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Esta Dissertagdo de Mestrado foi estruturada em modo de artigos redigida com base na
norma metodolédgica da BNT e foi dividida em trés partes.

A parte I contém uma breve exposicdo do problema e justificativa do tema sobre a
alteracdes das fungdes neuromusculares e suas implicagdes pos-traumatica nervosa periférica
e seus instrumentos de aplicagdes terapé€uticas, justificando a importancia dos estudos
propostos.

A parte II sdo trés artigos, o primeiro ja foi publicado, refere-se a Metanalise intitulada:
“Laserterapia na Regeneragdo do Nervo Periférico: Revisdo da Literatura”, Gigo-Benato D,
Geuna S, Rochkind S (2005) Phototherapy for enhancing peripheral nerve repair: a review
of the literature. Muscle Nerve 31:694-701.

O segundo e o terceiro artigo sdo experimentais e estdo em faze de submissdo a revistas
internacionais. O segundo artigo ¢ intitulado:

“Acdo da Laserterapia na Recuperagdo Inicial do Nervo Ciatico do Rato Apods Lesdao por
Esmagamento”.

O terceiro artigo diz respeito a eletroestimulacdo que ¢ um outro agente fisico utilizado
para a recuperacao funcional neuromuscular e foi intitulado:

“Eletroestimulagdo Dificulta a Recuperagao Inicial do Nervo Ciatico do Rato Apds Lesao por
Esmagamento”.

Por fim, a parte III abordara as conclusdes gerais obtidas a partir dos dados experimentais

associados aos dados observados nos trabalhos da revisdo de literatura.

Os artigos originais em lingua inglesa estao no final da dissertagao.
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PARTE I

Introducido Geral Sobre Regeneracio Nervosa Periférica, Alteracées nos Misculos e

Técnicas Para a Recuperacao Funcional Apés Lesiao e Apos Cirurgia de Nervos Periféricos.



RESUMO

Os nervos periféricos sdo freqiientemente alvo de lesdes traumaticas e a recuperagdo funcional ¢
relativa e raramente completa. Dentre varios recursos que visam acelerar e melhorar o processo
de regeneracdo do nervo periférico foi escolhido neste trabalho a radiacdo a laser de baixa
intensidade e a eletroestimulagdo. Tais recursos terapéuticos possuem relagdo com o objetivo
proposto, que foi o de verificar a eficicia desses agentes fisicos na regeneragdo nervosa
periférica apds a lesdo do tipo axoniotmese. A eficicia da laserterapia de baixa intensidade na
regeneragdo nervosa periférica foi comprovada na nossa revisdo bibliografica e mostrou que
mais de 80 % dos estudos experimentais conduzidos sobre o uso da laserterapia na promogao da
regeneragdo nervosa periférica leva a uma positiva recuperagdo nervosa, apds axoniotmese e
apds cirurgia reparadora. Seguindo as indicagdes que a laserterapia acelera o processo de
regeneragdo do nervo o primeiro estudo experimental teve como objetivo verificar a eficacia do
laser no periodo inicial de recupera¢do do nervo ciatico apds lesdo por esmagamento. Os ratos
foram irradiados transcutaneamente com laser de GaAlAs (830nm), continuo, com poténcia de
60 mW e fluéncia de 40 J.cm2, com tempo de irradiagdo de 19 segundos, por cinco dias
consecutivos, um grupo a partir do primeiro dia do pds-operatério, e o segundo grupo a partir da
segunda semana do pds-operatorio e sacrificados no 14° dia apds lesdo. Nesse experimento
foram analisados a fung@o motora por meio do indice funcional do ciatico, a morfologia do nervo
ciatico e do musculo tibial anterior e morfometria das fibras musculares. Nenhuma dessas
analises detectaram diferengas estatisticamente significativas entre os grupos tratados e o
controle simulado (p>0,05) sugerindo que a laserterapia ndo foi eficaz na fase inicial da
recuperagdo da lesdo nervosa. Entretanto, ¢ possivel que a auséncia dos efeitos positivos da
laserterapia na regeneracdo nervosa seja devido tanto a inadequacdo da escolha do laser e do
protocolo de irradiagdo, quanto do modelo de lesdo empregado. O segundo trabalho

experimental foi realizado para investigar os efeitos precoces da estimulagdo elétrica na



recuperagao neuromuscular. A aplicacdo da eletroestimulagdo foi baseada pelo eletrodiagndstico
do musculo tibial anterior apos a lesdo de esmagamento do nervo ciatico do rato. Um total de
cinco sessoes de eletroestimulagao foram administradas em dias alternados, iniciado no terceiro
dia apos a lesdo até o final do experimento (14 dias). Nesse experimento foram analisados a
fungcdo motora por meio do indice funcional do cidtico, a morfologia do nervo ciatico e do
musculo tibial anterior, massa muscular do m. tibial anterior ¢ morfometria das fibras
musculares. Em todas as analises os grupos controle e tratado ndo tiveram diferencas estatisticas
entre si, com exce¢ao da analise funcional, cujos resultados demonstraram que a fungao nos ratos
eletroestimulados no 14° dia ap6s lesdo foram significativamente menores quando comparados
aos animais ndo tratados. Os resultados sugerem que, diferente da estimulagdo elétrica direta do
nervo, a eletroestimulacdo muscular nas fases precoces apds o trauma devem ser usadas com
cuidado, uma vez que podera inibir a recuperacdo neuromuscular funcional. Concluindo, os
resultados dos dois estudos experimentais sugerem que a efetividade da utilizagdo dos agentes
fisicos como o laser tanto quanto a eletroestimulacdo na regeneragdo nervosa periférica, ainda
continua aberta e, se ndo for apropriadamente definida a parametrizagdo dos equipamentos,
protocolos, tempos de aplicagdo, inicio do tratamento, eles poderdo ndo sé serem ineficazes, mas

também, poderao inibir o processo de recuperagdo da fungdo neuromuscular.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.2 Lesoes Nervosas Periféricas e Alteracoes Neuromomusculares

Os nervos periféricos, principalmente aqueles que percorrem os membros, freqiientemente
sdao alvo de lesodes traumaticas (MILLESI, 2000). Segundo dados de um estudo realizado nos
EUA, 50 mil sujeitos sofrem lesdes traumaticas nos nervos periféricos a cada ano (EVANS,
2001). A gravidade do dano nervoso pode variar muito em relagdo as dimensdes do evento
traumatico (LUNDBORG, 2000). As lesdes causadas no nervo sdo usualmente classificadas em
cinco categorias de acordo com Sunderland (1978).

Numa compressao leve dos nervos periféricos, a continuidade axonal ¢ geralmente
preservada e a lesdo pode ser classificada como neuropraxia tipo 1 na escala de Sunderland
(1978). Isto indica um bloqueio local da conducdo nervosa, com boa possibilidade de
recuperagdo funcional, em torno de poucas semanas, ou meses.

Numa compressdo nervosa mais grave, na qual ocorre uma tragdo, ou até mesmo um
rompimento das fibras nervosas, resulta-se em uma interrup¢do da continuidade axonal, tendo
como conseqiiéncia uma degeneragao a partir da lesdao, seguindo para todo o segmento distal, os
tubos endoneurais permanecem integros, sendo classificadas como axoniotmese tipo 2 de
Sunderland (1978). A regeneracdo axonal do segmento proximal ¢ guiada por orientagdo
intrinseca do tubo endoneural e ocorre a regeneragdo no sentido correto para a periferia.
Portanto, apds uma lesdo desta natureza, pode-se esperar uma regeneragao espontanea com uma
excelente recuperagdo funcional (SEDDON,1943; SUNDERLAND; 1978). Quando o trauma ¢
mais severo pode danificar os tubos endoneurais € os componentes conectivos (neurotmese do
tipo 3 a 5 de Sunderland, 1978). Essa situagdo ¢ mais grave em relagdo aos dois casos anteriores,
porque, ndo existem estruturas que possam guiar a regeneragdo através da regido da lesdo,

portanto, neste caso € necessario a intervengao cirurgica.



15

Nos ultimos 25 anos as técnicas cirargicas para a reparacao e reconstru¢do de um nervo
que sofreu uma neurotmese tiveram muitos avancos (LUNDBORG, 2000; MILLESI, 2000;
STRAUCH, 2000; MEEK & COERT, 2002; DVALI & MACKINNON, 2003). Portanto a
regeneragdo nervosa periférica j& ¢ um fato fundamentado e, por esta razdo, pesquisas sao
realizadas no intuito de detalhar os fatores, mecanismos e técnicas designadas a restauragao
nervosa (CRISCI & FERREIRA, 2002). Todavia, a recuperagdo funcional ¢ muito relativa entre
um paciente comparando-se a outro devido a influéncias de fatores naturais e de danos do nervo
periférico, como tipo e didmetro das fibras danificadas, gravidade da lesdo, idade do individuo,
doengas coadjuvantes no prognostico negativo e outras variaveis individuais (SUNDERLAND,
1978). Apesar da aplicacdo de tais técnicas modernas e sofisticadas de tratamento incluindo
reconstrucdo nervosa, a regeneracdo morfologica e funcional ¢ raramente completa (AZZE &
MATTAR, 2000) e nem sempre ¢ satisfatoria (LUNDBORG, 2000). Portanto, se da muita
importancia ao tratamento de recuperagdo no pos-operatdrio com a finalidade de garantir a todos
os pacientes a suficiente restauracdo da fungao nervosa.

Partindo dessa necessidade de regeneragdo nervosa, o processo de reabilitagdo conta com
varias terapias ndo-invasivas tais como laser de baixa intensidade, ultra-som, eletroestimulagao,
magnetoterapia, entre outros, na tentativa de influenciar positivamente a melhora da fungdo
(MENDONCA, BARBIERI & MAZZER, 2003).

Além das alteragdes ocorridas no nervo, outro tecido que ¢ bastante afetado apds uma lesdo
nervosa periférica ¢ o musculo esquelético. A inerva¢ao ¢ um fator critico para a integridade
funcional e estrutural do musculo (ISHIDO, KAMI & MITSUHIKO, 2004; KOSTROMINOVA,
2005). A lesdo do nervo periférico causa uma profunda perda de massa e da capacidade de
geragdo de forca do musculo (BILLINGTON & CARLSON, 1996; DOW, 2004). Além disso, a
excitabilidade muscular também esta alterada. A excitabilidade de um tecido pode ser definida

pela relacdo entre a amplitude e a duragdo do estimulo elétrico. Quando um musculo esta
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desnervado ele torna-se menos excitdvel a uma estimulagdo direta (SALMONS et al, 2005). As
lesdes nervosas periféricas podem causar muitas modificacdes na estrutura, metabolismo e
expressao génica do musculo esquelético. Uma mudanga importante que ocorre quando
musculos tornam-se desnervados ¢ o aumento de receptores de acetilcolina (AChR) no
sarcolema. AChRs s3o normalmente expressos na jung¢do neuromuscular em musculos
desnervados. Entretanto, a desnervagdo causa aumento e proliferagdo de ACRs extrajuncionais.
Alguns véem isso como um tipo de “sinal” que causa brotamentos de novos axonios dos nervos e
também como uma forma de preparagdo para a formagdo de uma nova jun¢do neuromuscular
(LIEBER, 2002).

A eletroestimulacdo vem sendo usada no processo de recuperacdo do musculo apds lesao
nervosa periférica e mostra-se eficaz ao reverter a perda de massa e for¢ca muscular (DOW,
2004) bem como impedir a expressdo de genes durante a desnervacdo (KOSTROMINOVA,
2005). No entanto, a estimulagdo elétrica nestes modelos experimentais ¢ aplicada de forma
cronica, diferentemente do que € visto da clinica e no tratamento de seres humanos (SALMONS
et al., 2005).

Diferentes tentativas de estimulos destinados a melhoria da regeneragcdo nervosa e para
manuteng¢do do trofismo muscular sob condigdes de desnervagao foram realizadas anteriormente.
Dentre varios recursos que visam acelerar e melhorar o processo de regeneracdo do nervo
periférico foi escolhido dois protocolos de tratamento, ou seja, a radiagdo a laser de baixa
intensidade e a eletroestimulagdo. Tais recursos terapéuticos possuem relagdo com o objetivo
proposto, que foi o de verificar a eficicia desses agentes fisicos na regeneragdo nervosa
periférica apdés a lesdo do tipo axoniotmese. Esses dois protocolos serdo descritos
separadamente, por tratar-se de experimentos individuais. Um outro estudo que foi descrito no
primeiro capitulo antecedendo todos os demais experimentos, ¢ uma revisdo bibliografica

publicada na revista Muscle and Nerve em 2005, que por meio de uma metanalise, foram
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detectados onze estudos sobre o uso da laserterapia na regeneragdo nervosa com o objetivo de
ilustrar os efeitos positivos deste tipo de tratamento.

