu irradiacdo laser HeNe (3)/cm?). Os animais do grupo AsGa receberam radiacio laser AsGa (30 m)) e os
animais remanescentes (NR) nao foram radiados. A radiagdo transcutanea sobre o ganglio da raiz dorsal L_ foi realizada
uma vez ao dia, por 21 dias. Outros quatro animais nao foram operados e serviram como controle de normalidade (NOR).
Decorridos 21 dias, fragmentos do nervo cidtico foram coletados para avaliagdo morfolégica e contagem do niimero
de axonios. O ganglio da raiz dorsal L, foi removido para a avaliacdo morfoldgica e contagem dos neurénios sensitivos
sobreviventes a lesao. Os grupos que sofreram esmagamento do nervo sofreram redu¢do no numero de axénios quando
comparados ao grupo nao operado (NOR). O ganglio da raiz dorsal L5 também foi removido e seccionado em série para
a contagem e mensuragdo dos neurdnios sensitivos. Ndo se observou diferenca entre os grupos quando considerada a
area do pericario e o nimero de neurdnios. Os resultados indicam que a TLBP néo estimulou a regeneragio de nervos em
camundongos. A TLBP néo teve agdo neuroprotetora sobre os neurdnios apds a lesao dos seus axonios.
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Abstract

The purpose of this study was to assess the effect of low-power laser therapy (LPLT) on the regenerating peripheral
neurons in adult animals. The right sciatic nerve of twelve mice adults was experimentally crushed with a Halstead
forceps during 30 seconds. Animals were randomly distributed into three: HeNe, GaAs and NR. HeNe group received
radiation laser HeNe (3 J/cm?). The animals of the GaAs group received GaAs laser irradiation (30 mJ) and the remnant
animals (NR) were not radiated. The radiation was daily transcutaneously applied to L. dorsal root ganglion, for 21
days. Other four non-operated animals served as normal controls (NOR). After 21 days, the sciatic nerve was collected
and processed for histological assessment and axonal counting. The L, dorsal root ganglion (DRG) was also removed
for morphologic and morphometric evaluation of sensory surviving neurons. No difference was found in the number
and size of DRG neurons among the experimental groups. The results indicate that LPLT did not improve regeneration
of peripheral nerves in mice. LPLT had no neuroprotective effect on neurons after axonal lesion.
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nervo periférico ainda constitui uma condigao preo-
cupante, pois a perda da fungio sensitiva e/ou motora
resultante impossibilita a realizagdo de diversas ativi-

dades'. Nos mamiferos, o nervo periférico trans-sec-
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cionado possui capacidade de regeneracdo e de atingir,
embora de maneira limitada, a recuperagdo funcional,
pois o trauma pode levar a morte neuronal®>. O pro-
cesso de regeneragdo dos nervos periféricos envolve
a restauracdo do volume axoplasmatico perdido em
meio a intensa proliferagdo celular (fibroblastos, célu-
las endoteliais, células de Schwann)?. Visando otimizar
as taxas de recuperagao funcional, varios experimentos
no campo da cirurgia, neurologia e neurobiologia, tém
sido desenvolvidos na esperanca de aumentar o proces-
so reparador do sistema nervoso**.

A terapia com laser de baixa poténcia (TLBP) pro-
duz efeitos bioldgicos, capazes de acelerar o processo
de reparagdo dos tecidos traumatizados devido a aciao
fotoquimica e/ou fotofisica da irradiagao. Os meca-
nismos e elementos envolvidos na conversdo da ener-
gia luminosa em energia bioquimica, capaz de gerar
processo regenerativo nao sao todos conhecidos, po-
dendo ocorrer em nivel molecular’. O laser terapéu-
tico de baixa poténcia (LTBP) inclue as misturas dos
gases Hélio-Neonio (HeNe), com agdo regenerativa
em tecidos superficiais e Arseneto de Galio (AsGa),
que age mais profundamente®.

A irradiagdo com o LTBP tem sido utilizada sobre
0 nervo para promover a maturagio neural e a re-
generagdo apds a lesao e constitui um dos métodos
terapéuticos empregados na recuperagdo dos nervos
periféricos traumatizados por facilitar o processo de
regeneracgao axonal® O LTBP aplicado transcutane-
amente aos segmentos medulares correspondentes ao
nervo lesado pode melhorar a recuperagido do nervo
periférico’, contudo, pouco se sabe a respeito da acao
do laser na neuroprote¢io e estimulo da regeneracao
com radiacao direta sobre os corpos celulares.

