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RESUMO
Introducéo: Os nervos periféricos sdo estruturas que sofrem lesdes semelhantes as observadas
em outros tecidos, resultando em importantes deficiéncias motoras e sensoriais. A leséo
provocada por esmagamento é um modelo experimental confiavel, resultando em interrupcéo
axonal, preservando o tubo neural. Estudos comprovam que a fotobioestimual¢do estimula
fotons no citocromo C oxidase na cadeia respiratdria mitocondrial modulando as espécies
reativas de oxigénio e ativa a replicagdo do DNA mitocondrial, consequentemente aumentando
0s genes de resposta precoce e a expressao do fator de crescimento, induzindo a proliferacéo
celular e alteram os niveis de 6xido nitrico, e a sinvastatina aumenta a meia-vida do RNA
mensageiro na sintese de Oxido nitrico endotelial e ativa a via de proteina quinase Akt,
resultando numa producdo de Oxido nitrico melhorada e também induz efeitos
imunomoduladores, reduzindo a infiltracdo de células mononucleares no tecido lesionado.
Devido a esses achados na literatura podemos concluir que os efeitos aplicacdo da
fotobioestimulagdo associado a administracdo de sinvastatina podem auxiliar na regeneracéo
dos nervos periféricos. Objetivo: Analisar o efeito comparativo da fotobioestimulacéo, através
do laser de baixa intensidade (LBI), com comprimentos de onda de 660 nm e 830 nm,
associados ou ndo a sinvastatina, no processo de regeneracdo do nervo ciatico em
camundongos, apés a lesdo por esmagamento. Métodos: Serdo utilizados 42 camundongos
adultos da linhagem Swiss. Os animais serdo divididos aleatoriamente em 8 grupos (sham,
controle, naive, laser 660nm, laser 830nm, laser 660nm/sinvastatina, laser 830nm/sinvastatina
e sinvastatina) sendo submetidos ao mesmo procedimento cirlrgico, 0 nervo ciatico sera
esmagado por uma pinga regulavel de 5000g por 10 minutos. O LBI sera aplicado
imediatamente apés a cirurgia e nos 20 dias subsequentes. Os camundongos receberdo por via
oral, 20 mg/kg de sinvastatina diluida em PBS estéril por 5 dias consecutivos. As avaliaces
dos grupos serdo realizadas pré-operatério e pos-operatorio nos dias 7, 14 e 21 através da
atividade locomotora, hiperalgesia térmica e do registro de pegadas para analise do indice
funcional do ciatico e do indice estatico do ciatico. Espera-se que 0s resultados dessa pesquisa
comprovem que a aplicacdo do LBI associado ou ndo a Sinvastatina contribua na melhor

elucidacdo sobre a regeneracao e recuperacao funcional do nervo ciatico em camundongos.

Palavras-chave: Nervo ciatico. Terapia a laser de baixa intensidade. Sinvastatina.



ABSTRACT
Introduction: The peripheral nerves are structures that suffer lesions similar to those observed
in other tissues, resulting in important motor and sensory deficiencies.The injury caused by
crushing is a reliable experimental model, resulting in axonal disruption, preserving the neural
tube. Studies prove that photobiostimulation stimulates photons in the citicrome C oxidase in
the mitochondrial respiratory chain, modulating the reactive oxygen species, and activates
mitochondrial DNA replication, thus increasing the genes of early response and expression of
the growth factor, inducing proliferation and alter nitric oxide levels, and simvastatin increases
the half-life of messenger RNA in the synthesis of endothelial nitric oxide and activates the Akt
protein kinase pathway, resulting in improved nitric oxide production and also induces
immunomodulatory effects, reducing The infiltration of mononuclear cells into the injured
tissue. Due to these findings in the literature, we can conclude that the effects of the application
of photobiostimulation associated with the administration of simvastatin may help the
regeneration of peripheral nerves. Objective: To analyze the comparative effect of
photobiostimulation through Low Level Laser Therapy (LLLT), with wavelengths of 660nm
and 830 nm, associated or not to simvastatin, in the process of sciatic nerve regeneration in
mice after crush injury. The injury caused by crushing is a reliable experimental model,
resulting in axonal disruption, preserving the neural tube. Photobiostimulation is used in
experimental studies involving peripheral nerve regeneration, as well as simvastatin. However,
these studies present different methodologies, such as parameters, the location of the
application, the dose and the time of treatment, thus demonstrating controversial conclusions.
Methods: 42 adult mice of the Swiss strain will be used. The animals will be randomly divided
into 8 groups (sham, control, naive, 660nm laser, 830nm laser, 660nm laser / simvastatin,
830nm laser / simvastatin and simvastatin) undergoing the same surgical procedure where the
sciatic nerve will be crushed by an adjustable clamp of 50009 for 10 minutes. The LLLT will
be given immediately after the operation and for the next 20 days. The mice will receive orally
20mg per kg of simvastatin diluted in sterile PBS for 5 consecutive days. The evaluations of
the groups will be carried out preoperatively and postoperatively on days 7,14 and 21 through
locomotor activity, thermal hyperalgesia and footprint registry for analysis of sciatic functional
index and static sciatic index. It is expected that the results of this research demonstrate that the
application of Low Level Laser Theraphy associated or not to Simvastatin contributes in the

best elucidation on the regeneration and functional recovery of the sciatic nerve in mice.



Keywords: Sciatic Nerve. Low Level Light Therapy.Simvastatin.



SUMARIO

L. INTRODUGAOD. .......oiicieeeteeteee et ees ettt n e en et 6
1.1 REVISAO d€ LILErAtUIA......eeiieeieeiiieeeiieesiiie e siee ettt ettt e e e st e et e e e naeeeaneeas 8
1.1.1 LesA0 Nervosa PeriflriCa .........cccviiieiiieiie et 8
1.1.2 Lesdo Nervosa por ESMAgamENTO .........courriiieiieeiiesiie st 10
1.1.3 Laserterapia de Baixa INteNSIdAdE ..........cceeiiiiiiiiiieiie e 11
1.1.4 Laser nas lesdes nervosas por eSMAagamENTO........ccvveiveerrearieeiieesreesieeenieesneenenens 13
1.1.5 Sinvastatina Nas [8SOES NEIVOSAS ........cccivereiiireiiireiiireaiieeesieeeseeeeseeeesseeeeseeeeanes 16
1.1.6 Analise Funcional da Marcha: indice Funcional do Ciético (IFC) e indice Estatico

(O T LA ol (] =3 PSR PPR PR 18
N 111 U o 11 1Y OSSR 21
2. OBJIETIVOS ...ttt et ste e rte et sre e ebe e eae e 22
2.1 ODJELIVO GEIAL ... s 22
2.2 ODJetivOS ESPECITICOS ....veeiviiiiieiiiiesiie ettt 22
3. HIPOTESES ...ttt 23
3.1 HIPOLESE NUIA.......ooieeieeie e e e e 23
3.2 HipOtese AIEINALIVA ........veeeiiieeiiie ettt e e e e e e e e e sraaennee e 23
4, MATERIAISEMETODOS ......cocveveveiieieeeeeeeeteieieeieteses st tes s s s 24
XY T=Tod (o = 1[0 X R 24
4.2 Amostra e grupos eXPErimENtalS ........c.ueeirurreiiuereiiireeiireesrreesieeesaeeesreeesnseeesees 24
4.3 Procedimento CIFUIGICO .....eeiiuueeeiiieeeciieeeciee e s tee e site et e e et e et e et e e enraeeaneeas 26
4.4 Dispositivo de ESMAagamento .........eceiveeeiiieeiiie e sriie e se e e se e 26
4.5 Delineamento EXPerimental............cccveeiiieiiiie e 27
4.6  Equipamento Emissor de RadiaGao LaSer...........ccvvreiiiireiiieeiiiieesieeesieeesiee e 28
4.7  ProtoCOI0 SINVASTALING .....ccveeiiiiiiieiiieie e 28
4.8 INSITUMENTOS ......ieiieeeei ittt e et e et e e s e e e s e e e s annneeas 29
4.8.1 ReQIStroS 0 PEUAUAS ......c.eeeeiuiieeiiiieeeiee ettt ettt e e e et e e e et e e 29
4.8.2 Hiperalgesia TEIMMICA .........ccoivieiiieecciie et e e sbae e 29
4.8.3 AIVIAAdE LOCOMOTOIA .. .eeiveieiieiiieiiiesiie ettt ettt 30
4.9 ANALISE ESLALISTICA. ... eeiveeiiiieiiie ettt 30
CRONOGRAMA ...ttt ettt et e e e re e e reesbeenbeene e 31
ORGAMENTO ...ttt ettt et e s et e st e e be e b e e n e ereesneenreene e 32