Seguindo essa necessidade de estabelecer protocolos clinicos de aplicagdo da laserterapia, a
finalidade deste estudo foi de continuar aprofundar a analise dessa radiacdo sobre o nervo
periférico, focalizando especial atencao na escolha do tipo de laser, nos parametros de irradiagdao
e no periodo de aplicagdo (precoce), os quais sdo aspectos relevantes nas perspectivas de
aplicacdo clinica em pacientes. Foi utilizado como modelo experimental a lesdo do tipo
axoniotmese realizada mediante a pinca fabricada por Gertrude Beer da Universidade de
Zurique, Suica (BEER, 2001), e recentemente padronizada para o nervo ciatico do rato por Artur
Varejao da Universidade Tras-os-Montes e Alto Douro de Vila Real, Portugal (VAREJAO et al.,
2004).

O segundo motivo pelo qual foi escolhida a lesdo por esmagamento como modelo
experimental ¢ por ser o modelo mais estudado na literatura (GIGO-BENATO, GEUNA &
ROCHKIND, 2005) e, além disso, existe uma necessidade de observar os efeitos precoces da

laserterapia na primeira e segunda semana apds lesdo por esmagamento no nervo ciatico do rato.
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2.1. INTRODUCAO
A recuperagao do nervo periférico apds lesdo severa depende da regeneracao das fibras nervosas
ao longo do segmento distal da lesao (LUNDBORG, 2000). Se a continuidade nervosa for
perdida, uma cirurgia sera necessaria para restabelecer a continuidade entre os cotos distais e
proximais. Ambos podem ser suturados quando nao ocorre perda de substiancia (neurorrafia
termino-terminal) (DVALI & MACKINNON, 2003). Mas se houver perda de substancia ¢
necessario unir os cotos por meio de um enxerto autdlogo como um tubo de miisculo-na-veia, ou
enxerto sintético de silicone, polipropileno (KLINE et al., 1998; MILLESI H, 2000; STRAUCH
B, 2000; MEEK & COERT , 2002), ou induzir a um crescimento colateral por meio de um nervo
doador intacto (neurorrafia termino-lateral) (ROVAK, EDERNA & KUZON, 2001). Tais lesoes
com perda de continuidade tem um progndstico de recuperagao mais lento e podem ocorrer uma
melhora parcial (ALON & ROCHKIND, 2000).

Apesar dos grandes avangos na cirurgia reparadora dos nervos periféricos nos ultimos vinte
e cinco anos, nenhuma técnica de reparacdo dos nervos garante uma total recuperagdo e
normalizac¢do da fungdo e geralmente resultados clinicos nas proximidades das lesdes nervosas
permanecem deficientes (LUNDBORG, 2000, 2002; SAMII et al., 1997). Portanto, a reparagao
das lesdes nervosas ainda representa um grande desafio para a medicina de reabilitagdo, a qual
necessita encontrar métodos efetivos para melhorar a regeneracdo nervosa apds a cirurgia de
reconstru¢do dos nervos periféricos (EVANS, 2000; LUNDBORG, 2002; DVALI &

MACKINNON, 2003).

A laserterapia tem recebido uma crescente atencdo ao longo das duas ultimas décadas.
Embora um estudo pioneiro sobre os efeitos da laserterapia na regeneragdo das lesdes

traumaticas dos nervos periférico fora publicado em 1970, foi somente em meados da década de
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80 que se despertou um interesse cientifico, para os efeitos positivos da laserterapia nesse tecido
(ROCHKIND, 2000).

O objetivo desse artigo foi promover uma revisao da literatura percorrendo os ultimos 15
anos sobre os efeitos da laserterapia no reparo das células nervosas periféricas. A intencao ¢
destacar o fato que a laserterapia ainda requer muitas pesquisas, além de elucidar os mecanismos
bioldgicos da fototerapia no tecido nervoso, e também, favorecer aos clinicos uma base para o
planejamento de protocolos clinicos da laserterapia na aceleragcdo da regeneragdo nervosa pos-

traumatica em seus pacientes.

2.1.1. O Uso da Luz Terapéutica

O termo fototerapia refere-se a utilizacdo da luz para a produgdo de efeitos terapéuticos em
tecidos vivos. Embora qualquer fonte de luz possa ser utilizada para obter um efeito fototerapico,
lasers representam a mais recente tecnologia de fonte de luz, e desta forma tornam-se mais
reconhecida como fototerapia (TURNER & HODE, 2003). O termo laserterapia de baixa
intensidade ¢ comumente usado como um sindnimo de fototerapia. A diferenga entre o uso dos
aparelhos de laser cirargico e terapéutico ¢ a colimagdo. O aparelho a laser para a cirurgia possui
um feixe de luz estreito e intenso que € utilizado para destruir precisamente os tecidos (efeito
térmico). Ja o terapéutico apresenta intensidades da radiagdo da luz tdo baixas que os efeitos
resultam em respostas bioldgicas, as quais sdo aplicaveis a mudangas quimicas e fisicas
associadas com interagdo de células e tecidos irradiados com o laser (SHIN et al., 2003). Embora
muitos cientistas e clinicos encontrem dificuldades em aceitar que essa energia de luz possa
promover melhora nos processos metabdlicos que resulta em reparo tecidual (ENWEMEKA,
1999; BARTELS, 2002), muitos estudos experimentais e clinicos se referiram como positivos os
efeitos da fototerapia para a promogdo do processo de reparagdo de varios tecidos e 6rgaos,

como o 0sso (GUZZARDELLA et al., 2002), cartilagem (MORRONE et al., 2000), musculos
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(AMARAL, PARIZOTTO & SALVINI, 2001), tenddo (REDDY, STEHNO-BITTEL &
ENWEMEKA, 1998), ligamentos (FUNG et al., 2002) e pele (ALAM & DOVER, 2003).
Contudo resultados negativos foram publicados quando a irradiacao foi aplicada em cicatrizagao

de ulceras (LUCAS et al., 2002).

Os resultados conflitantes sobre o uso da laserterapia podem ser resultantes de inimeras
variaveis técnicas (em particular o comprimento de onda, doses e tipos de radiagdo) os quais se
nao forem adequadamente ajustados poderdo reduzir o eventual sucesso do procedimento. Além
disso, os “resultados negativos” em alguns estudos os quais investigaram os efeitos da
fototerapia de baixa intensidade sobre células e tecidos normais impediram claramente
consideragdes obvias da fototerapia, pois ¢ dificil compreender como ¢ possivel transformar
células e tecidos normais em “células e tecidos mais normais”. Estudos sobre os efeitos da
laserterapia na eletrofisiologia nos nervos normais é um classico exemplo de confusdo
(GREATHOUSE, CURRIER & GILMORE, 1985; WALKER & AKHANIJEE, 1985; WU et al.,
1987, SNYDER-MACKLER & BORK, 1988; BALABAN et al., 1992; BAXTER et al., 1994;
WALSH, BAXTER & ALLEN, 2000; BAGIS et al., 2002; COMELEKOGLU et al., 2002;
FUNG et al., 2002; LUCAS et al., 2002). Considerando a complexidade desse assunto, essa
revisdo da literatura teve a intengdo de enfocar os estudos que usaram a regeneracao nervosa
(pOs-traumatica e pods-cirargica), que trouxeram algo verdadeiro para melhorar a regeneragdo
nervosa ¢ deste modo ajudar a esbogar um protocolo clinico ainda nao testado.

2.1.2. Efeito da Lasererapia na Regeneracao do Nervo Periférico

O primeiro estudo sistematico sobre os efeitos da laserterapia na regenera¢ao do nervo
periférico, foi publicado na década de 80 e foi baseado no uso do modelo de axoniotmese
(ROCHKIND et al., 1988; ROCHKIND & OUAKNINE, 1992). Baseado nas analises

morfologicas, eletrofisioldgicas e funcionais para avaliar a recuperacdo do nervo cidtico
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esmagado do rato, esse estudo concluiu que a laserterapia foi efetiva na recuperacao nervosa. Os
efeitos desta laserterapia foram medidos em um curto espago de tempo, ou seja, dentro de dias e
minutos assim como em longo prazo por varios dias e meses (ROCHKIND et al., 1986;
ROCHKIND et al., 1987; ROCHKIND & OUAKNINE, 1992). No modelo experimental em
curto prazo, foi aplicado o laser diretamente no nervo ainda exposto e o potencial de acao foi
mensurado por meio de um eletrodo de gancho fixado diretamente no nervo (ROCHKIND,
BARR-NEA & VOLGER, 1990; ROCHKIND & OUAKNINE, 1992). Os comprimentos de
onda 540 nm, 632nm e 780nm foram os que produziram os melhores efeitos. J& no modelo a
longo prazo, o nervo ciatico foi estimulado diretamente e o potencial de agdo foi mensurado
através de eletrodos de agulha fixado no musculo gastrocnémio. Os autores encontraram segundo
a atividade eletrofisioldgica, uma reducao da atividade apds a lesdo de esmagamento nos nervos
ndo irradiados, mas o uso da laserterapia (comprimento de onda de 632.8 nm, densidade de
energia de 10 J/cm?) melhorou o potencial de agdo apds a lesdo por esmagamento no periodo a
longo prazo (ROCHKIND et al., 1987a ; ROCHKIND et al.,, 1987b; ROCHKIND &
OUAKNINE, 1992). Além disso, quando a laserterapia foi aplicada diretamente no nervo
esmagado e também no segmento correspondente na medula espinhal, o tempo e a qualidade da
recuperagdo do nervo melhoram em comparagdo com a irradiagdo somente no nervo
(ROCHKIND et al., 2001; SHAMIR et al., 2001; LEUNG et al., 2002; LUCAS et al., 2002). A
aplicacdo da laserterapia apdés lesdo por esmagamento, aumentou o crescimento axonal,
acelerando a recuperagdo do nervo ciaticoROCHKIND et al., 1987a ; ROCHKIND et al.,
1987b; ROCHKIND & OUAKNINE, 1992). O efeito benéfico da laserterapia foi encontrado nao
somente no nervo lesionado, mas também nos segmentos da medula espinhal onde o tratamento
com o laser foi significativo para a indugdo de proliferagdo de astrocitos e oligodendrdcitos, com

isso, ocorreu uma diminui¢do das mudangas degenerativas no nervo periférico. Isto sugere um
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aumento do metabolismo nos neurdnios, quando submetidos a influéncia do tratamento a laser,
melhorando habilidade de produgao de mielina (ROCHKIND, BARR-NEA & VOLGER, 1990).
Estudos experimentais subseqiientes usaram a laserterapia apos lesao de esmagamento (de
acordo com os estudos acima descritos), demonstraram que a laserterapia promove a regeneracao
nervosa apos a lesao de esmagamento no nervo ciatico, (KHULLAR et al., 1995; SHIN et al.,
2003), nervo fibular (HAMILTON, KEVEN & RAY, 1992), ¢ facial (ANDERS et al., 1993) .
Khullar (1995) e seus autores aplicaram transcutaneamente o laser infravermelho (48 J/cm?) com
comprimento de onda de 820nm , por 28 dias, iniciado a partir do primeiro dia do p6s-operatorio,
mostraram que, ocorreu uma aceleragdo na recuperagdo funcional (mensurados com o walking
track analysis) nos animais tratados em compara¢ao aos ndo tratados. Um resultado similar (da
aceleragdo do processo de regeneracdo), foi obtido num estudo mais recente, o qual utilizou o
laser de comprimento de onda de 630 nm, emissdo de radiagdo continua, aplicacdo transcutanea
na lesdo de axoniotmese no nervo ciatico, a partir do primeiro dia do pds-operatério, num
periodo de somente cinco dias (SHIN et al., 2003). Sugerindo que a laserterapia ¢ mais efetiva
quando aplicada logo ap6s o periodo pos-traumatico. Um estudo conduzido por Hamilton Keven
e Ray (1992) os quais aplicaram no coelho (esta espécie animal em comparagdo com o rato tem
um potencial de regeneragdo menor), o laser de comprimento de onda de 632.8 nm com
aplicagdo transcutanea de 15 dias de aplicagdo (3,52 J/cm?) no nervo fibular esmagado, iniciaram
o tratamento a partir do primeiro dia do pods-operatorio, o qual demonstrou uma melhora
significativa na recuperagdo do potencial de agdo em comparag¢do com o grupo nao tratado.
Anders et al. (1993) realizou um o estudo mais completo porque comparou os diferentes
comprimentos de onda do laser no nervo facial (361 nm, 470nm, 514nm, 632.8nm, 1061 nm). Os
resultados desse estudo confirmaram todos os estudos anteriores que demonstraram que a
fototerapia aplicada transcutaneamente, diariamente, a partir do primeiro dia do po6s-operatorio,

levou a um significante aumento da velocidade de regeneragdo dos axodnios nos nervos faciais
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em comparacdo aos animais nao tratados. Esse aumento da velocidade de regeneragdo foi
constatado pelo maior nimero de neur6nios motores retrogrados na medula no lado da
peroxidase de rabano silvestre (horseradish pexosidase) e também pela aceleracao do retorno da
acetilcolinatransferase no ntcleo motor facial (ANDERS et al., 1993; ANDERS, GEUNA &
ROCHKIND, 2004). Neste estudo apenas mencionado, todos os comprimentos de onda
demonstraram efetivos na estimulagdo da regeneragdo apds lesdo nervosa, mas o melhor
resultado foi obtido pelo laser de comprimento de onda de 632,8 nm.