O trabalho visa avaliar o efeito da TLBP HeNe e
AsGa na regeneragao de neurdnios periféricos, apds
esmagamento experimental do nervo cidtico em ca-
mundongos adultos, com avaliagdo do ganglio da raiz
dorsalgespinhal L5, que constitui a principal fonte de

axoOnios sensitivos para o nervo cidtico.
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Material e Método

Foram utilizados 16 camundongos Swiss, machos,
adultos, fornecidos pelo biotério da Universidade Pa-
ranaense. Durante o periodo de observacio, os animais
foram acondicionados em compartimentos apropria-
dos, sendo mantidos em gaiolas individuais, recebendo
ragdo comercial para ratos e agua ad libitum.

Os camundongos foram divididos aleatéria e eqiii-
tativamente em quatro grupos assim denominados:
HeNe, AsGa, NR e NOR. Os animais do grupo HeNe
receberam irradiacdo HeNe. Os quatro animais do
grupo AsGa foram radiados com laser Arseneto de
galio, outros quatro animais (NR) nao receberam
irradiagdo. Os quatro camundongos remanescentes
nao receberam qualquer tipo de tratamento, servindo
como controle de normalidade (NOR).

Apos avaliagdo da massa corporal, os animais fo-
ram anestesiados com isoflurano em sistema aberto.
Os animais foram submetidos a tricotomia da face
caudo-lateral do membro pélvico direito. Os camun-
dongos foram posicionados em decubito esternal e os
membros fixados ao plano da mesa com o auxilio de
fitas adesivas.

O acesso caudo-lateral & coxa foi realizado por inci-
sdo abrangendo a pele, o tecido subcutaneo e o plano
muscular entre o musculo vasto lateral e o musculo bi-
ceps femoral com exposi¢do do nervo ciatico direito.

O nervo ciatico foi liberado, parcialmente, do leito
conjuntivo e, a seguir, procedeu-se 0 esmagamento
do mesmo na sua por¢ao média, com pinga hemos-
tatica Halstead, durante 30 segundos. Ao final do
procedimento cirtrgico, os planos anatomicos fo-
ram reconstituidos com sutura em pontos simples
continuo com fio de nylon monofilamentar n.° 6-0
na musculatura. As bordas da pele incisada foram
unidas com fio de ndilon monofilamentar n.°4-0 em
padrao simples continuo.

Decorridas 24 horas do ato operatério, os animais

dos grupos HeNe e AsGa receberam irradiagao do la-
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ser com método pontual, em um unico ponto sobre a
regido dos ganglios dorsais L, diariamente durante trés
semanas. O aparelho utilizado para irradiacio HeNe
(Plasmax IV - KLD Biosistemas, Sao Paulo, SP), possui
emissdo de onda pulsada, comprimento de onda 632,8
nm, poténcia maxima 50 mW, com area do feixe 0,02
cm’. A energia utilizada diariamente foi de 3 J/cm?, com
a canet em posi¢ao perpendicular e distante dois centi-
metros da superficie da pele. A energia laser AsGa 30 m]
foi entregue por fibra 6ptica de 0,01 cm? de area, com
a caneta posicionada perpendicularmente em contato
com a pele. Para a irradiagdo, utilizou-se laser semi-
condutor, diiodo arseneto de galio, 45 mW de poténcia,
comprimento de onda 904 nm (Endophoton LLT-IR
-KLD Biosistemas).

Apos trés semanas, 0s animais foram anestesiados
para exposicdo cirtrgica do nervo ciatico direito que
foi dissecado em toda a sua extensdo sob microscd-
pio cirurgico com aumento de dez vezes e secciona-

do transversalmente para colheita de um fragmento.

O génglio espinhal L, correspondente ao antimero
do membro que recebeu esmagamento, também foi
removido (Figura 1). Todos os fragmentos coletados
foram mantidos em solu¢do de Karnovsky (parafor-
maldeido a 1%, glutaraldeido 2% em tampao fosfato
de s6dio 0,1 M com pH 7,3) durante 24 horas a 4 °C.