REFERENCIAS ..ottt et e e e e er et e e e e e e et e e e e e e e e e e et e e e eeaea e 33



1. INTRODUCAO

Os nervos periféricos sdo estruturas que sofrem lesdes semelhantes as observadas em
outros tecidos, resultando em importantes deficiéncias motoras e sensoriais. Estima-se que a
incidéncia de lesbes traumaticas é de até 500.000 casos por ano em alguns paises, 2,8% dos
pacientes se tornam permanentemente incapacitados devido ao prolongamento do tempo de
regeneracdo do nervo (BELCHIOR, 2009; BARBOSA et al., 2010). Vinte milhGes de
americanos sofrem lesdo nervosa periférica causada por lesGes traumaticas. As lesdes nervosas
resultam em aproximadamente US$ 150 bilhGes gastos em délares anuais de salide nos Estados
Unidos (GRINSELL; KEATING, 2014).

As lesbes no Sistema Nervoso Periférico (SNP), séo classificadas como neuropraxia,
axonotmese e neurotmese (BARBOSA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012; WANG et al.,
2014). No Brasil, estudo recente classificou 456 casos de lesdo nervosa e mostrou que a
axonotmese representa a lesdo nervosa mais comum (45%) seguida por neurotmese (41%) e
neuropraxia (14%), respectivamente (GIGO-BENATTO et al., 2010).

As causas de lesdes no SNP incluem corte, feridas, lesdes por arma de fogo, traumas
devido a alteracGes de temperatura, compressdes prolongadas ou agudas, tracdo mecanica,
infeccdes, toxinas, lesdes traumaticas, como esmagamento total ou parcial, estiramento, avulsao
e seccdo que causam a interrupc¢do da transmissao de impulsos nervosos, a reducdo ou perda de
sensibilidade e motilidade na area inervada (BARBOSA et al., 2010; CAMARA et al., 2011),
sendo 30% destas lesdes decorrentes de laceracdo por objetos afiados e fraturas de 0ssos longos
(ZIAGO et al., 2017).

Estas lesdes podem danificar a integridade do tecido, causando importantes disfuncdes
nas estruturas inervadas pelo nervo danificado, (BARBOSA et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2012), resultando em perda ou reducdo da sensacgdo e atividade motora da area inervada com
consequentes alteracGes na via nervosa e transporte axonal (OLIVEIRA et al., 2012; ZIAGO et
al., 2017). Se a lesdo nao for adequadamente tratada, pode provocar déficit significativo, com
danos ndo apenas na qualidade de vida dos pacientes, mas também no sistema estadual em casos
de aposentadoria prematura por incapacidade funcional (CAMARA et al., 2011).

O SNP é composto de neurbnios motores e sensoriais com seus corpos celulares na
medula espinhal e extensdes citoplasmaticas chamadas ax6nios, que sinalizam com um érgéo
alvo distante (GRINSELL; KEATING, 2014). Os nervos periféricos sdo subdivididos em 3



componentes: axonios, células de Schwann e tecido conjuntivo. Cada nervo é constituido de
tecido conjuntivo e componente neural. As estruturas de tecido conjuntivo dos nervos formam
trés camadas distintas: endoneuro (fibra nervosa), perineuro (fasciculo) e epineuro (nervo), do
interior para a exterior, respectivamente. Essas estruturas organizam e protegem as fibras
nervosas como demonstrado na Figura 1 (CIDRAL FILHO, 2011).
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Figura 1 — Organizacao do nervo e seus compartimentos (CIDRAL FILHO, 2011).

A lesdo provocada por esmagamento nervoso € um tipo comum de lesdo nervosa que
resulta em interrupcdo axonal induzida experimentalmente, mas preserva as bainhas
conjuntivas, chamadas axonotmese (ZIAGO et al., 2017). O laser de baixa intensidade (LBI)
tém sido empregada para estimular a regeneracdo dos nervos periféricos (BARBOSA et al.,
2010; MARCOLINO et al., 2010; MARCOLINO et al. 2013; WANG et al., 2014;
TAKHTFOOLADI et al., 2015; ANDRAUS et al., 2017).

De acordo com uma revisdo de literatura de Gigo-benato, Geuna e Rochkind (2005), a
restauracdo da atividade nervosa é uma prioridade da terapia com laser de baixa intensidade
(LBI), um meio fisico com um alto nivel de resposta positiva com 80% de eficacia (ANDRAUS
etal., 2017).

Uma nova forma de tratamento que estd sendo utilizada para recuperacdo de lesdes de

nervos periféricos sdo as estatinas, entre as quais estad a Sinvastatina. Alguns estudos



experimentais sugerem que as estatinas podem ter valor terapéutico durante o tratamento de
doencas neurodegenerativas e para a regeneracao do sistema nervoso central. Embora varios
estudos tenham investigado os efeitos das estatinas sobre o sistema nervoso central, poucos
estudaram papel das estatinas na lesdo do nervo periférico (GHOLAMI et al., 2007; GHOLAMI
et al., 2008; XAVIER et al., 2012).

A avaliacdo funcional tornou-se um dos métodos para estudar a regeneracao nervosa
periférica em modelos animais. O Indice Funcional do Ciatico (IFC) é um método que usa uma
plataforma na qual as pegadas do animal sdo impressas em uma tira de papel para analise de
parametros tais como o comprimento da pegada (PL), o espalhar dos dedos (TS) e o espalhar
intermediario dos dedos (IT). O IFC é um indicador negativo do grau de disfun¢do do nervo e
varia de zero a -100, com zero correspondente a fungdo normal e -100 indicando uma disfungéo
completa do segmento estudado (MARCOLINO et al., 2013; TAKHTFOOLADI et al., 2015).

O indice estatico ciatico (IEC), uma analise de pegada estatica digitalizada é outra
maneira de avaliar a recuperacdo da fungédo apoés leséo ciatica em modelos animais. Ele usa as
pegadas, adquiridas quando o animal estd em uma posicdo estatica, e minimiza 0 Viés
relacionado a velocidade da marcha. No estudo de Smit et al. (2004), boas correlagdes entre o
IFC tradicional e o IEC recentemente desenvolvido. Estes métodos tém a vantagem de nao
serem invasivos, além de mostrarem uma estreita correlacdo com o grau de regeneracao
histolégica, e podem ser empregados como substituto para métodos invasivos.
(TAKHTFOOLADI et al., 2015).

1.1 Revisdo de Literatura

1.1.1 Lesdo Nervosa Periférica

Os axo6nios dos nervos periféricos sdo agrupados em feixes paralelos, conhecidos como
fasciculos, revestidos por bainhas de tecido conjuntivo frouxo, que fornecem suporte a
regeneracao axonal. O tecido que reveste cada axdnio individualmente € o endoneuro, possui
matriz de colageno frouxo, na qual as fibras de colageno irdo formar as paredes de protecdo dos
tubos endoneurais e contém o suprimento de sangue para 0 nervo. Os feixes de axbnios sdo
revestidos pelo perineuro, separando as fibras nervosas em fasciculos, e contendo fibroblastos,

macrofagos, mastocitos, linfocitos e adipocitos. O tecido que reveste todo o nervo e que tem



como funcéo proteger os fasciculos de tramas externas € denominado epineuro, constituido de
tecido conjuntivo frouxo que se estende ao longo de todo o nervo (GRINSELL; KEATING,
2014).