Um recente estudo (BAGIS et al., 2003) ndo encontrou nenhum efeito da laserterapia na
recuperagdo nervosa periférica. Os nervos ciaticos dos ratos receberam esmagamento bilateral,
um dos lados foram estimulados com laser de comprimento de onda de 904 nm, com diferentes
doses (0,31 J/em? e 19 J/cm?) os quais foram avaliados com eletrofisiologia e morfologia;
porém, todas as analises ndo revelaram diferengas significativas entre os grupos. Entretanto, é
dificil dizer que o resultado desse estudo seja fortemente confidvel, pois é dificil considerar
resultado negativo usando o lado contralateral “ndo tratado” como controle. Principalmente se
considerarmos que a laserterapia exerce efeitos sistémicos, além da ac¢do da regenerag¢ao nervosa,
(ROCHKIND et al., 1989), contudo o uso do lado contralateral ¢ inapropriado nesse contexto.

Quatro estudos experimentais contribuiram com novas e importantes informagdes no que
diz respeito aos resultados obtidos sobre modelo de lesdo de neurotmese e tratamento com o
laser. No primeiro estudo a laserterapia no pds-operatorio demonstrou ser efetiva na promogao
da regeneragdo nervosa periférica no caso de transec¢do completa e reparacdo termino-terminal
(SHAMIR et al., 2001). Este estudo em duplo cego avaliou a regeneracao do nervo ciatico apos a
aplicag¢do do laser no pos-operatdrio. Aplicacdo transcutidnea do laser, com comprimento de onda
de 780 nm, por 30 minutos, foi diaria, durante 21 dias consecutivos na regido da cirurgia do
nervo ciatico, assim como na medula espinhal. A resposta somatossensorial positiva foi

encontrada em 69% dos ratos irradiados em comparagdo com os 18 % dos ratos nao irradiados.
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Na avaliagdo com imunoistoquimica do grupo tratado com laser, mostrou maior intensidade de
crescimento axonal e melhor qualidade de regeneracao, pois ocorreu um aumento do numero de
fibras nervosas de médio e longo diametro. Esta descoberta sugere que a laserterapia aumenta o
processo regenerativo apos a lesdo completa de sutura termino-lateral no nervo periférico.

O segundo estudo (MILORO et al., 2002) investigou os efeitos da laserterapia do pos-
operatorio no nervo alveolar inferior reparados com tubulizagdo (tubo= Gore-tex) em coelhos. O
resultado demonstrou que a laserterapia promoveu a regenera¢do nervosa ao longo do enxerto
sintético que serviu como uma ponte para a jun¢do dos dois cotos. No local onde o nervo
alveolar inferior foi reparado, foi aplicado o laser de 820-830 nm, transcutanecamente, com 29
J/em?, em um ponto, por quatro dias consecutivos, iniciado a partir do primeiro dia do pds-
operatorio, seguido de seis sessdes adicionais, uma vez por semana por seis semanas. A
investigagdo morfologica sobre a regeneracao nervosa demonstrou que ocorreu uma melhora no
diametro das fibras nervosas em comparagdo com o nao tratado.

No terceiro estudo (GEUNA et al., 2003; GIGO-BENATO et al., 2004) foi sobre o efeito
positivo da laserterapia na regeneragdo do nervo mediano de rato reparado com a neurorrafia
termino-lateral no nervo ulnar intacto como doador. Apds os ratos serem operados eles
receberam a laserterapia por trés semanas, trés dias alternados, iniciado a partir do primeiro dia
do pos-operatdrio e comparado com o grupo operado com aplicacdo simulada (sham). Os lasers
(808nm e 905 nm) foram utilizados transcutaneamente, pontual no local da cirurgia, com
densidade de energia 29 J/cm? e 40 J/cm? respectivamente. O resultado do estudo em duplo cego
randomizado mostrou que a laserterapia induziu a uma significante, rapida mielinizacdo e
regeneragdo das fibras nervosas, assim como uma recuperagdo da massa muscular, resultando
num significativo rapido aumento da fungdo, em comparagao com o grupo controle.

O uso do termo duplo cego foi utilizado em dois dos trés estudos mencionados (SHAMIR

et al., 2001; GIGO-BENATO et al., 2004), ¢ merece uma explanacdo a respeito do termo
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tradicionalmente usado para referir o controle do efeito placebo e da imparcialidade do
investigador durante os estudos clinicos. Nestes estudos experimentais duplo cego refere-se a 1)
ao cirurgido o qual executou uma intervengao cirtrgica do animal e o distribuiu aleatoriamente
entre os grupos e 2) o avaliador que conduziu toda as avaliagdes poOs-operatorias dos animais e
amostras de tecidos, assim como introduziu um codigo para denominacdes, excluindo a
descriminagdo por grupo animal que muitas vezes pode levar a indugdes das analises das
amostras.

O mais recente estudo foi o quarto Chen et al.(2005) o qual relatou a ocorréncia de um
efeito inibidor sobe a emissdo do laser pulsado no comprimento de onda de 904nm (densidade de
energia aplicada 2.33 a 15.5 J/cm?), no nervo ciatico do rato. Esse efeito inibidor pode ser devido
a utilizagdo de um tubo de silicone de 10 milimetro de comprimento entre os cotos distais e
proximais para a unido dos cotos. O resultado negativo ¢ de dificil interpretacdo, visto que foi
obtido de um modelo experimental diferente dos outros em varios aspectos como o: 1) Uso de
um tubo guia de silicone (o qual poderia interferir com a luz); 2) Uso de radiacdo pulsada em alta
freqliéncia (5-20 KHz); 3) Iniciaram a laserterapia apds a primeira semana da cirurgia; 4)
Estimulagdo prolongada (por 2 meses). Portanto, neste resultado protocolo de estimulacao a laser
nao s6 foi ineficaz quanto impediu a recuperagdo nervosa, com isso, revelou improprio o seu

uso.

2.1.3. Hipéteses dos Possiveis Mecanismos de Ac¢cdo da Laserterapia no Tecido Nervoso

Durante a ultima década grandes avangos ocorreram para a compreensao dos efeitos celular
e molecular na presenga da aplicacio do laser nas estruturas bioldgicas. No entanto, o
mecanismo de a¢do da laserterapia no ser vivo ainda ndo foi totalmente elucidado (TURNER &

HODE, 2003). Com base nos resultados obtidos até hoje, principalmente estudos in vitro, varias
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teorias foram desenvolvidas para explicar as alteracdes que a laserterapia exerce, como por
exemplo mudancas nas estruturas biologicas, tais como o aumento de sintese de ATP ou
(GAGLIARDI, ATLANTE & PASSARELLA, 1997) proliferagdo celular (KREISLER et al.,
2003). Qualquer discussao mais detalhada esta além do propdsito desta revisdo bibliografica,
portanto, foi restrita apenas a certos estudos que proporcionaram interessantes informacoes
concernentes a interacdo da laserterapia nos tecidos nervosos, em especial com os nervos
periféricos.

O foco principal a respeito da regeneracdo nervosa periférica foram os estudos in vitro, os
quais mostraram que a laserterapia induz ao crescimento massivo de neurito em neurénios em
cultura. (WU et al., 1987; WOLLMAN & ROCHKIND, 1998). Com embasamento in vitro,
pode-se responder a hipoétese que a estimulagdo da radiag¢do direta na terminagdo do crescimento
axonal in vivo pode estimular diretamente o crescimento do axdnio tanto transversal (no caso de
reparagdo cirurgica termino-terminal), quanto colateral (termino-lateral), dependendo da cirurgia
ou lesdao empregada (GIGO-BENATO et al., 2004).

Um recente artigo demonstrou uma possivel explicagdo para os efeitos da fototerapia por
meio da biologia molecular. Foi observado um aumento da expressdo da proteina associada ao
crescimento-43 (growth-associated protein-43 = GAP 43) em estagios iniciais de regeneracao do
nervo cidtico de rato apos a fototerapia (SHIN et al., 2003). Outro estudo mostrou que a
aplicacdao do laser aumenta a expressao de mRNA gene do peptideo relacionado a calcitonina
(calcitonin gene-related pepitide - CGRP) no nucleo facial motor, ap6s axoniotmese. Ao alterar
a intensidade ou padrao temporal da expressdo de CGRP na lesdo, a fototerapia pode otimizar a
taxa de regeneracdo, de inervacdo alvo e também a sobrevivéncia neuronal em neurdnios
axoniotomizados (SNYDER et al., 2002).

A possivel agdo da fototerapia em nervos periféricos lesionados estd em reduzir as

mudangas degenerativas nos neurdnios correspondentes da medula espinhal sendo sugerida em
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um estudo em nervo ciatico esmagado de rato, o qual mostrou que a cromatolise e atrofia
neuronal sao menos extensos em animais tratados que nos controles (ROCHKIND, BARR-NEA

& VOLGER, 1990).

Outro possivel mecanismo de acao do laser no tecido nervoso € a acao neuroprotetora, que
facilita o processo de regeneracao das fibras nervosas. Na verdade a aplicagdo da laserterapia
apos lesdo do nervo, inibe a atividade do 6xido nitrico (um agente neurotoéxico) ¢ aumenta a
expressdo do fator de crescimento transformador 1 (TGF- B1) (LEUNG et al., 2003). Uma
fascinante hipotese € que a laserterapia possa guiar os cones de crescimento neuronal in vitro,
talvez devido a sua interagdo com a proteina citoplasmatica, ¢ particularmente, a um aumento da
polimerizacdo em dire¢do a margem do axonio (EHRLICHER et al., 2002). Além disso, ha
demonstragdo experimental que a irradia¢do a laser seja capaz de estimular a proliferacdo das
células de Schwann de ratas in vitro, apontando para outro mecanismo de efeito direto no
crescimento do axonio, essa evidéncia comprova que a laserterapia exerce um efeito de
regeneragdo nervosa periférica (VAN BREUGEL & BAR, 1993). Considerando a presenca de
um numero adequado de células de Schwann como sendo um fator importante no sucesso da
regeneragdo nervosa; a laserterapia desempenha uma agdo gliotréfica que representa uma forte
indicagdo a favor de seu uso no pos-traumatico ou pos-cirirgia na reparagdo nervosa periférica
(GEUNA et al., 2003). Com base na literatura acima mencionada, podemos concluir que os
efeitos da laserterapia nos nervos periféricos existem multiplos mecanismos de agdo envolvidos
e ndo ¢ somente centralizado nos axonios. Futuros estudos conduzidos com objetivo de elucidar
os efeitos biologicos da laserterapia na regeneragdo nervosa periférica deverdao ser focalizados
também nos elementos ndo neuronais, tais como, células de Schawnn, células perineurais,

macrofagos, mastocito.

2.1.4.A Laserterapia na Aplicag¢do Clinica
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Embora nem todos os autores concordem com a eficacia da laserterapia, existe
(BROSSEAU et al., 2003a; BROSSEAU et al., 2003b; TURNER & HODE, 2003) um consenso
geral em relagdo a seguranca nesse tipo de tratamento, no qual efeitos colaterais ocorrem
raramente (NAVRATIL & KYMPLOVA, 2002; BROSSEAU et al., 2003a; BROSSEAU et al.,
2003b; TURNER & HODE, 2003), mas, poucas contra-indicagdes foram estabelecidas.

Uma das mais importantes indicagdes clinicas para o uso do laser é para analgesia. Na
verdade esta ¢ somente uma indica¢do da bioestimulacdo a laser que foi aprovada pela agéncia
norte americana de controle de drogas e alimentos para o mercado (Food and Drug
Administration - FDA) com notificacdo/510(k) e apos essa aprovagdo, varios estudos
demonstraram a eficacia do laser em varias sindromes dolorosas (TURNER & HODE, 2003). Os
mecanismos pelos quais a laserterapia induz analgesia ndo sdo amplamente conhecidos, porém
bons resultados sdo freqiientemente obtidos quando os nervos periféricos sdo irradiados,
sugerindo tanto efeitos analgésicos quanto efeitos diretos na fungao da fibra nervosa (WALKER,
1983).

O primeiro estudo aleatorizado, duplo cego, placebo controlado, conduziu a um trabalho
clinico o qual aplicou o laser de comprimento de onda de 780 nm em pacientes que sofreram por
um longo periodo lesdo nervosa periférica severa e incompleta, promovendo um resultado
positivo. Dezoito pacientes foram divididos em placebo (luz desligada) e irradiados com laser de
comprimento de onda de 780nm, poténcia 250 mW, por 21 dias consecutivos, por trés horas
consecutivas, transcutaneamente na area afetada do nervo periférico e por duas horas no
segmento correspondente ao nervo na medula espinhal. As avaliagdes clinicas e
eletrofisiologicas foram realizadas no 21° dia de tratamento e no 3° e 6° més ap6s o tratamento.
Os resultados mostraram significante melhora da fun¢do motora no membro previamente
paralisado no grupo tratado com laser (p=0.001), comparado com o grupo placebo. A analise

eletrofisiologica demonstrou uma melhora estatisticamente significativa no recrutamento da
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atividade muscular voluntaria (p=0.0006) do grupo irradiado com o laser, quando comparado

com o placebo (Rockind et al, em preparagao).