Os géanglios espinhais e os fragmentos do nervo
ciatico coletados foram desidratados em solucdes
crescentes de alcool etilico e incluidos em parafina.
Cortes seriados longitudinais de 4 pm foram obtidos
da extensdo total do ganglio, e cortes transversais dos
fragmentos coletados do nervo ciético, foram corados
pela técnica da Hematoxilina e Eosina para posterior
observagdo em microscopio de luz.

Os cortes obtidos do nervo cidtico foram observa-
dos quanto a disposi¢ao dos elementos neuronais e
conjuntivos que constituem o nervo. Os cortes lon-
gitudinais dos ganglios espinhais L, foram analisados

quanto ao seu aspecto e disposicdo dos neurdnios

sensitivos.

Figura 1 - Representagdo esquematica do modelo experimental
utilizado. Estdo representados os ganglios espinhais
que contribuem para a forma¢do do nervo cidtico
(NC), destacando-se o ganglio espinhal L,
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A analise quantitativa das fibras nervosas regenera-
das foi feita por meio da determinac¢édo do numero de
axdnios mielinicos encontrados nos cortes transver-
sais obtidos dos fragmentos do nervo ciatico. As lami-
nas foram observadas em microscdpio éptico de luz
com aumento de 100 vezes e manualmente contadas.

A andlise quantitativa dos neurdnios sensitivos so-
breviventes a lesdo axonal foi realizada pela contagem
dos neuronios presentes nos cortes longitudinais do
ganglio espinhal L,. As imagens foram capturadas por
camera digital (Moticam 2000, 2.0 M Pixel) acopla-
da a microscopio de luz binocular (MOTIC B5) uti-
lizando o software Motic Images Plus, versao 2.0, para
contagem de todos os corpos celulares dos neurdnios
com nucléolo evidente, sob objetiva de 25X, na exten-
sdo total do ganglio.

A andlise morfométrica dos neurdnios de todos os
animais foi realizada a partir dos mesmos cortes uti-
lizados para a contagem dos neurénios. De cada cor-
te foram utilizados trés campos aleatdrios e distintos
com aumento de 40 vezes e captados por camara di-
gital. Os contornos de todos os corpos celulares dos
neur6nios com nucléolo evidente presentes no cam-
po, foram contornados com cursor manual, determi-
nando automaticamente sua drea.

Pela natureza das varaveis estudadas optou-se pelo
teste de Kruskal-Wallis (Teste H). Este é um teste uti-
lizado para varidveis na- normais. Utiliza a ordem dos
dados observados, sem levar em conta seus valores
absolutos. O valor para o teste de Kruskal-Wallis foi

estimado pela formula:

12 . ..
H = NN iD 2 ((Z Ri)2/n) - 3 (N +1) com distri-
buic¢do de qui-quadrado

onde: N = nimero total de unidades; n = nimero de

unidades por tratamento; Ri = tratamentos; gl = k-1.

Resultados

Os cortes transversais do nervo cidtico dos animais

que sofreram esmagamento do nervo mostraram or-
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ganizacdo similar nos trés grupos com axoénios de di-
ametro reduzido em meio a algumas fibras de grande
calibre envoltas por tecido conjuntivo delimitados
pelo epineuro. No grupo NOR o nervo cidtico apre-
sentava-se com aspecto de nervo normal com fibras
de grande calibre, uniformemente distribuidas, con-
tidas por epineuro. A avaliacdo histoldgica do nervo
em regeneragdo reflete o grau de maturagao e recupe-
racao funcional®. A semelhanca entre os grupos que
tiveram o nervo ciatico esmagado indica auséncia de
acao positiva do LTBP nos grupos que receberam ir-
radiagdo sobre os ganglios dorsais L5, corroborando
com o relatado por Bagis et al. °.

A descri¢ao dos dados experimentais obtidos a par-
tir da contagem do numero de axdnios mielinicos
encontrados no nervo cidtico dos camundongos dos
quatro grupos pode ser observada na tabela 1. Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos que sofre-
ram esmagamento do nervo (p > 0,05), porém estes
apresentaram redu¢do no numero de axonios quando
comparados ao grupo que nao sofreu esmagamento
do nervo.

A histologia dos cortes longitudinais dos ganglios
espinhais L5 correspondente ao antimero do membro
operado e do ganglio direito no grupo ndo operado,
revelou estrutura semelhante em todos os grupos, ou
seja, a capsula de tecido conjuntivo envolvia os gan-
glios, os corpos das células ganglionares e feixes de
fibras nervosas, além dos vasos sangiiineos (Figura 2).