Os axdnios sdo isolados eletricamente pelo endoneuro e por um complexo lipoprotéico
denominado bainha de mielina. Esta é sintetizada pelas células de Schwann, as quais possuem
a funcdo critica de suporte axonal regenerativo, servindo de via de crescimento para as fibras
nervosas, além de servirem de isolantes elétricos para uma melhor condugdo dos impulsos
nervosos. Na falta deste, o impulso é mais lento. Os nervos periféricos sdo alimentados por
artérias que entram no tronco nervoso procedentes de vasos sanguineos vizinhos. A rede arterial
é rica em vasos colaterais, tanto em torno como no interior dos proprios nervos, resultando um
sistema que apresenta resisténcia notavel a isquemia que afeta os grandes vasos (GRINSELL;
KEATING, 2014).

As lesdes do nervo periférico ocorrem mais frequentemente do que as lesdes da medula
espinhal (ZIAGO, et al., 2017). A primeira classificacdo de lesdo nervosa foi feita por Seddon
em 1947, que descreveu trés graus de lesdo, as quais poderiam ser classificadas em:
neuropraxia, axonotmese e neurotmese (GRINSELL; KEATING, 2014).

A neuropraxia é a lesdo segmentar da mielina e 0 axdnio permanece intacto, geralmente
causada por compressdo, essa € uma lesdo leve com perda motora e sensitiva, sem alteracdo
estrutural, existe um blogueio temporario de conducdo focal que se resolve completamente
dentro de 12 semanas ap0s a restauracdo da mielinizacdo (GRINSELL; KEATING, 2014).
Axonotmese € comumente vista em lesdes por esmagamento, estiramento ou por percussao. Ha
perda de continuidade axonal, mas o tecido conjuntivo e a continuidade do nervo permanecem
intactos e subsequentemente ocorre a degeneracdo Walleriana do segmento distal. Nesse tipo
de lesdo ndo ocorre perda de células de Schwann, e a recuperacdo ira depender do grau de
desorganizacdo do nervo e também da distancia do 6rgdo terminal (GRINSELL; KEATING,
2014). Por fim, a neurotmese € a transeccdo fisiol6gica e anatbmica completa dos axdnios e do
tecido conjuntivo, com desorganizacdo do axénio causada por uma fibrose tecidual com
consequente interrupcdo do crescimento axonal. A recuperacdo espontanea € pobre sem
intervencdo cirargica. Além da classificacdo de Seddon, ha uma outra conhecida, mas pouco
utilizada na pratica, a classificacdo de Sunderland de 1951 (GRINSELL; KEATING, 2014).

Sunderland refinou a classificacdo de Seddon dividindo-a em cinco graus baseado na

histologia que correspondem amplamente a classificacéo de trés niveis de Seddon, mas comum
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progndstico mais preciso dos desfechos em lesGes axonotmaéticas. Para Sunderland graus | e Il
tem recuperacdo completa, o grau Il1 apresenta recuperacao parcial, e graus 1V e V geralmente
requerem intervencao cirdrgica. A neuropraxia foi classificada como grau I. A axonotmese foi
dividida em graus I, 11 e IV que variam de acordo com o grau da lesdo. As lesdes de grau V
de Sunderland correspondem a neurotmese (GRINSELL; KEATING, 2014).

As lesBes traumaticas dos nervos periféricos sdo frequentes e requerem cuidados
especializados, que nem sempre produzem os efeitos desejados, levando a perda funcional de
Varios graus, mas muitas vezes incapacitantes, com os musculos esqueléticos alvo fortemente
afetados (ZIAGO et al., 2017).

1.1.2 Lesdo Nervosa por Esmagamento

A lesdo do nervo ciatico de ratos € um modelo confiavel para mimetizar diferentes tipos
de lesdo e métodos de tratamento, sendo a lesdo por esmagamento € um dos tipos preferidos,
porque ela causa ruptura das fibras nervosas sem interferir nas estruturas de sustentacdo do
nervo o que facilita a regeneracdo subsequente a leséo (MONTE-RASO et al., 2009).

ApoOs uma lesdo nervosa periférica 0s axonios e as bainhas de mielina localizadas
distalmente se degeneram e sofrem acdo das células de Schwann e dos macrdéfagos que através
da degeneracdo walleriana ou anterdgrada irdo degradar toda a estrutura do axénio,
proporcionando um ambiente favoravel para o novo crescimento axonal (DIAS et al., 2013).

Degeneracdo walleriana é um processo que ocorre quando uma fibra nervosa é esmagada
ou secionada, no qual a parte do axénio separada do corpo celular degenera distalmente a leséo,
com infiltracdo de macrofagos que removem a mielina e 0s restos axonais. Durante este
processo, a membrana basal que envolve o axénio e células de Schwann permanecem intactas
formando um tubo como demonstrado na Figura 2. Dentro de 96 horas da lesdo, a extremidade
proximal da fibra nervosa envia brotamentos em direcdo ao tubo atraidos por fatores de
crescimento produzidos pelas células de Schwann. Se um brotamento alcanca o tubo, ele avanca
cerca de 1 mm por dia em seu interior, eventualmente reinervando o tecido alvo. Se os brotos
ndo alcancam o tubo, por exemplo, porgue a distancia é muito grande ou devido a formacéo de

tecido cicatricial, intervencdo cirdrgica é necessaria (CIDRAL-FILHO, 2011).
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Figura 2 — Regeneracdo walleriana ap6s seccdo nervosa. (A) fibra nervosa normal; (B) lesdo por
transeccdo das fibras e fase inicial da degeneracdo Walleriana; (C) Células de Schwann direcionam o
crescimento axonal; (D) Regeneracdo axonal. (CIDRAL FILHO, 2011).

1.1.3 Laserterapia de Baixa Intensidade (LBI)

Muitos estudos entre eles Endo (2008), Belchior (2009), Barbosa et al. (2010), Gigo-
benatto et al. (2010), Marcolino et al. (2010), Camara et al. 2011, Medalha (2012), Oliveira et
al. (2012), Marcolino et al. (2013), Wang et al. (2014), Takhtfooladi et al. (2015) e Ziago et
al., (2017), foram conduzidos com o objetivo de favorecer ou acelerar a recuperacdo de nervos
periféricos lesionados. Entre os métodos de tratamento estudados incluem LBI, cujo uso tem
aumentado na ultima década (ZIAGO et al., 2017).

A LBI utiliza luz laser de baixa poténcia na gama de 1-1000 mW, com comprimentos de
onda que variam de 632 a 1064 nm, para estimular uma resposta bioldgica. Os mecanismos
precisos de fotobiomodulacdo do LBI e seus beneficios terapéuticos ndo foram totalmente
compreendidos. A luz infravermelha tem capacidade de fotobiomodulacéo significativa, pelo
que seus fotons sdo absorvidos pela citocromo C oxidase na cadeia respiratoria mitocondrial,
que € o gatilho inicial da fotobiomodulacéo (ZIAGO et al., 2017).

No entanto, observa-se frequentemente resultados conflitantes, provavelmente devido a

grande variacdo dos parametros utilizados pelos diferentes pesquisadores, como comprimento
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de onda, tipo de irradiacdo, doses e densidade energética, com resultados muito diferentes nos
musculos nervoso e alvo (ANDRAUS et al., 2017).

Vaérios autores concluiram que este tratamento promove uma influéncia positiva na
regeneracdo de lesdes traumaticas Endo (2008), Belchior (2009), Barbosa et al. (2010), Gigo-
benatto et al. (2010), Marcolino et al. (2010), Camara et al. (2011), Medalha (2012), Oliveira
et al. (2012), Marcolino et al. (2013), Wang et al. (2014), Takhtfooladi et al. (2015) e Andraus
et al. (2017).