2.1.5. Estudos Futuros

Para facilitar a avaliacao dos estudos experimentais a respeito dos efeitos da laserterapia na
regeneragdo nervosa periférica, foi feito uma Tabela (1) que lista e resume todos os detalhes de
cada estudo. Dentre os 11 estudos avaliados em diferentes laboratérios (9) ao redor do mundo,
sete foram apresentados com lesdo por esmagamento do nervo periférico e quatro por lesdo
severa (com transeccao completa necessitando de reparacdo cirtirgica), nos mais diversos nervos
(exemplo: mediano, citico, alveolar inferior).

A maioria desses estudos revelou que a laserterapia promove a recuperacdo nervosa em
pelo menos um dos parametros investigados, com exce¢do de dois estudos. (BAGIS et al., 2003;
CHEN et al., 2005). Na avaliagdo foi encontrado um consenso sobre os estudos experimentais
tenderem a publicar resultados positivos mais que os negativos (WAGNER et al., 2003).

Com base nessa revisdo da literatura, certas recomendagdes serdo feitas em relagdo a
escolha do protocolo de tratamento para os estudos experimentais futuros e para aplicagdo clinica

da laserterapia, com a inten¢ao de melhorar a regeneragdo pos-traumatica do nervo.
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Autor (Pais) ano T1£)o de nervo Mo'delo Tipo de laser Comprimento Tempo~de Protocolo de Formas d~e Resultados-Efeitos
lesdo/reparacdo Experimental de Onda Emissao tratamento mensuracao
Rochkind et al. n. ciatico do HeNe . 1° dia pés-op.,por 20 eletrofisiologica .
(Israel) 19870 esmagamento rato (continuo) 632.8 nm 14 min dias consec.(tot. = 20) morfologica positivo
Rochkind et al. n. ciatico do HeNe . 1° dia pés-op.,por 20 eletrofisiologica .
Israel 1987b esmagamento rato (continuo) 6328 nm 7 min dias consec.(tot. = 20) morfologica positivo
Hamilton et al. n. fibularl do . 1° dia pos-op.,por 15 eletrofisiologica .
(USA) 1992 esmagamento coelho HeNe 632.8 nm 9 min dias consec.(tot. = 15) positivo
Anders et al. n. facial do HeNe . 1° dia pos-op.,por 7-9 L o
(USA) 1993 esmagamento rato (contiomo) 632.8 90 min dias consec.(tot.= 7-9) morfoldgica positivo
. o funcional
I;vh(:;l;zzr Zj al. 1995 esmagamento - Clat}[co do GaAlAs 820 nm 858 (;ia;h;i):;o(%)’tpf 225) eletrofisiologica positivo
g rato o morfologica
Shin et al. n. ciatico do Semicondutor . 1° dia pos-op.,por 5 funcional .
(Coréia) 2003 esmagamento rato (continuo) 650 nm Smin dias consec(tot. = 5) morfolégica positivo
Bagis et al. 2003 magament n. ciatico do GaAs (pulsado) 904 nm 15 min 1° dia pos-op.,por 7 eletrofisiologica nenhum
(Turquia) ésmagamento rato p dias consec.(tot. = 7) morfologica
Shamir et al Neurorafia n. ciatico do 1° dia pé 20 eletrofisiologica
. . . , . ia pos-op.,por ..
(Israel) 2001 tterml.noi rato AsGaAl(continuo) 780 nm 30 min dias consec(tot. = 21) morfologica positivo
ermina
Tubulizacdo 1° dia pos-op., por 4
. n. alveolar . oy
Miloro et al. 2002 com Gore-Tex inferior do GaA’lAs 820-830 nm 90s dias consec, mais morfologica positivo
(USA) (8mm) Ih (continuo) 1 dia por semana por
coelho 6 semanas (tot. = 10)
. Neurorrafia . InGa(Al)As ° dia pos- i .
Gigo-Benato et al. U n. mediano do ( ) 808nm 1° dia pés-op., 3 dias funcional ..
(Brasil-ltdlia) 2003 termino-lateral rato (continuo) 905 nm 39s por semana por 3 morfolégica positivo
no nervo Ulnar InGaAs (pulsado) semanas (tot. =9)
Tubulizacao s icio 2° os- C
Che net al. 1zag Nervo ciatico do  As GaAl (pulsado) 905 nm 72s Inicio 2°%sem pds-op eletrofisiologica .
2005 tubo-silicone " Imi por 7 sem dias foloei negativo
(10 mm) e GaAs (pulsado) 904 nm min alternados mortologica

Tabela 1. “Positivo” significa que a laserterapia induziu uma melhora estatisticamente significativa sobre o reparo nervoso em pelo menos um dos parametros avaliados em relagao aos
controles ndo tratados. “Nenhum” significa nenhuma diferenca significante observada. “Negativo” significa que o reparo nervoso nos animais tratados foi significativamente pior que os

controles em pelo menos uma das variaveis avaliadas.




34

2.1.6. Tipos de Lasers e Comprimento de Onda

Estudos prévios utilizaram o laser HeNe (Hélio-Neonio) para produgdo de uma luz visivel
(632,8nm) recentemente foi utilizado um laser semi-condutor para produzir um comprimento de
onda proximo ao infravermelho (780-830nm) (ROCHKIND et al.; 1987a ; ROCHKIND et al.;
1987b; HAMILTON, KEVEN & RAY, 1992; ANDERS et al., 1993). Somente um artigo
comparou diretamente os comprimentos de onda visivel e infravermelho e concluiu que a
emissdo visivel do comprimento de onda de 632,8 nm foi mais efetiva na estimulacdo da
regeneragao nervosa, em comparacao ao infravermelho com emissao de comprimento de onda de
1061nm (ANDERS et al., 1993). Existe um aumento no uso dos aparelhos laser infravermelho,
mas isso ¢ justificado, pela sua maior penetragdo através da pele (TURNER & HODE , 1993).
Efeitos positivos em estudos experimentais foram obtidos com comprimento de onda visivel e
préximo ao infravermelho. Parece que ambos os tipos de laser podem ser utilizados para
promover a regeneragdo nervosa pos-trauma. O pior resultado deste estudo foi obtido com o
comprimento de onda mais longo (>904nm), portanto o seu uso deveria ser desencorajado.
2.1.6.1. Densidade de Energia e Tempo de Emissdo

As andlises dos resultados publicados mostraram que a laserterapia em diferentes niveis de
densidade de energia com menos de 10 J/cm? até 150 J/cm? sdo eficientes na regeneracao
nervosa. O mesmo pode ser aplicado nos tempos de tratamento os quais oscilam de menos de 1
minuto até 90 minutos. Portanto, essas observagdes sugerem que a luz exerce um efeito positivo
na regeneracao nervosa, com uma grande variacdo de intervalos tanto de densidade de energia
quanto tempo de emissao.
2.1.6.2. Tipos de Emissao da Luz

A emissdo da luz do laser pode ser continua ou pulsada. Oito dos onze estudos presentes na

tabela 1 empregaram emissdo continua porém, resultados nulos ou negativos foram encontrados
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em apenas dois deles, os quais utilizaram a emissao pulsada(BAGIS et al., 2003; CHEN et al.,
2005). Finalmente, o estudo que utilizou ambos os tipos de emissdao, mostrou melhores
resultados com a emissao continua (GIGO-BENATO et al., 2004). Todos os estudos publicados,
que utilizaram laser de emissdo continua levaram a resultados positivos. Portanto, esse tipo de
emissao de laser devera ser a primeira escolha na intervencdo clinica para a recuperagao do

nervo periférico.

2.1.7. Protocolo de Tratamento

Com somente uma exce¢ao (CHEN et al, 2005) todos os estudos seguiram um tratamento
similar baseado na utilizagdo da laserterapia iniciada a partir do primeiro dia do pds-operatorio,
seguido por aplicagdes regulares usualmente didrias, por um periodo de cinco dias a um més. O
unico estudo no qual o inicio do tratamento foi iniciado na segunda semana do pds-operatério,
levou a um resultado negativo (CHEN et al, 2005). Estudos futuros deverdo investigar mais
extensivamente os efeitos da laserterapia iniciada em um periodo tardio do pos-operatorio.
Porém, os resultados dos estudos acima mencionados, sugerem que tentativas clinicas deverao

basear-se inicialmente em tratamentos imediatos pds-traumaticos ou pos-operatdrios.

2.1.8. Tipo e Local de Aplicaciao

Na maioria dos estudos, a laserterapia foi aplicada transcutaneamente, superficialmente no
local correspondente no ponto da lesdo. Este procedimento levou as pesquisas a Otimos
resultados. A aplicagdo transcutanea no local do nervo lesionado ou reparado ¢ um procedimento
muito menos invasivo, em comparagdo a irradiacdo direta do nervo, sendo entdo, a melhor
escolha de aplicacao de laser nos tratamentos clinicos futuros.

Em conclusdo, a eficiéncia real da laserterapia na reabilitagdo continua sob debate

(BASFORD, 1995; LUCAS et al., 2002 ;BROSSEAU et al., 2003a; BROSSEAU et al., 2003b;
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TURNER & HODE, 2003). De fato, a despeito do numero de estudos publicados existem muitas
opinides variaveis que poderiam influenciar no desenvolvimento da laserterapia, (especialmente
em relacdo ao modelo e qualidade do instrumento usado), tornando muito dificil a comparagao
dos resultados. E necessario que se realize pesquisas mais rigorosas tanto bésicas, quanto
clinicas, para definir a eficacia da laserterapia em varios contextos clinicos.

Em relacdo a reparagdo do nervo periférico essa revisdo bibliografica mostrou que a
maioria dos estudos experimentais exceto dois, demonstraram que a laserterapia promove a
recuperagdo da lesdo do nervo no pos-traumatico e pds-cirirgico. Embora iniimeras técnicas
microcirurgicas existam para o reparo do nervo periférico, ¢ necessario buscar técnicas mais
efetivas de reabilitacdo poOs-operatoria, para aumentar o grau de recuperagdo funcional apds
cirurgia (LUNDBORG, 2002). Recentes estudos experimentais mostraram que a laserterapia ¢
efetiva e influencia a regeneracdo nervosa periférica, ndo apenas nos casos de axoniotmese, mas
também nas lesdes mais severas de neurotmeses, as quais foram corrigidas por meios de técnicas
microcirargicas, tais como neurorrafias (SHAMIR et al., 2001) termino-terminal e termino-
lateral (GEUNA et al.,2003; GIGO-BENATO et al., 2004).

Além de confirmar a eficicia da laserterapia para promog¢ao da recuperagdo pos-traumatica
e pos-cirirgica, tentativas clinicas no futuro precisardo definir os protocolos mais indicados de
terapia para varias situagdes clinicas, em particular, a respeito das caracteristicas do aparelho a
laser, o local da irradiagdo, extensdo do tratamento. Levando-se em conta que os tratamentos

com protocolos inadequados de estimulagdo poderdo além de ser ineficientes poderdo exercer

também, um efeito supressivo na regeneracao nervosa (CHEN et al., 2005).
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PARTE II

ARTIGO : 2

ACAO DA LASERTERAPIA NA RECUPERACAO INICIAL DO NERVO

CIATICO DO RATO APOS LESAO POR ESMAGAMENTO
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RESUMO:
O uso da laserterapia apresenta bons resultados na melhora da regeneracdo nervosa pos-
traumatica. O objetivo desse estudo foi investigar as mudangas iniciais induzida pela aplicacao
do laser de baixa intensidade apos lesdo por esmagamento no nervo cidtico do rato. Os nervos
cidticos dos direitos dos ratos foram irradiados transcutaneamente com laser de GaAlAs
(830nm), continuo, com poténcia de 60 mW e fluéneia de 40 J.cm?, com tempo de irradiagdo de
19 segundos, por cinco dias consecutivos, além do primeiro dia do pds-operatério, também a
partir da segunda semana do pds-operatorio e sacrificados no 14° dia ap6s lesdo. A recuperagao
da fun¢do motora foi avaliada por meio da analise da marcha em pista (Walking Track Analysis)
e calculada pelo Indice Funcional do Ciatico (SFI). A 4rea de seccdo transversa das fibras do
musculo tibial anterior foi avaliada para verificar o grau da atrofia muscular. A recuperagao do
nervo ciatico foi analisada por meio de microscopio de luz e confocal, apds reacdo
imunoistoquimica nos cortes de tecidos nervosos com anti-neurofilamento-200Kd e anti- S100.
Os resultados mostraram que nao houve diferenga estatisticamente significante (p<0,05) entre os
animais tratados e o controle simulado (sham) em todos pardmetros investigados para analisar a
recuperagdo do nervo ciatico, tanto morfologicos quanto funcionais, bem como sobre a atrofia
muscular, sugerindo que a laserterapia ndo foi eficaz na fase inicial da recuperagdo da lesdo
nervosa. Investigacdes anteriores comparativas sobre mudangas iniciais na recuperagiao nervosa
ndo conseguiram evidéncias suficientes nas lesdes por esmagamento do nervo. Entretanto, ¢
possivel que a auséncia dos efeitos positivos da laserterapia na regeneragao nervosa seja devido
tanto a inadequag¢do da escolha do laser e do protocolo de irradiacdo, quanto ao modelo
empregado de lesdo.