As médias e desvios-padrdo da drea e nimero de
neurdnios sensitivos encontrados no ganglio espinhal
L, foram estatisticamente semelhantes (p > 0,05) em
todos os grupos, conforme observado na tabela 1,

mostrando efeito positivo da TLBP.

Discussao

A lesdo por esmagamento preserva a estrutura dos
tubos endoneurais, sendo empregada para testar a

acdo de fatores que estimulam a regeneragdo. A le-
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Tabela 1 - Médias, desvios-padrao e resultado estatistico do numero de axdnios, nimero de neurdnios e
area dos neur6nios de camundongos submetidos ao esmagamento do nervo ciatico - Umuarama

- 2007
Variavel AsGa HeNe NR NOR
Média DP Média DP Média DP Média DP
n°® Axdonios 218,75a 84,10 244,75° 71,93 285,00* 59,58 1189,75" 107,55
n° neur6nios 358,752 43,87 341,75° 34,56 348,00* 65,27 448,75* 144,35
Area neurdnios pm?* 535,562 55,38 395,482 42,74 481,93° 126,34 520,90* 120,92

(MMédias seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis, ao nivel de 5% de significancia

Figura 2 - Fotomicrografia representativa dos cortes longitudinais obtidos
dos ganglios espinhais L, dos camundongos que sofreram
esmagamento do nervo ciatico trés semanas apos o ato operatorio.
Observar a presenca dos neurdnios, células arredondadas com
nucleo evidente

sdo por esmagamento constitui modalidade util para
avaliar a regeneracdao dos nervos periféricos, visto
que promove axonotmese. Neste tipo de lesao o prog-
nostico é favoravel, pois apesar de haver degeneracao
walleriana no segmento distal, ha a preservacao das
estruturas de sustentagdo, tecido conjuntivo de supor-
te, trata-se de método confiavel e reprodutivel'*'".

As variaveis frequentemente adotadas para avaliar
a regenera¢do de um nervo periférico incluem a mor-
fologia, a morfometria e andlise quantitativa dos axo-

nios regenerados'?, a eletrofisiologia®, a morfometria
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e analise quantitativa dos neurdnios sobreviventes
a lesao'”. A contagem do niimero de axonios mie-
linicos constitui pardmetro que avalia a maturagao
do axdnio, conforme preconiza Lundborg'. Dentre
os métodos de avaliagao disponiveis, empregou-se a
andlise morfoldgica do nervo cidtico e do ganglio dor-
sal L, visando avaliar quantitativamente as alteragdes
histolégicas provocadas pela agao do LTBP apds lesao
no nervo cidtico.

A presenca predominante de fibras de diametro

reduzido nos grupos que sofreram esmagamento do



nervo, com aspecto semelhante nos trés grupos indica
ndo ter havido a¢do positiva da TLBP no processo de
matura¢ao dos axdnios em regeneragao. Apds a lesao
axonal, ocorre o crescimento de novas projecoes axo-
plasmaticas distalmente na tentativa de recompor o
nervo periférico lesado™.

Houve reduc¢do no numero de axénios em consequ-
éncia do esmagamento do nervo. Na tabela 1 observa-
se maijor média no numero de axonios no nervo ciati-
co no grupo NOR em relagao aos demais grupos (p <
0,05), sem diferenca estatistica entre os grupos subme-
tidos ao esmagamento do nervo. A analise quantitativa
dos axdnios revelou que o tratamento com laser HeNe
ou AsGa ndo estimulou a regeneragao dos nervos pe-
riféricos. Resultados semelhantes foram relatados por
Wu et al.”® e Chen et al.'%, podendo inclusive exercer
efeito supressor's. Bagis et al.’, conduziram estudo com
esmagamento do nervo cidtico de ratos, e irradiacao
com AsGa nos segmentos correspondentes da medu-
la e declararam agdo ineficaz no processo de regene-
racdo. Contrariamente, em outros estudos a TLBP so-
bre o nervo periférico lesado estimulou a regeneracao,
levando a aumento no numero de axdnios e estrutura
organizacional mais madura, com axonios de tamanho
maior com bainha de mielina espessa®’. A TLBP apli-
cada diretamente na medula espinhal melhorou a recu-
pera¢do do nervo periférico correspondente’. Anders,
Geuma e Rochkind* sugerem que o efeito do LTBP na
regeneracao do nervo periférico pode ser maior se a
irradiacao for aplicada no trajeto do nervo e sobre o
segmento medular correspondente.