Os efeitos fotoquimicos e fotobioldgicos do LBI ao nivel celular podem induzir condi¢des
tréficas e inibir os processos inflamatérios, necessarios para a regeneracéo dos nervos. A LBI
melhora o crescimento de neurites, producdo de ATP, expressdo de genes e secrecdo de fatores
neurais. (YAZDANI et al., 2012; ZIAGO et al., 2017). Uma revisdo da literatura sobre
fototerapia para reparo do nervo periférico encontrou varios comprimentos de onda (632-904
nm), tipos de lesdo (esmagamento, neurorrafia e tubulacdo), tipos de amostra, duracdo e forma
da emissédo e os tipos de medicdo (como eletrofisiolégico, morfométrico, e funcional)
(TAKHTFOOLADI el al., 2015).

Dados atuais mostram que a absorcdo de fotons pelo citocromo C oxidase na cadeia
respiratoria mitocondrial € o principal evento que inicia a fotobiomodulacdo. A atividade
aumentada do citocromo C oxidase eleva a producéo de adenosina trifosfato (ATP), que em
feridas ou areas com baixa perfusdo sanguinea pode ativar células lesadas e disturbios
metabolicos (MORRIES; CASSANO; HENDERSON, 2015; ZIAGO et al., 2017). A energia
dos fotons pode modular espécies de oxigénio reativas, ativam a replicacdo do DNA
mitocondrial, aumentam o0s genes de resposta precoce e a expressao do fator de crescimento,
induzem a proliferacdo celular e alteram os niveis de 6xido nitrico (HENDERSON; MORRIES;
CASSANO, 2015).

Muitos estudos tém demonstrado a importancia da terapia de fotobiomodulacdo em
neurologia para o tratamento de AVE (acidente vascular encefalico), lesao cerebral traumatica,
doenca degenerativa cerebral, lesdo da medula espinhal e regeneracdo de nervos periféricos
(HASHMI et al., 2010; GOMES, DALMARCO, ANDRE et al., 2012; ZIAGO et al., 2017). O
laser afeta os tecidos biologicos diferentemente de acordo com os parametros de uso, tais como
dose, comprimento de onda, modo continuo ou pulsado, dura¢do do tratamento e local de
aplicacdo. Assim, encontrar as condicGes Optimas para a irradiacdo laser € essencial na
aplicacdo de laser na medicina. (TAKHTFOOLADI et al., 2015).
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1.1.4 Laser nas lesdes nervosas por esmagamento

No estudo de Andraus et al. (2017), foram utilizados 72 ratos Wistar, distribuidos
aleatoriamente em 6 grupos: G1/controle, G2/esmagamento sem LBI, G3/esmagamento e LBI
com 35 J/cm2, G4/esmagamento e LBI com 70 J/cm2, G5/esmagamento e LBI com 140 J/ cm2,
E G6/esmagamento e LBI com 280 J /cm2, com 12 ratos em cada grupo. A lesdo por
esmagamento foi causada por uma pinga de mola ajustavel com carga de 5000g e foi aplicada
durante 10 minutos. Foi utilizado o laser GaAsAl 830nm, modo continuo, poténcia de 100 mW,
feixe de 0,0324 cm2, com aplicacdo durante 21 dias consecutivos iniciando no 1° dia do pés-
operatorio, em 3 pontos com 1 cm de distancia entre eles. Os animais do grupo G1 e G2 nao
foram submetidos a irradiacdo com laser. Os grupos G3 a G6 foram irradiados com as seguintes
densidades de energia total emitida por ponto: G3/1,1 J, G4/2,2J, G5/4,4) e G6/8,8J. O tempo
de irradiagdo foi: G3/11 segs., G4/22 segs., G5/44 segs. e G6/ 88 segs. Todos 0s grupos
irradiados (G3 a G6) apresentaram resultados significativamente melhores (p<0,05) em
comparagdo com o grupo sem irradiacdo (G2) apds 21 dias de tratamento.

Takhtfooladi et al. (2015), utilizaram 20 ratos adultos da linhagem Wistar, que foram
aleatoriamente designados para dois grupos experimentais para verificacdo do efeito do laser
de baixa intensidade na lesdo por esmagamento do nervo ciatico. Sendo que, o grupo controle
foi submetido ao esmagamento do nervo ciatico com aplicacdo de laser placebo e o grupo laser
foi submetido a lesdo com subsequente irradiacdo na regido do esmagamento durante 21 dias
consecutivos. Foi utilizado o laser AsGalnP 685 nm, poténcia de 15 mW, feixe de onda
continuo de 0,028 cm?, fluéncia de 3 J / cm2, com um tempo de 10s para cada ponto, sendo que,
0 mesmo, apos 3 semanas de aplicacéo, foi eficaz na aceleracéo da regeneracdo do nervo ciatico.

Wang et al. (2014), utilizaram laser de baixa intensidade AsGaAl 808 nm, com poténcia
de 170 mW, densidade de poténcia de 44,7 mW / cm?, fluéncia de 3,8 J / cm? (tempo de
exposicdo de 67.2 s) e 15 J/cm? (tempo de exposicdo de 335.6 s) em lesdo do nervo ciatico por
esmagamento em ratos. Utilizou-se 36 ratos da linhagem Sprague Dawley foram utilizados e
divididos em 6 grupos experimentais: um grupo normal sem aplicacdo do laser, um grupo
normal com 8 J / cm?, um grupo com lesdo sem aplicacdo do laser, um grupo com lesdo com
aplicacdo de 3 J/ cm2, um grupo lesdo com aplicacdo de 8 J/ cm2 e um grupo com lesdo com

aplicagdo de 15 J / cm?. Os ratos foram submetidos a aplicagdes transcutaneas consecutivas no
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local da lesdo e sacrificados 20 dias apds a lesdo por esmagamento. Os autores observaram
melhorias significativas no indice funcional do ciatico nos ratos submetidos com LBI tanto 3 e
8 J/ cm?, e aumento na espessura da bainha de mielina e nos niveis de expressdo GAP43,
concluindo que o laser de baixa intensidade (3 J/ cm? e 8 J / cm?) € capaz de intensificar a
regeneracdo do nervo ciético.

Marcolino et al. (2013), utilizaram 36 ratos da linhagem Wistar que foram separados
aleatoriamente em quatro grupos e submetidos a irradiagdo com o laser AsGaAl 830 nm,
poténcia de 30 mW, feixe de onda continuo com tamanho de 0.116 cm?, nas fluéncias de 10
J/icm? (E=1.16 J e tempo de exposicdo de 38.66 s); 40 J/cm? (E= de 4.64 J e tempo de exposicdo
de 154.66 s) e 80 J/cm? (E= 9.28 J e tempo de exposicado de 309.33 s). O grupo 1 recebeu uma
simulacdo de aplicacdo do laser; O grupo 2 foi submetido a irradiacdo de 10 J/cm?; Grupo 3
submetido a irradiagdo de 40 J/cm? e o Grupo 4 a irradiagdo com 80 J/ cm?, obtendo como
resultado que os grupos submetidos a irradiacdo com 40 J/cm? e 80 J/cm? apresentaram efeitos
positivos na aceleracdo da recuperacdo funcional do nervo.