Palavras chaves: Laserterapia, Regeneracdo Nervosa Periférica, Nervo Ciatico, ndice
Funcional do Ciatico, Lesdo por Esmagamento, Anélise da Marcha em Pista, Walking Track

Analysis.
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2.2.1. INTRODUCAO

As lesdes do nervo periférico sdo comuns nas ocorréncias clinicas (EVANS, 2000). O
sistema nervoso periférico possui habilidade de regeneracio (LUNDBORG, 2005); apesar de
haver essa capacidade, o grau de recuperagdo funcional ¢ geralmente parcial (SAMII et. al.,
1987, LUNDBORG, 2002). Conseqlientemente a recuperacdo funcional ¢ freqiientemente
insatisfatoria, e muitas vezes € necessario encontrar instrumentos efetivos para estimular a
regeneragao nervosa periférica pos-traumatica (LUNDBORG, 2002).

Varios recursos foram experimentalmente testados com objetivo de melhorar a regeneragao
nervosa pos-traumatica, tais como: drogas (GOLD et al., 2004), hormo6nios (GUDEMEZ et al.,
2002, ROGERIO et al.,2005), exercicios (SARIKCIOGLU & OGUZ, 2001) e agentes fisicos
(LAZAR et al., 2001). Dentre esse ultimo grupo (dos agentes fisicos) a estimulagdo a laser de
baixa intensidade na regeneragdo do nervo periférico, recebeu uma crescente atengdo por volta
de 20 anos atras (ROCHKIND & OUAKNINE,1992; ANDERS et al., 2004).

Numa recente revisdo critica da literatura, mostrou-se que mais de 80 % dos estudos
experimentais conduzidos até hoje sobre o uso da laserterapia para a promogdo da regeneracao
nervosa periférica levaram a uma positiva recuperacdo nervosa pods-lesdo e poOs-operatoria
(GIGO-BENATO et al., 2005). Deste modo, esse instrumento fisioterapéutico promissor pode
ser clinicamente indicado para pacientes que sofreram lesdo nervosa periférica.

Baseado nos resultados promissores obtidos até o presente momento, o objetivo desse
estudo foi investigar os efeitos da laserterapia durante estagios iniciais da regeneragdo nervosa
periférica. Neste estudo foi utilizado o modelo experimental para a produgdo da lesdo por
esmagamento (crush) com uma pinga especial, que foi recentemente padronizada (BEER,
STEURER & MEYER,2001; VAREJAO et al., 2004) para o uso no nervo ciatico do rato. Este
modelo experimental foi caracterizado pela recuperagdo funcional detectavel no inicio, ja na

segunda semana apds a lesdo, por meio do teste de caminhada em pista (walking track analysis)
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e do calculo obtido pelo indice funcional do ciatico, sendo este modelo de andlise adequado para

investigacao de tempos inicias da recuperagao.
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2.2.2. MATERIAIS E METODOS

Ratos albinos (Rattus norvegicus) do tipo Wistar foram utilizados nesse estudo. Uma boa
pratica laboratorial animal foi observada de acordo com os padrdes internacionais € nacionais
para experimentagdo animal e aprovados pelo comité de ética e de cuidados animais da
Universidade Federal de Sao Carlos. Os animais foram anestesiados com inje¢ao intraperitoneal
com solugdo contendo Ketamina (95 mg/kg) e Xilasina (12 mg/Kg). A pele foi tricotomizada e
foi realizada a assepsia com solugdo de iodo 10% (povidine). Uma incisdo de 2 cm foi feita na
pele sobre a por¢ao média da coxa, até a exposi¢ao do nervo ciatico direito. Para pingar o nervo
foi utilizado uma pinga nao serrilhada, com for¢a padronizada de 54 N (BEER, STEURER &
MEYER, 2001) pressionada por 30 segundos, para criar uma lesdo de 3 milimetros de extensao.
Essa lesdo foi feita 10 mm acima da bifurca¢do do nervo ciatico direito a fim de obter uma boa
reprodugio da lesdo de axoniotmese (VAREJAO et. al, 2004). O didmetro inicial normal do
nervo ciatico ¢ de 1 mm, durante o achatamento do nervo o didmetro passou para 2mm,
resultando uma pressao de 9 mPa. Os nervos ficaram hidratados em solugao estéril 37° C de soro
fisiolégico ao longo da intervengdo cirurgica. Apos a cirurgia os animais foram colocados
isoladamente em gaiolas e alimentados com comida e agua ad [libitum. Por quatro dias foi
adicionado a dgua o Paracetamol (13,5 mg/100 ml) para a redugdo da dor.

Os animais foram divididos em 4 grupos (n= 9): Grupo 1 (G1) : normal (ndo operado),
Grupo 2 (G2): 1° semana de laserterapia (recebeu 5 dias laserterapia iniciado a partir do 1° dia do
pos-esmagamento ¢ 5 dias de estimulacdo simulada com aparelho desligado a partir do 7° dia do
pos-esmagamento), Grupo 3 (G3): 2° semana de laserterapia (recebeu 5 dias de laserterapia
simulada iniciada no 1° dia do p6s-emagamento e 5 sessdes de laserterapia a partir do 7° dia do
pos-esmagamento), Grupo 4 (G4): Placebo (sham) controle (recebeu somente 10 estimulagdes

simuladas durante a 1° ¢ 2° semana).
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Para o tratamento foi aplicado o laser Arseneto de Galio-Aluminio (AsGaAl), modo
continuo, comprimento de onda de 830nm, poténcia de 60 mW, irradiados por 19 segundos, area
do feixe 0,0275 cm?, densidade de energia por ponto 40 J/cm?. Apds tricotomia, a irradiacao foi
aplicada transcutaneamente em trés pontos de 1 cm de distancia entre eles, no local da cirurgia
(reconhecivel pela presenca da cicatriz da cirurgia) acompanhando o trajeto do nervo ciatico. A
aplicacdo nos ratos foi realizada com um manuseio suave dos animais. A laserterapia ndo produz
qualquer sensacao de desconforto e nem estresse aos animais.

A avaliagdo da recuperagdo nervosa foi calculada pelo indice funcional do ciatico (SFI) que
foi descrito por Bain, Mackinnon & Hunter (1989). Os animais foram treinados a caminhar em
um corredor que mede 42 cm de comprimento e 8.2 cm de largura e com uma caixa escura ao
fundo do corredor. Um papel branco foi colocado cobrindo o assoalho do corredor para que o
rato pudesse caminhar sobre ele. As patas posteriores dos ratos foram pressionadas sobre uma
plataforma lisa encharcada de tinta de impressdo digital, assim as impressdes destas patas
traseiras puderam ser marcadas no papel quando o rato realizava a travessia ao longo do
corredor.

Trés medidas foram obtidas a partir das impressdes destas patas (1) PL= impressao do
comprimento, ou seja, a distdncia do 3° dedo ao calcaneo; (2) TS = afastamento dos dedos, ou
seja: a distdncia do 1° ao 5° dedo; (3) ITS = afastamento intermediario dos dedos, ou seja,
distancia do 2° ao 4° dedo. Apoés todas as medidas serem feitas tanto na pata experimental (E)
quanto na normal (N) o indice funcional do ciatico foi calculado de acordo com a equacao

proposta por Bain, Mackinnon & Hunter (1989) :

SFI =-38.3

[—EPL_NPLJ+109.5

ETS — NTS 1133 EITS — NITS g3
NITS
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Apo6s 14 dias os animais foram submetidos a eutandsia e tanto o nervo ciatico quanto o
musculo tibial anterior direito foram cuidadosamente dissecados, evitando lesOes mecanicas.
Para obter uma primeira indicacdo sobre as variagdes tréficas do musculo, os mesmos foram
imediatamente pesados ainda timidos com uma balanga de precisdo (Denner Instruments,
Denver, CO, USA).

Os musculos tibiais anteriores foram congelados em isopentano previamente resfriado em
nitrogénio liquido. As amostras de musculo dissecadas foram armazenadas em tubos plasticos e
estocadas no freezer a —80°C. Foram feitos cortes histoldgicos seriados (10um) no 1/3 médio do
ventre do musculo transversalmente ao eixo principal de suas fibras no criostato (Micron HM
505 E, Walldorf, Alemanha). Os cortes foram corados com Azul de Toluidina para a analise
morfolégica e foram analisados em microscopio de luz (Axioplan 2, Carl Zeiss, Jena,
Alemanha). Para a morfometria da fibra muscular, 200 fibras foram aleatoriamente selecionadas
e mensuradas em um corte transversal no 1/3 médio do ventre do m. tibial anterior (TA). Um
procedimento as cegas foi usado para a defini¢do do local a ser analisado.

O nervo ciatico foi fixado em formol a 10% por 3 horas e lavado em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS). As amostras foram desidratadas, incluidas em parafina de tal
forma a ficar perpendicular ao eixo principal do nervo. Apo6s a inclusdo, foram cortados em 7
um. Para andlise de microscopia de luz, os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina e
Papanicolau, e apds, foram observados ao microscopio Leica (DM 400) equipado com uma
camera digital Leica (DFC 320).

Para analise imunoistoquimica ao microscopio confocal a laser, os cortes foram incubados
por uma noite em solucdo contendo anticorpo anti-neurofilamento (a-NF)-200 KD (monoclonal
produzido em camundongo, com locus de reconhecimento para a subunidade de neurofilamento
200 KD do porco, na diluigdo 1:200, Sigma, St. Louis, MO, USA) e anticorpo anti-S100

(policlonal produzido em coelho, com 16cus de reconhecimento da unidade monomérica para S-
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100 calcio-englobando a proteina 21 KD bovina, dilui¢ao 1:800, Sigma, St Louis, MO, USA).
Apos lavagem em PBS, os cortes foram encubados por uma hora contendo dois diferentes
anticorpos secundario TRITC-conjugado IgG anti-coelho (dilui¢ao de 1:200, Dako, Milao, Italia)
e Alexa-Fluor-488-conjugado IgG anti-camundongo (diluicao 1:200, Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA). Os cortes foram mantados para (Dako) e andlise no microscopio confocal a laser.
As imagens obtidas no sistema confocal para imunofluorescéncia foram capturadas a 20x com
objetiva Plan-NEOFLUAR, com abertura numérica (NA) 0.50 e uma a 40x com objetiva Plan-
NEOFLUAR com (NA) 0.75. Um zoom eletrénico com uma magnitude de 1 a 8 foi empregado
para obter as ampliag¢des indicadas nas figuras. Para a visualizagdo fluorescente da Alexa-Fluor-
488 utilizamos uma excita¢do da linha do laser de Argonio (488 nm) e a emissdo passa através
de filtros passa-banda que deixa passar o comprimento de onda de 505nm a 530 nm. Para
visualizar o TRITC foi usado exitacdo pelo laser HeNe na sua linha de emissdo de 543 nm,
passando através de um filtro passa-alta que permite passar comprimentos de onda superiores a
560 nm no detector. As imagens criadas com BP 505-530 foram digitalmente coloridas em cinza.
As imagens que foram criadas com LP 560 com filtro digital foram coradas em branco. A
especificidade dos anticorpos foram confirmadas por meio da técnica de Western Blotting.

Todos os dados numéricos foram submetidos a analise estatistica feita pelo teste de analise
de variancia (RM-ANOVA) de medidas repetidas de uma via (one-way). Na presenca de
diferengas significativas, foi utilizado o teste post-hoc de Student-Neuman-Keuls (SNK) de
multiplas comparagdes pareadas para deteccdo das diferencas especificas. A significancia

estatistica foi estabelecida em p < 0,05.
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2.2.3. RESULTADOS

A massa corporal dos ratos no dia do sacrificio foi de: G1: 315433 g; G2: 296+25 g; G3:
299425 g; G4:302+23g. Na aplicagdo do teste RM-ANOVA ndo se encontrou diferencas
estatisticas entre todos os grupos.

A figura 2.1 mostra os resultados da avaliacao funcional e da recuperagdo pds-traumatica
do nervo ciatico, calculada por meio do indice funcional do ciatico. A analise estatistica
ANOVA mostrou somente diferenga estatistica referente ao indice funcional do ciatico entre as
pegadas normais (pré-cirurgia) e pré-eutanasia, sendo que a avaliagdo estatistica foi significante
(p<0,05) em todos os 3 grupos. Por outro lado, na comparagdo entre os grupos, ndo foi
encontrada diferenca estatistica (p>0,05) tanto na avaliagdo do normal quanto na pré-eutanasia.

A média das massas dos musculos tibiais anteriores foram de: Grupo 1=0,67+0,08g; Grupo
2= 0,35+0,04g; Grupo 3=0,41+0,06; Grupo 4=0,42+0,09g. O teste RM-ANOVA discriminou
todas as diferencas estatisticamente significantes (p<0,05). A multipla comparacao (post-hoc)
pelo teste SNK mostrou que a massa do musculo foi significantemente menor (p<0,05) em todos
os grupos desnervados, em comparagdo com os musculos tibiais anteriores normais. No entanto,
nao mostrou nenhuma diferenga estatistica entre os grupos dos musculos desnervados( p> 0,05).