Nio foram observados na literatura consultada, es-
tudos que avaliassem o efeito da TLBP sobre o corpo
celular do axdnio lesado. Rochkind et al.” sugerem que
no sistema nervoso central a TLBP estimule a prolife-
ragdo de astrdcitos e oligodendrdcitos, melhorando o
metabolismo dos neuronios com consequente acrés-
cimo na produgdo de mielina.

Os resultados para numero de neur6nios foram se-

melhantes nos grupos que sofreram esmagamento do
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nervo, indicado nao ter havido influéncia positiva da
TLBP sobre os neurdnios lesados. Houve discreta re-
duc¢io no nimero de neurdnios (p > 0,05). Apods a le-
sao do nervo periférico, a total recuperacao funcional
raramente ocorre. Isto se deve a morte de neurdnios
nos ganglios dorsais e medula espinal ocorrida em
consequéncia ao trauma, especialmente em animais
recém-nascidos'’, ou por falha dos ax6nios em atingir
o seu 6rgao alvo corretamente'. A lesio de um ner-
vo periférico pode levar & morte neuronal®’, como no
caso em questao.

Nao houve diferenca entre os grupos quando con-
siderado o tamanho do corpo celular. Frente a situa-
¢Oes patoldgicas e em resposta a lesao do axonio, ha
aumento na area do corpo celular, processo denomi-
nado cromatolise, caracterizado por aumento no vo-
lume do corpo celular. O nucleo se torna excéntrico e
desenvolve nucléolo evidente, além de haver aumento
no reticulo endoplasmatico rugoso o qual se disper-
sa pelo citoplasma (corpusculo de Nissl), tornando-
se basofilico'. Esperava-se encontrar neurénios com
tamanho aumentado reativos ao trauma provocado
pelo esmagamento do nervo. Talvez a avaliagdo a
intervalos diferentes, com inicio nos primeiros dias
apos a lesdo, pudesse elucidar tal achado.

Os resultados disponiveis na literatura sdo contra-
ditdrios, particularmente acerca dos mecanismos
envolvidos da TLBP na regeneragdo dos nervos pe-
riféricos. A TLBP tem sido utilizada com o intuito de
promover a regeneracao de nervos periféricos’® apesar
dos resultados variados 7 '1%1°,

A utilizacdo da TLBP ainda é controversa e seu efei-
to sobre o tecido nervoso ainda néo foi esclarecido.
Uma das hipdteses ¢ a de que a energia do laser tenha
acao inibindo a degeneragdo’*.

A TLBP possui efeito mais pronunciado em teci-
dos afetados por condigdo patoldgica. Tunér e Hode®
sugerem que o laser estimule diretamente o sistema
imune e, portanto animais sadios nao respondem tao

bem quanto aqueles imunodeprimidos. As condigoes
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clinicas de um paciente ou tecido imunologicamente
deprimidos nao podem ser experimentalmente repe-
tidas, e este fator é significante na eficacia da TLBP.
Isto pode justificar a discrepancia algumas vezes ob-
servada entre os estudos clinicos e experimentais,
bem como os resultados aqui obtidos.

A auséncia de parametros estabelecidos para a apli-
cagdo TLBP dificulta a comparagdo entre os diversos
experimentos. Ha grande variabilidade entre o tipo
de laser, dosimetria, comprimento de onda, modo de
aplicacdo, e espécie estudada. E preciso estabelecer
protocolos eficazes da aplicagdo do laser permitin-
do a utilizagdo desta terapia com padronizacao. Sao
necessarios estudos que elucidem os efeitos da TLBP

nos tecidos nervosos, fornecendo ao clinico, subsidios
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para a utilizagdo deste recurso, visando a melhorar a

regeneragao pos-traumatica do nervo lesado.

Conclusao

A TLBP nao promoveu estimulo a regeneragio
de neurdnios periféricos em camundongos adultos
submetidos ao esmagamento experimental do nervo
cidtico.

A TLBP néo teve agao protetora na sobrevivéncia dos

neuronios sensitivos apds o esmagamento do nervo.
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