Medalha (2012), utilizou LBI AsGaAl, continuo, de 660 e 808 nm, com diametro de feixe
de 0,028 cm2, poténcia de 30 mW, densidade de energia de 10 J/ cm2 (0,27 J por ponto, com
tempo de irradiacdo de 9s) e 50 J/ cm2 (1,41 J por ponto, com tempo de irradiacdo de 47 s).
Utilizou-se 50 ratos Wistar machos, que foram divididos em cinco grupos com 10 animais em
cada grupo:(1) grupo operado simuladamente, (2) irradiacéo a laser de 660 nm a 10 J/cm2, (3)
irradiacdo a laser de 660 nm a 50 J/icm2, (4) irradiacdo a laser de 808 nm a 10 J/cm2 e, (5)
irradiacdo a laser de 808 nm a 50 J/cm2. O laser foi aplicado em trés pontos, com foco na area
nervosa danificada. A irradiacdo com laser foi iniciada 24 h apos a cirurgia. Todos 0s animais
completaram 15 sessfes com o seguinte protocolo: aplicacdo do laser por 5 dias consecutivos
seguido de um intervalo de 2 dias. Apds o fim do tratamento, os animais foram alojados em
grupo durante mais 4 meses. Utilizando o IFC os animais tratados com 660 nma 10 e 50 J/cm2
tinham melhores valores de IFC em comparacdo com o grupo controle e os grupos de 808 nm.
Os diametros dos axonios e das fibras foram maiores nos animais irradiados com 660 nm a 50
J/ cm2 em comparacdo com o grupo de controle. Os animais irradiados com o laser de 808 nm
a 50 J/ cm2 apresentam valores elevados de densidade de fibras do que os animais do controle.
Os achados indicam que a LBI de 660 nm é capaz de proporcionar recuperacdo funcional da

marcha e leva a aumentos no didmetro da fibra apds a resseccdo do nervo ciético.
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Barbosa et al. (2010), foi investigado o efeito do AsGaAl, com dois comprimentos de
onda de 660 nm e 830 nm, ambos com poténcia de 30 mW e feixes continuos de 0,06 cm2 e
0,116 cm2, respectivamente. Foram utilizados 27 ratos Wistar, os animais foram divididos em
3 grupos: grupo sham (simulacéo irradiagéo), grupo 660 nm (irradiagdo laser com fluéncia de
10 J / cm2 de energia (E) de 0,6 J, e tempo de exposicéo de 20 s) e grupo 830 nm (irradiacdo
laser com fluéncia de 10 J / cm2 de energia (E) de 1,16 J e tempo de exposicdo de 38,66 s).
Todos os grupos foram irradiados imediatamente apos cirurgia e por mais 20 dias e o laser foi
posicionado num angulo de 90° com a pele. O nervo ciatico de cada rato foi esmagado em um
ponto 5 mm acima dos trés ramos principais (fibular, tibial e sural). Utilizou-se um peso morto
de 5.000 g durante 10 minutos durante cada procedimento de esmagamento, apés o nervo foi
realocado e os musculos foram suturados. A comparacao dos resultados do IFC entre os grupos
antes da cirurgia a 7, 14 e 21 dias e ap0s a cirurgia mostrou diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) para 0s grupos no 21° dia. Os resultados da analise intra-grupo
mostraram diferengas no 14° dia ap0s a cirurgia nas comparacdes entre grupo sham e grupo 660
nm, bem como entre grupo 660 nm e grupo 830 nm. O laser de 660 nm proporcionou
recuperagao precoce do nervo ciatico em comparagdo com 0s outros grupos.

Gigo-Benatto et al. (2010), investigaram o efeito do laser de arseneto de galio-aluminio
com 0s seguintes parametros: radiacdo continua, comprimento de onda: 660 ou 780 nm,
poténcia: 40mW, densidade de energia no ponto de entrada: 10, 60 ou 120 J / cm2. A lesdo
nervosa por esmagamento foi causada por um grampo exercendo uma forca de 54N (newton),
por um periodo de 30 segundos para criar uma leséo de esmagamento de 3 mm de comprimento.
Utilizou-se 64 ratos Wistar que receberam irradiacdo de LBI transcutanea no local da lesdo
durante 10 dias consecutivos pos-leséo e foram sacrificados 28 dias apos a lesdo. Os animais
foram divididos em 8 grupos: N (controle) os animais ndo receberam intervencdo e permanecera
livres na gaiola por 28 dias, CR os animais foram submetidos a lesdo por esmagamento e
receberam tratamento simulado/placebo, 1 min de irradiagdo, CR660 (esmagamento + 660 nm;
10 J/cm2; 4] total de energia por ponto; 30 seg de irradiacdo), CR660 (esmagamento + 660 nm;
60 J/cm2; 24J total de energia por ponto; 1 min de irradiacdo), CR660 (esmagamento + 660
nm; 120 J/cm2; 48] total de energia por ponto; 2 min de irradiacdo), CR780 (esmagamento +
780 nm; 10 J/cm2; 4] total de energia por ponto; 30 seg de irradiacdo), CR780 (esmagamento
+ 780 nm; 60 Jicm2; 24J) total de energia por ponto; 1 min de irradiacdo) e CR780

(esmagamento + 780 nm; 120 J/cm2; 48] total de energia por ponto; 2 min de irradiagéo). Foram
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analisados o nervo ciatico e o musculo tibial anterior. Os dados sugerem que o LBI de 660nm
com densidades de energia baixas (10 J/ cm2) ou moderadas (60 J / cm2) é capaz de acelerar a
recuperacdo neuromuscular apés lesdo por esmagamento do nervo em ratos. O laser de 660nm
com densidades de energia baixas (10 J/ cm2) ou moderadas (60 J / cm2) é capaz de acelerar a
recuperacdo neuromuscular apos lesdo por esmagamento do nervo em ratos.

Marcolino et al. (2010) investigaram os efeitos do laser de baixa intensidade (830 nm,
poténcia de 30 mW, feixe de area de 0.116 cm?) na recuperacdo funcional da marcha de ratos
ap6s 0 esmagamento do nervo ciatico. Utilizou-se 18 ratos da linhagem Wistar submetidos ao
esmagamento do nervo ciatico direito através do equipamento de peso morto e divididos
aleatoriamente em dois grupos de nove ratos cada. O grupo 1 foi o controle e o grupo 2 foi
irradiado com laser diodo de 830 nm com densidade de energia 40 J/ cm?, e energia emitida de
4,64 Jem um Unico ponto durante 21 dias consecutivos. Apos analise dos resultados verificaram
melhoras significativas no indice Funcional do Ciatico no 7° e 14° dia de pds-operatorio, porém
ndo houve diferencas significativas entre os grupos apos o 21° de pos-operatorio. Concluiram
que o laser de baixa intensidade (830 nm) foi eficaz na aceleracdo da recuperacdo da marcha

nas primeiras duas semanas de aplicacdo do laser.

1.1.5 Sinvastatina nas lesdes nervosas

As estatinas, séo farmacos que diminuem o colesterol através da inibicdo da 3-hidroxi-3-
metil-glutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), uma enzima reguladora chave na via
de biossintese do colesterol que € necessaria para a producdo de mevalonato, produto
intermediario na sintese de colesterol (MOST et al., 2009; XAVIER et al.,, 2012).
Recentemente, foram atribuidos efeitos pleiotrépicos a esta classe de farmacos, que incluem
propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes, imunomoduladoras e neuroprotetoras
(HAYASHI et al., 2005; NIESSNER et al., 2006; GHOLAMI et al., 2007; LI et al., 2009;
XAVIER et al., 2012). Estudos experimentais revelaram que a terapia com sinvastatina
aumenta a meia-vida do RNA mensageiro na sintese de 6xido nitrico endotelial e ativa a via de
proteina quinase Akt, resultando numa producdo de 6xido nitrico melhorada (GHOLAMI et.,
2007).

Gholami et al. (2007) e Gholami et al. (2008) comprovaram em seu estudo que a

sinvastatina pode melhorar a regeneracdo do sistema nervoso periferico, baseado em um
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modelo experimental de isquemia e reperfusdo em lesGes de nervo cidtico de ratos. Os autores
sugerem que os efeitos antioxidantes da sinvastatina podem ter contribuido para a recuperacao
funcional e morfolégica do nervo ciatico. No entanto, outros mecanismos podem estar
envolvidos na regeneracao nervosa, tais como melhorias na regeneracdo axonal e na modulacéo
de respostas inflamatdrias e imunoldgicas. A droga acelera o crescimento neuronal mesmo na
presenca de moléculas inibidoras da mielina em abordagens experimentais in vitro
(HOLMBERG et al., 2006; XAVIER et al., 2012).