A figura 2.2 mostra a histologia do musculo normal (A) e dos musculos desnervados (B, C,
D) que ilustram claramente a atrofia muscular que ocorre nos grupos experimentais.

A figura 2.3 mostra os resultados da avaliagdo morfométrica da area das fibras dos
musculos realizada sobre os cortes histologicos transversais. O teste RM-ANOVA mostrou
diferencas estatisticas (p< 0,05) entre os grupos. No teste post-hoc SNK se demonstrou que as
fibras musculares foram significativamente (p<0,05) menores em todos os grupos desnervados,
em comparagdo com os musculos normais. Ao contrdrio, nenhuma diferenga estatistica
significativa (p> 0,05) na média do didmetro das fibras nos grupos de musculos desnervados foi

observada.
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A andlise de microscopia de luz nos nervos normais e esmagados (figs. 2.4 e 2.5) mostrou
que a organizagao histologica nos nervos regenerados foi similar em todos os grupos referentes
aos axonios regenerados (fig 2.4 B-D) e também relacionado ao tecido conectivo (fig 2.5 B-D).

A figura 2.6 mostra a imagem dos cortes transversais dos nervos regenerados dos grupos
experimentais (fig. 2.6 B, C, D) e normal (fig 2.6 A) apdés imunomarcagdo com anti-
neurofilamento evidenciando o axdénio em verde e o anticorpo S-100 marcando a glia em
vermelho. Como esperado, as diferencas entre o normal e os grupos lesionados foram evidentes.
Por outro lado, em comparagdo entre os grupos dos nervos regenerados tratados e ndo tratados,

nao foram observadas diferencas entre eles, tanto nos seus axonios, quanto na glia.
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Figura 2.1. Resultados da avaliacdo do indice funcional do n.ciatico. A avaliagdo do célculo
do indice funcional do ciatico mostrou um déficit dos 3 grupos experimentais.Grupo 2: 1°
semana de laserterapia; Grupo 3: 2° semana de laserterapia; Grupo 4: ndo tratado-simulado.
Na pré-lesao a fungdo estava normal -20 para todos os grupos, na 1° semana apos lesdo o
valor desceu para -80 e ndo demonstraram diferengas estatisticas entre eles (p> 0,05). Até a
segunda semana os grupos tratados e o simulado continuaram proximos a -100. (*) Apresenta
diferenca estatistica.



52

Figura 2.2. Corte histologico apo6s a coloracdo do corte transversal do musculo tibial
anterior com azul de toluidina. A) Grupo 1: musculo normal; B) Grupo 2: 1° semana de
laserterapia; C) Grupo 3: 2° semana de laserterapia; D) Grupo 4: ndo tratado-simulado.
Escala da barra = 40 pm. Os grupos desnervados nao apresentaram diferenga de diametro
entre eles, mas todos os grupos lesionados foram diferentes em comparagdo com o grupo
normal.
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Figura 2.3. Média das areas das fibras musculares do musculo tibial anterior em corte
transversal. Grupo 1: musculo normal; Grupo 2: 1° semana de laserterapia; Grupo 3: 2° semana
de laserterapia; Grupo 4: nao tratado-simulado. Os grupos desnervados nao apresentaram
diferengas estatisticas (p> 0,05) de didmetro entre eles, mas todos os grupos desnervados
tiveram diferenca estatistica quando foram comparados com o grupo normal (p<0,05). (*)
Apresenta diferenca estatistica.
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Figura 2.4. Corte transveral do nervo ciatico corado com hematoxilina e eosina. A) Grupo
1: nervo normal; B) Grupo 2: 1° semana de laserterapia; C) Grupo 3: 2° semana de
laserterapia; D) Grupo 4: ndo tratado-simulado. Escala da barra = 50 pm. Os grupos
lesionados ndo apresentaram diferencas morfologicas de didmetro dos axonios e estrutura
entre eles, mas todos os grupos lesionados foram diferentes quando comparados ao grupo
normal.
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Figura 2.5. Corte transversal do nervo ciatico corado com Papanicolau. A) Grupo 1: nervo
normal; B) Grupo 2: 1° semana de laserterapia; C) Grupo 3: 2° semana de laserterapia; D)
Grupo 4: ndo tratado-simulado. Escala da barra = 50 pum. Os grupos lesionados nao
apresentaram diferencas morfologicas de diametro e estrutura entre eles, mas todos os grupos
lesionados foram diferentes em relagdo ao grupo normal.
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Figura 1.6. Imagem da microscopia confocal das fibras nervosas ap6s a imunoreagdo com
anticorpos anti neurofilamento — 200 KD (verde) e Anti-S 100 (vermelho). A) Grupo 1: nervo
normal; B) Grupo 2: 1° semana de laserterapia; C) Grupo 3: 2° semana de laserterapia; D) Grupo
4: ndo tratado-simulado. Escala da barra = 50 um. Os grupos lesionados ndo apresentaram
diferencas morfoldgicas estruturais entre eles, mas os grupos dos nervos lesionados tiveram
diferenca com o grupo normal.
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2.2.4. DISCUSSAO

Vérios estudos experimentais mostraram que a laserterapia exerce um efeito estimulante na
regeneragdo nervosa pos-traumdtica (GIGO-BENATO, GEUNA & ROCHKIND, 2005;
ANDERS et al., 2004). Os mecanismos pelos quais a laserterapia interage com estruturas
biologicas especialmente em tecido nervoso, até agora, nao sdo muito bem compreendidos
(GIGO-BENATO, GEUNA & ROCHKIND, 2005). Dentre as diferentes hipoteses sobre a agao
do laser na regeneracdo nervo, nosso ponto de vista é que a laserterapia seja capaz de acelerar a
regeneracdo das fibras nervosas durante as fazes iniciais de regeneragdo, comprovada por meio
de observagdes in vitro, as quais mostraram que a luz devidamente aplicada estimula tanto o
crescimento axonal (WOLLMAN et al., 1996; EHRLICHER et al., 2002) quanto a proliferacao
das células de Schwann (VAN BREUGEL & BAR, 1993). Para investigar essa hipotese, nos
utilizamos neste estudo os efeitos precoces da laserterapia na recuperacao do nervo ciatico apos
aplicac¢ao padronizada da lesdo por esmagamento do nervo ciatico do rato (BEER, STEURER &
MEYER, 2001; VAREJAO et al., 2004). Porém nossos resultados, falharam em detectar
diferengas em cada um dos parametros investigados, sugerindo que a bioestimulagdo pelo laser
ndo exerceu nenhum efeito sob a recuperacdo do nervo ciatico ao longo das 2 primeiras semanas
apos a lesdo.

Embora a irradiagdo pelo laser pareca ndo acelerar no periodo inicial da recuperagdo das
fibras nervosas, assim como modificar a perda da fungdo do nervo, ndo ¢ possivel excluir a idéia
que o laser exerca uma agdo neuro-protetora, principalmente durante estagios pds-traumaticos
iniciais, os quais seus beneficios s3o observados nos estagios tardios da regeneragdo. Para
demonstrar essa acdo neuroprotetora, um estudo no cérebro do rato mostrou que a laserterapia
regulou a expressao de agentes neuroprotetores do fator de crescimento transformador 1 (TGF-

B1) (LEUNG et al., 2002).
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Ao interpretar os resultados deste estudo, ¢ necessario levar em consideracdo diferentes
variaveis utilizadas que influenciaram na capacidade de regeneracao tecidual, por exemplo, no
caso do uso de um protocolo ineficiente para estimulagdo, relacionado em particular com o
comprimento de onda, densidade de energia e tempo de irradiagdo. Com relacdo ao comprimento
de onda, na maioria dos estudos conhecidos até hoje, foi utilizado comprimento de onda visivel
HeNe 632,8 nm (ROCHKIND et al., 1987, HAMILTON ,ROBINSON & RAY, 1992; ANDERS
et al., 1993). J4 em outras recentes evidéncias experimentais, foi demonstrado que a irradiacao
préxima ao infravermelho (SHAMIR et al., 2001; MILORO et al., 2002; GIGO-BENATO et al.;
2004) foi efetiva. A auséncia dos efeitos do laser na faixa do infravermelho (830 nm)
provavelmente possa ser imputavel a aplicagdo de um comprimento de onda nao eficiente.

Densidade de energia (dose ou fluéncia) ¢ um outro pardmetro que esta fortemente
envolvido com a efetividade da laserterapia. Ela é usualmente variavel entre 4 ¢ 10 J/cm? como
as mais efetivas para a promocdo de regeneragdo tecidual (TURNER & HODE, 2003).
Entretanto, para os nervos periféricos, assim como para o sistema nervoso central, até agora a
maioria dos estudos sugerem que as doses mais efetivas sdo as mais altas (ANDERS et al., 2004;
BYRNES et al., 2005; GIGO-BENATO et al., 2005) e para ir de acordo com tais indicagdes, no
presente estudo foi utilizado uma dose de 40 J/cm? Parece ser improvavel que a auséncia de
efeitos da irradiacdo esteja relacionado com uma dose inapropriada.

Finalmente o outro importante pardmetro que influenciou nos efeitos da laserterapia foi o
tempo de irradiacdo (TURNER & HODE, 2003). De fato, a mesma dose pode ser conseguida ao
se administrar uma poténcia de irradiagdo relativamente alta (centenas de mW) por um curto
periodo de tempo (segundos), ou uma poténcia menor por um periodo de tempo maior. Embora a
atencdo dos pesquisadores ainda ndo se focalizou sobre esse item, é esperado que a mesma dose
concentrada num breve periodo de tempo ou distribuida num periodo mais longo, possa interagir

diferentemente com o tecido alvo (TURNER & HODE, 2003). Com relagdo a irradiagao nos



59

nervos periféricos, a analise da literatura mostra que existe grande variagdao nos tempos de
tratamento, os quais variam de menos de um minuto (GIGO-BENATO et al., 2004) a4 90 minutos
(ANDERS et al., 1993). Neste estudo foi concentrado a dose total ao longo de um relativo curto
periodo de tempo (19 segundos), o qual representa um tempo menor em comparagao a estudos
prévios. Isto pode ser um dos motivos pelo qual esse protocolo ndo teve efeito positivo na
regeneragdo nervosa periférica. Pode ser que o aparelho e o tipo do protocolo de irradiacdo do
laser usado neste estudo possa ter sido inapropriado, pois ndo exerceu efeitos bioldgicos e
nenhuma alteragdo na massa corporea dos animais, discordando dos estudos anteriores que
mostraram que o laser exerce efeitos sist€émicos, incluindo aumento significante da massa
corporea dos animais (OLIVEIRA, PARIZOTTO & SALVINI, 1999). Essas consideracdes
sugerem que o tempo de aplicacdo seja um item que mereca mais aten¢cdo dos pesquisadores
futuramente.

Uma explicagdo alternativa para reforcar a razdo da auséncia de qualquer efeito
significativo da estimulagdo pelo laser sobre a recuperacdo nervosa nos estagios iniciais pos-
lesdo, pode estar relacionado ao uso do modelo experimental da lesdo de esmagamento do nervo
ciatico para a investigacdo comparativa de mudangas precoces na regeneracao nervosa apos a
irradiacdo. Na verdade, os resultados de diferentes estudos experimentais sobre regeneracao
nervosa devem ser comparados com cautela, devido as dificuldades de reproducdo padronizada
de uma lesdo por esmagamento do nervo (VAREJAO et al., 2004). Para evitar esse problema,
neste estudo foi utilizado um instrumento especifico para a indugdo reproduzivel da lesdo do
nervo ciatico do rato recentemente publicado (BEER, STEURER & MEYER, 2001) e
padronizado (VAREJAO et al, 2004). Entretanto, se at¢é mesmo com os resultados
reproduziveis, a regeneracdo nervosa apds a lesdo por esmagamento apresenta uma recuperagao
muito rapida sem qualquer tipo de tratamento, por exemplo, na quarta semana apos lesdo por

esmagamento ocorre cerca de 80% recuperagdo da fungdo sem nenhuma intervencao terapéutica
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(VAREJAO et al., 2004), isto pode ocultar o potencial de efetividade do protocolo de tratamento
proposto. Portanto, pode-se sugerir que o modelo de esmagamento do nervo ¢ um bom modelo
de investigacdo da regeneragdo nervosa para avaliar efeitos precoces inibitorios de qualquer
condig¢do clinica, mas nao ¢ o mais indicado para observar efeitos de tratamento de estimulacao.
Com o interesse de observar os efeitos iniciais da laserterapia apds a lesdo de axoniotmese no
presente estudo foi estudado apenas as duas primeiras semanas apos a lesao de esmagamento e
neste periodo, ndo foram encontradas diferengas morfoldgicas, nem funcionais entre os grupos
tratados e ndo tratado. Contudo, os efeitos da laserterapia nao podem ser totalmente descartados,
uma analise molecular seria importante para verificar alteragdes mais sensiveis e que
possivelmente ndo foram percebidas com as analises empregadas no presente estudo. Deste
modo, sugerimos que futuros estudos avaliem a resposta molecular dos tecidos envolvidos na
regeneracdo do nervo apos axoniotmese.

Paralelamente aos resultados do presente estudo, chamam a atengdo para a necessidade de
mais pesquisas sobre os efeitos da laserterapia na regeneragdo nervosa periférica objetivando
uma definicdo mais clara sobre a parametrizagdo e protocolos de irradiacdo do laser que sejam

mais efetivos na promogado da recuperagdo nervosa pds-traumatica.
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PARTE II

ARTIGO: 3

ELETROESTIMULACAO DIFICULTA A RECUPERACAO PRECOCE

DO NERVO CIATICO DO RATO APOS LESAO POR ESMAGAMENTO
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RESUMO:

A recuperagao neuromuscular apds lesdao nervosa periférica depende da regeneracao dos axonios
lesionados os quais restabelecem suas funcdes de conexdo com o musculo desnervado. No
modelo experimental de esmagamento do nervo ciatico do rato, a regeneragdo do axonio ¢ muito
rapida e a recuperagao funcional comeca a ser detectada através do teste de caminhada na pista
(walking track) logo apos a primeira semana pos-lesdo. Esse modelo experimental foi usado para
investigar os efeitos precoces da estimulagao elétrica na recuperacdo neuromuscular. No presente
estudo a eletroestimulacao foi “guiada” pelo eletrodiagnostico do musculo tibial anterior apds a
lesio no nervo cidtico do rato. Um total de cinco sessdes de eletroestimulacdo foram
administradas em dias alternados, iniciado no terceiro dia apds a lesdo até o final do experimento
(14 dias). A recuperacdo funcional foi determinada pela analise do teste de caminhada na pista
no 7° e 14° dia e o indice funcional do cidtico foi calculado. Os musculos tibiais anteriores foram
pesados e analisados morfometricamente. O nervo ciatico foi analisado no microscépio de luz e
confocal. Os resultados ndo mostraram diferencas estatisticas significativas na massa dos
musculos e didmetro das fibras musculares entre os animais tratados e nao tratados. Também, na
analise de microscopia de luz e confocal dos nervos regenerados relacionados com os musculos
eletroestimulados, ndo houve diferengas morfoldgicas. Por outro lado, os testes funcionais, cujos
resultados demonstraram uma recuperacdo funcional no 14° dia apo6s lesdo, foram
significativamente menores nos ratos eletroestimulados quando comparados aos animais nao
tratados. Os resultados do presente estudo sugerem que, diferente da estimulacdo elétrica direta
do nervo, a eletroestimulacdo muscular nas fases precoces apds o trauma devem ser usadas com
cuidado, uma vez que podera inibir a recuperagao neuromuscular funcional.

Palavras chaves: Eletroterapia, Regeneracgio Nervosa Periférica, Nervo Ciatico, Indice Funcional

do Ciatico, Lesdo por Esmagamento, Analise da Marcha em Pista, Walking Track Analysis.
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4.1. INTRODUCAO

As lesdes nervosas representam um alto custo para a sociedade (EVANS, 2001). Em varios
casos de lesdao do nervo ocorrem traumas e varia desde uma simples compressdao de fibras
nervosas a uma completa transecgdo (SUNDERLAND, 1978, 1991). Quando a continuidade da
fibra nervosa ¢ interrompida ocorre um dano no coto distal que ¢ classificada por uma série de
mudangas teciduais denominada degeneragdo walleriana (LUNDBORG, 2005). O coto proximal
do axonio ¢é capaz de regenerar ao longo do trato distal da lesdo, alcangando o alvo na periferia
(fibras musculares e receptores sensoriais) direcionando a recuperacdo da funcdo perdida
(LUNDBORG, 2005). Entretanto, o grau de recuperacao pode ser elevadamente variavel (SAMII
et al.,1997; LUNDBORG, 2002) e deste modo ¢ importante buscar protocolos fisioterapéuticos
efetivos pos-traumatico e pos- cirurgicos para melhorar o grau final da recuperacdo em
pacientes que sofreram uma lesdo nervosa periférica (EVANS, 2000; LUNDBORG, 2002). Uma
das técnicas terapéuticas com o propdsito de melhorar a recuperacdo pds-traumatica
neuromuscular ¢ a eletroestimulagdo, aplicada tanto no nervo (BRUSHART et al., 2002; 2005)
quanto no musculo desnervado (MARQUESTE et al., 2002; 2004). A respeito desses ultimos
estudos experimentais, eles contribuiriam até o presente momento, na produgdo de resultados
contraditdrios. Enquanto alguns autores mostram que a eletroestimulagdo no musculo aumenta a
regeneragdo nervosa (MCDEVITT, FORTNER & POMERANZ, 1987; KERNS &
LUCCHINETTI, 1992; CHENG & LIN, 2004; MARQUESTE et al., 2002, 2004), outros nao
encontraram diferencas na regeneracao entre os grupos tratados e nao tratados (MCGINNIS &
MURPHY, 1992).

Para aprofundar mais sobre esses resultados, o presente estudo teve o objetivo de investigar
os efeitos precoces sob aspectos funcionais e morfoloégicos das mudangas induzidas pela
eletroestimulacdo no musculo, guiado pelo eletrodiagnostico, apds a lesdo padronizada por

esmagamento no nervo ciatico do rato (VAREJAO et al., 2004). Esse tipo de lesdo é
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caracterizado pela recuperacdo funcional, detectavel pela analise funcional da marcha em pista ja
na segunda semana do pds-trauma e, deste modo, ¢ particularmente indicado para investigar a

recuperacao precoce do nervo.
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4.2. Materiais e Métodos

Ratos albinos (Rattus norvegicus) do tipo Wistar foram utilizados nesse estudo em niimero
de 18. Uma boa pratica laboratorial animal foi observada de acordo com os padroes
internacionais € nacionais para experimentacao animal e aprovados pelo comité de ética e de
cuidados animais da Universidade Federal de Sao Carlos. Os animais foram anestesiados com
injecdo intraperitonial com solu¢do contendo Ketamina (95 mg/kg) e Xilasina (12 mg/Kg). A
pele foi tricotomizada e foi realizada a assepsia com solu¢dao de iodo 10% (povidine). Uma
incisdo de 2 cm foi feita na pele sobre o terco médio da coxa, até a exposi¢ao do nervo ciatico
direito. Para pingar o nervo foi utilizado uma pinga nao serrilhada, com forca padronizada de 54
N (BEER, STEURER & MEYER, 2001) pressionada por 30 segundos, para criar uma lesdo de 3
milimetros de extensdo. Essa lesdo foi feita 10 mm acima da bifurca¢do do nervo ciatico direito a
fim de obter uma boa reprodugio da lesdo de axoniotmese (VAREJAO et al., 2004). O didmetro
inicial normal do nervo ciatico ¢ de 1 mm, durante o achatamento do nervo o didmetro passou
para 2mm, resultando uma pressao de 9 mPa. Os nervos ficaram hidratados em solugdo estéril
37° C de soro fisiologico ao longo da intervengdo cirargica. Apds a cirurgia os animais foram
colocados isoladamente em gaiolas e alimentados com comida e dgua ad libitum. Por quatro dias
foi adicionado a 4gua o Paracetamol (13,5 mg/100 ml) para a redugdo da dor.

O grupo tratado recebeu cinco sessdes de eletroestimulagdo por corrente faradica guiado
pelo eletrodiagndstico, administrado a cada dia do tratamento, iniciado no 3° dia pds-lesdo até o
ultimo dia do experimento (14). Sob anestesia, a pele da regido lombar e do tibial anterior foi
tricotomizada e limpa. Um eletrodo de 3 cm de diametro de forma arredondada foi colocado na
regido lombar e outro eletrodo foi colocado no musculo tibial anterior. Antes da
eletroestimulacdo, o eletrodiagnostico foi empregado para determinar a cronaxia de cada
musculo. A estimulacdo elétrica com corrente faradica foi empregada por meio de bases obtidas

de dados de acordo com a cronaxia: (a) quando a cronaxia era menor que 1 milisegundo (<Ims),
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foi usado uma corrente com duracao do pulso (T) por 1 ms e intervalo do pulso (R) de 20 ms; (b)
quando a cronaxia era maior que 1 ms (>1ms), foi utilizado uma corrente com T com o dobro do
valor da cronaxia ¢ R de 50 ms. Em ambos os protocolos de tratamento, 20 contragdes
musculares de 3 s de duracdo (separado por 6 s de repouso) foram aplicadas a cada musculo,
produzindo sempre uma dorsiflexao méaxima do tornozelo.

A avaliagdo da recuperagdo nervosa foi calculada pelo indice funcional do ciatico (SFI) que
foi descrito por Bain, Mackinnon & Hunter (1989). Os animais foram treinados a caminhar em
um corredor que mede 42 cm de comprimento e 8.2 cm de largura e com uma caixa escura ao
fundo do corredor. Um papel branco foi colocado cobrindo o assoalho do corredor para que o
rato pudesse caminhar sobre ele. As patas posteriores dos ratos foram pressionadas sobre uma
plataforma lisa encharcada de tinta de impressdo digital, assim as impressoes destas patas
traseiras puderam ser marcadas no papel quando o rato realizava a travessia ao longo do
corredor.

Trés medidas foram obtidas a partir das impressdes destas patas (1) PL= impressdao do
comprimento, ou seja, a distdncia do 3° dedo ao calcaneo; (2) TS = afastamento dos dedos, ou
seja: a distancia do 1° ao 5° dedo; (3) ITS = afastamento intermediario dos dedos, ou seja,
distancia do 2° ao 4° dedo. Apoés todas as medidas serem feitas tanto na pata experimental (E)
quanto na normal (N) o indice funcional do ciatico foi calculado de acordo com a equagdo

proposta por Bain, Mackinnon & Hunter. (1989):

SFI =-38.3

[—EPL_NPLJ+109.5

ETS — NTS 1133 EITS — NITS g3
NITS

Apds 14 dias os animais foram submetidos a eutandsia e tanto o nervo cidtico quanto o

musculo tibial anterior foram cuidadosamente dissecados, evitando lesdes mecanicas. Para obter
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uma primeira indicacao sobre as variagdes troficas do musculo, os mesmos foram imediatamente
pesados ainda imidos com uma balanca de precisdo (Denner Instruments, Denver, CO, USA).

Os musculos tibiais anteriores foram congelados em isopentano previamente resfriado em
nitrogénio liquido. As amostras de musculo dissecadas foram armazenadas em tubos plésticos e
estocados no freezer a —80°C. Foram feitos cortes histologicos seriados (10um) com o criostato
(Micron HM 505 E, Walldorf, Alemanha) no 1/3 médio do ventre do musculo tibial anterior
transversalmente ao eixo principal das fibras. Os cortes foram corados com Azul de Toluidina
para a analise morfologica e foram analisados em microscopio de luz (Axioplan 2, Carl Zeiss,
Jena, Alemanha). Para a morfometria da fibra muscular, 200 fibras foram aleatoriamente
selecionadas e mensuradas em um corte transversal no 1/3 médio do ventre do musculo tibial
anterior (TA). Um procedimento as cegas foi usado para a defini¢cao do local a ser analisado.

O nervo ciatico foi fixado em formol a 10% por 3 horas e lavado em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS). As amostras foram desidratadas, incluidas em parafina de tal
forma a ficar perpendicular ao eixo principal do nervo e apos a inclusdo, foram cortados em 7
um. Para analise de microscopia de luz, os cortes dos nervos foram corados com Hematoxilina-
Eosina e Papanicolau, para serem observados ao microscopio Leica (DM 400) equipado com
uma camera digital Leica (DFC 320).

Para andlise imunoistoquimica ao microscopio confocal a laser, os cortes ficaram em
encubagdo por uma noite em solu¢do contendo anti-neurofilamento (a-NF)-200 KD (anticorpo
monoclonal feito em camundongo, com locus de reconhecimento para a subunidade de
neurofilamento 200 KD do porco, na diluigdo 1:200, Sigma, St. Louis, MO, USA). Apos
lavagem em PBS, os cortes foram levados para encubagao por uma hora contendo um anticorpo
secundario: Alexa-Fluor-488-conjugado IgG (cabra, anti-camundongo, dilui¢do 1:200,
Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA). Os cortes foram montados e analisados ao

microscopio confocal a laser LSM 510 (Zeiss, Jena, Alemanha). As imagens obtidas no sistema
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confocal para imunofluorescéncia foram capturadas a 20x com objetiva Plan-NEOFLUAR com
abertura numérica (NA) 0.50 e uma a 40x com objetiva Plan-NEOFLUAR com (NA) 0.75. Um
zoom eletronico com uma magnitude de 1 a 8 foi empregado para obter as ampliagdes indicadas
nas figuras. Para a visualizacdo fluorescente da Alexa-Fluor-488 utilizamos uma excitacao da
linha do laser de Argdnio (488 nm) e uma emissdo que passa através de filtros passa-banda que
deixa passar o comprimento de onda de 505nm a 530 nm.