No estudo de Xavier et al. (2012), verificaram o efeito da sinvastatina num modelo de
lesdo por esmagamento do nervo ciatico em ratos. Utilizou-se 40 ratos Wistar, divididos em 4
grupos com 10 animais em cada grupo: C/animais de controlo (ndo lesionados) + PBS estéril,
CS/ animais de controlo (ndo lesionados) + sinvastatina; LC/animais lesionados + PBS estéril
e LS/ animais lesionados + sinvastatina. O nervo foi comprimido num segmento proximal a 5
mm da sua bifurcacdo durante 30 s com pincas hemostéaticas adaptadas a uma forga constante
de 20 g. Os ratos CS e LS receberam sinvastatina (20 mg/kg) diluida em PBS estéril e os animais
CC e LC receberam uma quantidade igual de PBS estéril. A Sinvastatina ou PBS foi
administrada apds procedimentos cirargicos aos grupos LS e LC durante cinco dias
consecutivos. As pegadas dos animais foram registadas no pré-operatorio e semanalmente
durante trés semanas ap0s a operacdo. A fungdo do nervo ciatico foi pontuada pelo IFC
conforme descrito por De Medinaceli et al. e utilizando a formula descrita por Bain et al. Os
animais foram sacrificados ap6s 21 dias. O grupo LS apresentou maiores escores de
recuperacdo funcional motora (IFC), ap0s 7, 14 e 21 dias em comparagéo aos outros grupos. O
tratamento com sinvastatina também reduziu areas de edema no nervo ciatico, e 0s animais do
grupo LS apresentaram menos detritos de mielina e a mesma estava mais organizada em
comparacdo com o grupo LC. Na analise do baco mostrou um aumento significativo na
contagem de linfécitos sanguineos nos grupos com sinvastatina (CS e LS) ap0s 7, 14 e 21 dias.

Aydin, Yildirim e Erol (2013) e avaliaram os efeitos antinociceptivos da sinvastatina e
contribuicdo do oxido nitrico para o modelo de dor neuropética experimental em ratos. Foram
utilizados 48 ratos machos Sprague-Dawley divididos em sete grupos: controle, sham,
sinvastatina 10 mg/kg, sinvastatina 20 mg/kg, tramadol 10 mg/kg, L-NAME 10 mg/kg +
sinvastatina 20 mg/kg, L-Arginina 10 mg/kg + sinvastatina 20 mg/kg. O nervo ciatico foi
exposto e dissecado a partir do tecido de ligagdo em todos 0s grupos menos o sham. Os testes

de comportamento (alodinia fria, alodinia mecanica e hiperalgesia térmica) foram realizados
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antes da lesdo do nervo ciatico e os mesmos testes foram repetidos 30 minutos apos as injecdes
de farmaco nos dias 3, 5, 7 e 10 apo6s lesdo do nervo. Verificou-se que a sinvastatina 20 mg/kg
tem efeito antinociceptivo no teste de alodinia mecanica e alodinia fria, no entanto este efeito
ndo foi observado no teste de hiperalgesia térmica. No terceiro dia, ocorreu melhora
significativa no limiar de retirada da pata no grupo L-Arginina + sinvastatina 20 mg/kg. A
sinvastatina 20 mg/kg aumentou a laténcia de retirada da pata no décimo dia e o limiar de
retirada da pata em L-NAME + sinvastatina 20 mg/kg aumentou significativamente no décimo
dia do teste mecanico de alodinia. O limiar de retirada da pata aumentou significativamente no
grupo tratado com tramadol 10mg/kg em relacdo ao grupo controle no teste de alodinia
mecanica. No teste de alodinia mecanica, a sinvastatina 20 mg/kg teve efeito semelhante com
10 mg/kg de tramadol em termos de limiar de retirada da pata. No teste de alodinia fria, a
sinvastatina 20 mg/kg mostrou ser mais eficaz do que o tramadol 10 mg/kg.

1.1.6 Analise Funcional da Marcha: indice Funcional do Ciéatico (IFC) e indice Estatico
Ciatico (IEC)

A avaliacdo funcional tornou-se um dos métodos para estudar a regeneracdo nervosa
periférica em modelos animais, uma vez que a descri¢do do Indice Funcional do Ciético (IFC)
por De Medinaceli, Freed e Wyatt (1982) e De Medinaceli, Freed e Wyatt (1984), que foi
posteriormente modificado por Bain, Mackinnon e Hunter (1989). O meétodo usa uma
plataforma, as pegadas sdo impressas em uma tira de papel para analise de parametros tais como
o comprimento da pegada (PL), o espalhar dos dedos (TS) e o espalhar intermediario dos dedos
(IT). O IFC € um indicador negativo do grau de disfuncdo do nervo e varia de zero a -100, com
zero correspondente a fungdo normal e -100 indicando uma disfuncdo completa do segmento
estudado (MARCOLINO et al., 2013; TAKHTFOOLADI et al., 2015). As imagens serdo

analisadas através da seguinte formula como demonstrada na figura 3:

EPL — NPL ETS — NTS
SFI = —38.3 9.5
SF1 8.3 x NPL + 109.5 x NTS
el — NIT
+ 133 X ————— 8.8
NI

Figura 3: indice Funcional do Ciatico (MARCOLINO et al., 2013; TAKHTFOOLADI et al., 2015)
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No qual:

SFI: Indice Funcional do Ciatico

N: Normal

TS: Espalhar dos dedos

E: Experimental

PL: Comprimento da pegada

IT: Espalhar intermediario dos dedos

O indice estatico ciatico (IEC), uma analise de pegada estéatica digitalizada que economiza
tempo, é outra maneira de avaliar a recuperacdo da funcdo apds lesdo ciatica em modelos
animais. Ele usa as pegadas, adquiridas quando o animal esta em uma posicdo estatica, e
minimiza o viés relacionado a velocidade da marcha. Além disso, o IEC melhora a aquisicao
de pegadas e é mais repetitivo e preciso do que o IFC. No estudo de Smit et al. (2004), houve
boas correlacfes entre o IFC tradicional e o IEC recentemente desenvolvido. Estes métodos
tém a vantagem de ndo ser invasivos, além de mostrarem uma estreita correlagdo com o grau
de regeneracéo histoldgica, e podem ser empregados como substituto para métodos invasivos.
(TAKHTFOOLADI et al., 2015). As imagens serdo analisadas através da seguinte formula

como demonstrada na Figura 4:

ETS—NTS _ EIT-NIT i
SSI 108.44 X —— | + [ 31.85 X —— | | =549
NTS NIT

Figura 4: Férmula do Indice Estatico do Ciatico (TAKHTFOOLADI et al., 2015).

No qual:

E = experimental;

N = normal;

TS = total spread (espalhar dos dedos);

IT = intermediate toes (espalhar dos dedos intermediarios);
SSI = Sciatic Static Index (indice Estatico do Ciatico)

No estudo Takhtfooladi et al. (2015), verificaram o efeito do laser de baixa intensidade

na recuperacao do nervo ciatico submetido a lesdo por esmagamento, utilizando como métodos
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de avaliacdo das pegadas, o IFC e o IEC. Utilizou-se 20 ratos adultos da linhagem Wistar,
divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais de dez animais cada, de acordo com o
procedimento a ser efetuado. Os resultados obtidos pelo IFC e IEC, mostrou que, ap6s a lesao
por esmagamento do ciatico, ocorreu perda funcional em ambos os grupos no 7° dia de pés-
operatério e no grupo controle no 14° e 21° dia apresentou diminuicdo sem diferencas
significativas do indice funcional, no mesmo periodo o grupo a laser mostrou melhora funcional
significativa quando comparado a avaliagdo realizada no 7° dia de pds-operat6rio. Dessa forma,
mostrou-se que o IFC e IEC possuem confiabilidade e aplicabilidade no &mbito experimental.

Van Neerven et al. (2012) verificou a relacdo entre neurdnios sensoriais e motores e o
grau de recuperacdo funcional ap6s a lesdo do nervo ciatico. Utilizaram 25 ratos fémeas da
linhagem Lewis e usaram como meétodo de avaliagdo o software do IEC “Visual SSI”. Dessa
forma demonstraram que o nivel de recuperacdo funcional ndo esta diretamente relacionado
com a quantidade de neurdnios sensoriais e motores.

Bozkurt et al. (2008) realizaram um estudo com objetivo de verificar a eficacia do IEC
através da combinacdo com um novo software, chamado “Visual SSI”. Foram utilizados 24
ratos da linhagem Lewis, sendo um grupo composto por 16 ratos observados na sexta semana e
um grupo composto por 8 ratos observados na décima segunda semana, todos submetidos a
neurotmese do nervo ciatico. A partir disso demonstraram que a utilizacdo de um software para
a avaliacdo do IEC ¢ altamente rentavel e confiavel quando verificado a regeneracdo nervosa
pOs neurotmese do nervo ciatico, possuindo confiabilidade na avaliacdo da funcdo do nervo
ciatico.

Baptista et al., (2006) foi verificado a confiabilidade do método IEC na avaliacédo
funcional de camundongos submetidos a lesdo do nervo ciatico através da comparacdo com o
IFC. Utilizou-se 63 camundongos machos, da linhagem Swiss, divididos aleatoriamente em trés
grupos de acordo com a lesdo, onde, o grupo controle (n =21) ndo sofreu lesdo do nervo ciatico;
grupo esmagamento (n=21), submetidos ao esmagamento de 1 cm do nervo ciatico e grupo
transeccao (n=21) submetidos a transec¢do do nervo ciatico com remoc¢do de 2 mm do hiato.
A aplicacdo do IFC e IEC resultaram em padrdes semelhantes de funcdo quando comparados
entre os trés grupos analisados. Pequenas diferencas foram observadas, concluindo que a alta
correlacdo entre o IFC e o IEC valida o uso da analise estatica para avaliar as disfuncdes do
nervo ciatico apos lesao, além de ser facilmente aplicavel e ndo requer o uso de tinta ou outros

recursos que podem confundir na avaliagdo dos resultados e medi¢cdo dos parametros.



21

1.2 Justificativa

Este estudo faz parte de uma linha de pesquisa em lesdo nervosa periférica do Laboratério
de Avaliacdo e Reabilitacdo do Aparelho Locomotor da UFSC- Ararangud/SC, na qual séo
utilizados recursos terapéuticos visando a avaliacdo funcional dessas lesoes.

Estudos comprovam que o LBI estimula fétons no citocromo C oxidase modulando as
espécies reativas de oxigénio e ativa a replicacdo do DNA mitocondrial, consequentemente
aumentando os genes de resposta precoce e a expressdo do fator de crescimento, induzindo a
proliferacdo celular e alteram os niveis de Oxido nitrico, (MORRIES; CASSANO;
HENDERSON, 2015), e a sinvastatina aumenta a meia-vida do RNA mensageiro na sintese de
oxido nitrico endotelial e ativa a via de proteina quinase Akt, resultando numa producéo de
oxido nitrico melhorada (GHOLAMI et., 2007; GHOLAMI et al., 2008) e também induz efeitos
imunomoduladores, reduzindo a infiltracdo de células mononucleares no tecido lesioando
(XAVIER et al.,2012). Devido a esses achados na literatura podemos concluir que os efeitos
aplicacdo do LBI associado a administracéo de sinvastatina podem auxiliar na regeneragéo dos
nervos periféricos (XAVIER et al., 2012; YAZDANI et al., 2012; ZIAGO et al., 2017).

Devido a falta de consenso quando a forma de aplicacdo, tempo e parametros utilizados
nos estudos com fotobioestimulacao, nas falhas metodoldgicas sobre a forma de aplicacéo, a
dose e 0 tempo de tratamento da sinvastatina e na falta de estudos que associam essas duas
intervencdes, esse estudo pretende a analisar o efeito comparativo do laser de baixa intensidade
com o comprimento de onda de 660 nm, 830 nm e da sinvastatina no processo de regeneracao
do nervo ciatico em camundongos, além da comparacdo da aplicabilidade entre o indice
Funcional do Ciatico (IFC) e indice Estatico do Ciético (IEC).

Baseado nos resultados positivos de ambas as formas de tratamento espera se que a
associacdo da fotobioestimulacdo e da sinvastatina seja eficaz na recuperacdo funcional do

nervo ciatico apos a lesdo por esmagamento em camundongos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito comparativo do LBI de 660 nm e 830 nm associado a Sinvastatina no

processo de regeneracdo do nervo ciatico em camundongos, apos a lesdo por esmagamento.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar a dose de Sinvastatina necessaria para a regeneracdo do nervo ciatico em
camundongos, apds a lesdo por esmagamento, atraves da avalicdo do IFC, IEC, Hargreaves e
Open Field.

Comparar a aplicabilidade entre o IFC, IEC, Hargreaves e Open Field, ap0s o protocolo

do LBI e da Sinvastatina.
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3. HIPOTESES

3.1 Hipdtese Nula

Ho: A aplicagdo de LBI e Sinvastatina ndo ¢ eficaz na regeneracdo do nervo ciatico em

camundongos.

3.2 Hipotese Alternativa

Hi: A aplicacdo de LBI e Sinvastatina é eficaz na regeneragdo do nervo citico em

camundongos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

O referido projeto foi encaminhado para apreciacdo na comissao de ética do uso de
animais da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o protocolo: CEUA N° 8142240317.

4.2 Amostra e grupos experimentais

Para a realizacdo deste estudo serdo utilizados 42 camundongos, adultos, machos,
aproximadamente trés meses de idade, da linhagem Swiss, oriundos do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina, campus Floriandpolis e alocados no Bioterio Setorial
da Universidade Federal de Santa Catarina, campus Ararangua.

Os procedimentos experimentais serdo realizados no Laboratorio Autoimunidade e
Imunofarmacologia (LAIF). Os animais serdo mantidos em gaiolas coletivas, com no maximo
5 animais cada, recebendo racdo comercial e agua ad libitum.

Os animais serdo pesados e distribuidos em 8 grupos como demonstrado no fluxograma
1, dois grupos com 3 animais e seis grupos com 6 animais cada, sendo todos submetidos ao
mesmo procedimento cirdrgico. A dose de sinvastatina 20 mg/kg foi baseada no estudo de
Xavier et al. (2012).



8 GRUPOS

Grupo Sham (n=3) ]
Simulacao da radiacdo laser

'a )

Grupo Controle (n=6)

Grupo Naive (n=3)

s
|

Grupo 660 nm (n=6)

Fluéncia de 10 J/cn;
Energia Emitida (E) = 0,6 J;
Tempo de exposicao de 20 s

Grupo 830 nm (n=6)
Fluéncia de 10 J/ cmz;
Energia Emitida (E) = 1,16 J
Tempo de exposicdo de 38,66 s

Grupo 660 nm e Sinvastatina (n=6)
Fluéncia de 10 J/ cmz;
Energia Emitida (E) = 0,6 J;
Tempo de exposicéo de 20s;
20mg por kg de sinvastatina diluida

L em PBS estéril )

fGrupo 830 nm e Sinvastatina (n:6)\
Fluéncia de 10 J/cn;
Energia Emitida (E) = 1,16 J;
Tempo de exposicdo de 38,66s;
20mg por kg de sinvastatina diluida
em PBS estéril

S J
Grupo Sinvastatina (n=6) A

20mg por kg de sinvastatina diluida
em PBS esteril. )

Fluxograma 1 — Divisdo dos grupos.
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4.3 Procedimento Cirdrgico

Os camundongos serdo pesados para o célculo da dose necesséria de anestésico para o
procedimento e entdo anestesiados uma mistura de Ketamina a 10% (0,1ml/100g peso
corporeo) e Xylazina a 2% (0,07 ml/100 g peso corpéreo), sendo administrado por via
intraperitoneal. Apds a anestesia, 0s animais serdo submetidos a tricotomia da coxa traseira
direita onde ocorrera a incisdo na face lateral do membro. Apds a incisdo, o nervo ciatico sera
separado e posteriormente esmagado acima da divisdo dos trés ramos principais (fibular, tibial
e sural). Sera utilizado como dispositivo de esmagamento, a pinga regulavel, de 5000g, com
area de esmagamento de 0,5 cm por 10 minutos de compressdo. Apds 0 esmagamento 0 nervo
sera colocado em seu leito seguido da sutura dos musculos e da pele como demonstrado na

Figura 5.

Figura 5 — Passo a passo do procedimento cirargico realizado em camundongo: (A) acesso ao nervo

ciatico intacto; (B) Nervo ciatico ap6s o esmagamento; (C) Sutura da pele.

4.4 Dispositivo de Esmagamento

Para 0 esmagamento do nervo cidtico dos camundongos, sera utilizado um dispositivo
portatil de pinca regulavel de 5000g com area de esmagamento de 0,5 cm.

O equipamento disponibiliza resultados semelhantes ao equipamento de peso morto,
amplamente utilizado nas pesquisas clinicas e com alta aplicabilidade, porém, a pinca regulavel
possui aplicacdo e manuseio mais simples em comparacdo com o equipamento de peso morto.
Sendo que, a pinga esmagadora foi projetada para uso in loco, sem a necessidade de transporte

e de adaptacdo do animal ao equipamento.
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A carga de esmagamento aplicada pela pinga é regulavel, pelo aumento ou diminuicéo da
tensdo da mola que a aciona, através de um parafuso de regulagem de calibracéo, feitacom uma
célula de carga, como demonstrado na Figura 6 (GONCALVES et al., 2010).

Figura 6 - llustracdo esquematica da pinca esmagadora: Base de lesdo (1); haste da pinca (2); parafuso
de calibracdo (3); porca trava (4); mola aplicadora de for¢a; (5); base de afastamento (6); pino de
articulagdo (7) (GONCALVES et al., 2010).

4.5 Delineamento Experimental

A radiacdo laser para todos os grupos sera realizada em cima dos ramos do ciatico no ato
cirargico no local do esmagamento do nervo. A caneta entdo sera posicionada a 90° em relacéo
ao tecido cutaneo, sendo utilizada a técnica pontual com contato, imediatamente apds a
operacdo e nos 20 dias subsequentes em todos os grupos como demonstrado na Figura 7. Antes

da aplicacdo do laser os animais serédo tricotomizados diariamente.

Figura 7 — Técnica de aplicagdo pontual com contato utilizando o laser sobre o local de esmagamento.
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4.6 Equipamento Emissor de Radiagdo Laser

Seréd utilizado um equipamento laser de diodo de Arseneto de Galio Aluminizado
(AsGaAl), com duas canetas com comprimento de onda de 660 e 830 nm, poténcia de 30 mW
e area do feixe de 0,06 cm? (660 nm) e 0,116 cm? (830 nm), com feixe continuo da marca
Ibramed Equipamento Médicos® como demonstrado na figura 8. O equipamento foi adquirido
para a realizacdo desta pesquisa, a afericdo da emisséo do laser foi realizada inicialmente pelo
fabricante, e ap6s o término dos experimentos seré realizada a afericdo da emissdo do laser no
Laboratdrio de Avaliacdo e Reabilitacdo do Aparelho locomotor da UFSC- Ararangué/SC.

Figura 8 - Equipamento emissor do laser de baixa intensidade.

4.7 Protocolo Sinvastatina

Os camundongos receberdo 20ml/kg de sinvastatina diluida em PBS estéril (XAVIER et
al., 2012) administrados através da via oral por gavagem 30 minutos (AYDIN; YILDIRIM;
EROL et al., 2013) antes da aplicacdo do laser, como demonstrado na Figura 9, logo apos o
procedimento cirdrgico e durante 5 dias consecutivos. O animal sera manualmente contido e a
agulha ponta-bola serd introduzida lentamente na cavidade oral, através da boca e da faringe
para o es6fago até o estdmago (NEVES; FILHO; MENEZES, 2013).
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Figura 9: Gavagem em rato (NEVES; FILHO; MENEZES, 2013).

4.8 Instrumentos
4.8.1 Impressoes de Pegadas

As impressdes serdo registradas por smartphone, modelo Samsung Galaxy J1 Ace Duos,
com 5 megapixels, posicionado abaixo da passarela de acrilico com dimensdes de 43 cm de
comprimento, 5,5 cm de altura e 8,7 cm de largura e ao final uma casinha de madeira. As
imagens das pegadas por meio do software Image J ® para transformar os pixels da imagem e
do video em milimetros, para calcular os parametros pré-determinados na avaliacdo do indice
Funcional do Ciatico e do Indice Estético do Ciatico. As impressdes das pegadas serdo obtidas

no pré-operatorio e apos 7, 14, 21 dias da lesao inicial em todos 0s grupos.
4.8.2 Hiperalgesia Térmica

A avaliacdo da hiperalgesia térmica ao calor sera realizada através do aparelho de
Hargreaves, conforme previamente descrito Hargreaves (FERNANDES et al., 2016), o qual
possui uma fonte luminosa de infravermelho (UgoBasile, Comerio, Italia) irradiada diretamente
na pata do animal. Inicialmente, os animais serdo ambientados na sala de experimentacéo por
1 hora antes do teste. A laténcia de retirada da pata apos a aplicacdo do estimulo térmico sera
medida automaticamente através de um sensor. O tempo de 20 segundos serd determinado como
cut-off, a fim de evitar possiveis danos teciduais na pata dos animais. Serdo realizadas trés
medidas do tempo de resposta, as quais serdo registradas em intervalos de 20 minutos. A fim
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de determinar o limiar basal, todos 0s grupos serdo avaliados antes do procedimento cirdrgico.

A avaliacdo da hiperalgesia térmica serd avaliada no dia 0,1, 7, 14 e 21 dias p0s-cirurgia.

4.8.3 Atividade Locomotora

Para excluir a possibilidade de prejuizo no desempenho motor dos animais apds o
tratamento com o laser serd avaliada a atividade locomotora espontanea no campo aberto. A
atividade locomotora seré avaliada em um campo aberto, que consiste de uma caixa de madeira
medindo 40 x 60 x 50 cm e o fundo desta arena € dividido em 12 quadrados idénticos (MEOTTI
etal., 2006). Os camundongos serdo tratados, 30 min antes de serem colocados individualmente
na arena e observados por um periodo de 6 min. O apoio bipodal e 0 nimero de quadrados

cruzados com todas as patas sera contado.

4. 9 Andlise Estatistica

Os resultados serdo expressos como media £ erro padrdo medio, serdo analisados atraves
do ANOVA, seguido do teste post hoc de Bonferroni. Os valores de p <0,05 serdo considerados
para demonstrar diferencas significativas entre os grupos. O software GraphPad Prism® 6.0

(San Diego, CA, EUA) sera utilizado para as analises.



Quadro 1 — Cronograma do projeto

CRONOGRAMA
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Atividade

Janeiro/Fevereiro/Margo

Abril/Maio/Junho

Julho/Agosto/Setembro

Outubro/Novembro/Dezembro

Revisao

bibliografica

X

X

Elaboracéo

do projeto

X

Submissao
CEP

Apresentacdo
doTCC1

Coleta de

dados

Andlise dos

resultados e

Discussdo

dos dados

Apresentacdo
doTCCII

Submissao
do Artigo
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Os gastos referentes ao estudo seréo de responsabilidade do pesquisador.

Quadro 2 — Orgcamento do estudo

Material Quantidade Valor unitério (R$) Valor Total (R$)
Folhas A4 1 resma 20,00 20,00
Fotocdpias 300 0,20 60,00
Luvas 1 16,00 16,00
Animal 42 28,00 1.176,00
Racéo 1 112,00 112,00
Maravalha 1 60,00 60,00
Caixas 8 80,00 640,00
Agulha/Seringa 50 0,73 36,50
Gavage 1 80,00 80,00
Sinvastatina 2 caixas 30,00 60,00
Encadernacdo TCC | 4 3,00 12,00
CD 1 2,00 2,00
Kit Material Cirargico (bisturi, 1 200,00 200,00
fio de sutura, anestésico)
Total 2,474.50
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