Todos os dados numéricos foram submetidos a analise estatistica feita pelo teste de analise
de variancia (RM-ANOVA) de medidas repetidas de uma via (one-way). Na presenca de
diferengas significativas, foi utilizado o teste post-hoc de Student-Neuman-Keuls (SNK) de
multiplas comparagdes pareadas para deteccdo das diferencas especificas. A significancia

estatistica foi estabelecida em p < 0.05.
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4.3. RESULTADOS

A figura 2.1 mostra a avaliacdo funcional da recuperacao do nervo cidtico apds trauma. A
analise estatistica mostra diferenga do indice funcional do ciatico entre pré-lesdo (marcha
normal) e ambos os grupos lesionados, sendo que houve diferenga estatistica significativa (p<
0.05) em ambos os grupos experimentais. A comparagdo estatistica entre os dois grupos
experimentais nao foi significativa (p> 0.05) entre a linha de base na avaliacdo pré-lesdo e
avaliagdo feita ao 7° dia apds o esmagamento (valores de indice funcional do cidtico em torno de
-90 indicam completa auséncia da fun¢do nervosa). Ao contrario, ndo houve uma diferenca
estatistica significativa (p<0.05) entre os animais tratados e nao tratados no 14° dia pds lesao,
enquanto os animais do grupo controle (ndo tratados) mostraram, como esperado, um inicio de
recuperagdo funcional medida pelo indice funcional do ciatico de -67.4 +16.5, o que foi
significativamente (p<0.05) diferente do 7° dia. Ainda os animais eletroestimulados
apresentaram uma média do indice funcional do ciatico de -88.9 £1.31, o qual ndo foi diferente
significativamente (p<0.05) do 7° dia, demonstrando deste modo, a persisténcia da debilidade da
funcdo do nervo ciatico no grupo eletroestimulado.

Na figura 2.2 pode-se comparar a morfologia microscopica dos musculos tibiais anteriores
normais (A), ndo tratados (B) e tratados (C). A atrofia nas fibras musculares foi evidente nos
dois grupos lesionados (B C).

Na figura 2.3 que tras as imagens de microscopia de luz (figuras 2.3 A, C, E) e confocal a
laser (figura 2.3 B, D, F) do nervo normal (figura 2.3 A, B), ndo tratado (C, D) e tratado (E, F).
Como era esperado, foi encontrada diferenca evidente entre os nervos normais e lesionados. Por
outro lado, a comparagao entre o grupo tratado e nao tratado ndo demonstrou nenhuma diferenca
tanto em ralacdo a organizacdo histologica do nervo (figura 2.3 C, E), quanto a morfologia dos
axonios regenerados, que foram marcados por meio do anti-meurofilamento 200 KD (figura 2.2

D, F).
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A Figura 2.4 mostra os resultados quantitativos da avaliacdo da massa muscular e a figura
2.5 mostra os resultados quantitativos (morfometria) por meio da avaliacdo do diametro das
fibras musculares cortadas transversalmente. A diferenca entre o grupo normal e os grupos
experimentais foi significante (p<0.05), confirmando a ocorréncia da atrofia muscular devido a
desnervagdo. Por outro lado, ndo houve uma diferenga estatisticamente significativa (p> 0.05)

entre 0s grupos tanto no momento pré como no momento de pos-lesdo.

0
-20 N
N
N

40 — 9 — Grupo Controle

60 -

N . .

\¥¢/ i Eletroestimulado
-100 -
-120
Pré-les&o (normal walking) 7°dia 14°dia

Figura 3.1. O indice funcional do cidtico mostrou um déficit dos grupos tratados
eletroestimulados e nado tratados quando comparados com a pré-lesdo. Na pré-lesdao a funcao
estava normal -20 para todos os grupos. Na 1° semana apds lesdo o valor do indice funcional do
ciatico de todos os grupos desceu para -80. Até a segunda semana o grupo tratado
eletroestimulado continuou proéximo 4 -100 enquanto que o ndo tratado ficou proéximo a -60.
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Figura 3.2. Avaliagdo morfoldgica apos a coloracdo do corte transversal do musculo tibial
anterior com Azul de Toluidina. A) Grupo 1: musculo normal; B) Grupo 3: ndo tratados pela
eletroestimulagdo; C) Grupo 2: musculo tratado com eletroestimulacdo. Escala da barra = 40
um. Os grupos desnervados tratado e ndo tratado ndo apresentaram diferenca de diametro entre
eles, mas ambos tiveram diferenca em rela¢do ao grupo normal.



Figura 3.3. Microscopia de Luz a esquerda (hematoxilina e eosina) e Confocal a direita
(Imunoreacao com anti-neurofilamento- 200 KD) imagens de nervos ciaticos normais (A-B), ndao
tratados com eletroestimulagdo (C-D) e tratados com eletroestimulacdo (E-F). Escala da barra =
20 pwm. Tanto os nervos tratados e ndo tratados nao demonstraram diferengas morfoldgicas e
estruturais entre eles, mas ambos foram diferentes quando comparados ao grupo normal.
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Figura 3.4. Média da massa dos musculos tibiais anteriores dos musculos normais,

ndo tratados com eletroestimulagdo ¢ tratados com eletroestimulagdo. Os nervos
tratados e ndo tratados ndo tiveram diferencas estatisticas significativas no massa dos
musculos entre si (p>0.05), porém ambos os grupos a massa do musculo deles foram
menores em comparacdo com a média da massa muscular dos normais (p<0.05). (*)
Apresenta diferenca estatistica.
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Figura 3.5. Média das éreas das fibras musculares num corte transversal dos
musculos tibiais anteriores normais, ndo tratados pela eletroestimulagdo e tratados
pela eletroestimulagdo. Entre os grupos tratados e ndo tratados ndo foi encontrado
diferengas estatisticas (p>0.05), porém ambos grupos desnervados foram menores
quando comparado a média do didmetro das fibras musculares normais (p<0.05). (*)
Apresenta diferenca estatistica.
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4.4. DISCUSSAO

O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos precoces da eletroestimulagdao dos
musculos sobre a recuperagcdo do nervo ciatico apos a lesdo padronizada por esmagamento. Os
resultados mostraram que a eletroestimulagcdo diminui a recuperagdo funcional do nervo ciatico
esmagado. Na verdade, enquanto a morfologia do musculo desnervado e as fibras nervosas
regeneradas foram similares nos animais tratados e ndo tratados, os sinais precoces da
recuperagdo funcional medida pelo indice funcional do cidtico foram ausentes nos animais
tratados.

Esses resultados contrastam com dados de estudos experimentais precedentes
(MCDEVITT, 1987; KERNS & LUCCHINETTI, 1992; MARQUESTE et al., 2002, 2004) os
quais demonstraram que a eletroestimulagdo melhora a regeneracdo nervosa. Entretanto,
devemos destacar que Kerns & Lucchinetti (1992) encontraram uma melhora significativa na
tensdo de contragdo dos nervos esmagados, somente quando a eletroestimulagdo era aplicada
durante o periodo intermedidrio (12-21 dias) e ndo foi encontrada diferengas tanto nos estagios
precoces, quanto nos mais tardios da recuperagdo. Essa observagdo sugere que a
eletroestimulacdo direta do musculo pode exercer efeitos estimulantes sobre a regeneracao
nervosa periférica em somente uma faixa de tempo especifica durante o processo de regeneragao,
nem mais tarde e nem mais cedo ela deve ser realizada. Os dados deste trabalho sugerem que se
a eletroestimulacdo do musculo for administrada muito cedo, isto €, imediatamente apds lesdao
nervosa, quando os axonios estdo ainda se regenerando ao longo do coto distal do nervo, em um
periodo que ainda ndo alcangaram o musculo, desta forma a eletroestimulagdo poderia exercer
um efeito inibitério sobre a recuperagdo da fun¢do neuromuscular.

Entretanto, a comparagdo entre os diferentes resultados de estudos experimentais utilizando
terapia por eletroestimulacdo, deve ser tratada com cautela por duas razdes. Primeira, o protocolo

de eletroestimulacdo pode variar relativamente quanto a sua forma de um estudo para outro, em
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relagdo a alguns parametros tal como a duragdo do pulso e do intervalo do pulso. Além
disso, a atividade elétrica de base do musculo podera influenciar o resultado da sessdo de
tratamento. Neste estudo, no sentido de se reduzir a interferéncia devido a variabilidade na linha
de base da atividade elétrica do musculo, o protocolo de estimulacdo elétrica foi baseado na
determinagdo prévia da cronaxia de cada musculo.

A segunda razao ¢ que os resultados dos diferentes estudos experimentais sobre
regeneragdo nervosa devem ser comparados com cautela, devido as dificuldades de reproducao
padronizada de uma lesdo por esmagamento do nervo (VAREJAO et al., 2004). Para evitar esse
problema, nesse estudo utilizamos um instrumento especifico para a inducdo reprodutivel da
lesdo do nervo ciatico do rato recentemente construido (BEER, STEURER & MEYER, 2001) e
padronizado (VAREJAO et al., 2004).

Concluindo, nossos dados sugerem que a efetividade da estimulagdo elétrica sobre a
recuperagdo nervosa pos-traumatica permanece uma questao aberta, se ndo for apropriadamente
utilizada em termos de parametrizacdo correta nos equipamentos e tempo de aplicacdo, esse tipo
de terapia fisica poderd ndo apenas ser ineficaz, mas podera até inibir o processo de reparagao.
Portanto, os estudos futuros deverdo definir exatamente as condi¢des de seus protocolos clinicos
e de tratamento, com os quais poderdo de fato produzir melhora na condi¢do clinica de pacientes

que sofreram um trauma de nervo periférico.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Este estudo teve como objetivo criar condi¢des para melhorar o progndstico de
recuperagao no pos-operatorio de lesdes nervosas periféricas, e para isso foram utilizados
agentes fisicos como o laser e a eletroestimulagdo, no sentido de contribuir para estipular
protocolos clinicos que sejam mais eficazes nestas lesoes.

A eficacia do laser de baixa intensidade pode ser constatada na metanalise, cujos
resultados mostraram que na maioria dos experimentos apresentados, foram positivos,
comprovando sua agdo terapéutica. Porém, ainda existem alguns experimentos que utilizaram a
laserterapia e indicaram um efeito nulo ou mesmo negativo sobre a regeneragdo nervosa,
podendo ser devido a variabilidade de técnicas de aplicagdes e de parametros de irradiagdo.

No primeiro estudo experimental, o protocolo proposto com laser de AsGaAl continuo
(830 nm) ndo apresentou diferengcas morfologicas e funcionais entre os grupos tratados e nao
tratados com o laser apos a lesdo por esmagamento do nervo ciatico do rato. Contudo, os efeitos
da laserterapia ndo podem ser totalmente descartados, uma analise molecular seria importante
para verificar alteragdes mais sensiveis e que possivelmente ndo foram percebidas com as
analises empregadas neste estudo.

A eletroestimulagdo baseada no eletrodiagnostico aplicada diretamente no musculo tibial
anterior, por sua vez, além de ndo influenicar a morfologia dos nervos e a morfometria dos
musculos tibiais anteriores, trouxe um prejuizo funcional detectado pela analise do indice
funcional do ciatico. Os resultados sugerem que se a eletroestimulagdo no musculo for
administrada imediatamente apos lesdo nervosa, pode exercer um efeito inibitorio sobre a
recuperacdo da fun¢do neuromuscular.

Concluindo, os resultados dos dois estudos experimentais sugerem que a efetividade da
utilizagdo do laser e da eletroestimulagdo na regeneracdo nervosa periférica, requer mais estudos

e se ndo for apropriadamente definida a parametrizagcdo dos equipamentos, protocolos, tempos de
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aplicacgdo, inicio do tratamento, eles poderdo ndo so ser ineficazes, mas também, poderao inibir o

processo de recuperacao da fungao neuromuscular.
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Lack of Lasertherapy Effects on Early Rat Sciatic Nerve Recovery

after Crush Injury

Abstract - Lasertherapy has been used with good results to enhance posttraumatic nerve
regeneration. This study was aimed at investigating the early changes induced by low-level laser
biostimulation after application of a standardized crush lesion in the rat sciatic nerve
experimental model. Rats were irradiated transcutaneously at the lesion site for 5 consecutive
days over either the 1% or 2™ post-injury week and then sacrificed fourteen days after injury.
Assessment of nerve function recovery was made by walking track analysis and calculation of
the sciatic functional index. Tibialis anterior muscle fiber morphometry was carried out to assess
the degree of muscle atrophy. Sciatic nerves were analysed by light and confocal microscopy
after anti-neurofilament-200kD and anti-S100 immunolabelling to assess nerve fiber
regeneration. Results showed no significant difference between laser-treated animals and sham
irradiated controls, for any of the functional and morphological parameters of sciatic nerve
recovery investigated suggesting that laser biostimulation does not exert its effects on nerve
recovery in early post-injury phases. However, the possibility that the failure to detect
lasertherapy effects on nerve regeneration is due to the inappropriateness either of the laser set
up and irradiation protocol employed in this study or of the sciatic nerve crush injury as an
experimental model for the comparative investigation of early changes in nerve recovery cannot

be ruled out.

Keywords: Low-power laser biostimulation - 830 nm — Nerve repair - Sciatic functional index —

Crush lesion -Rat
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Introduction

Peripheral nerve lesions are a common clinical occurrence (Evans, 2000). Although
unlike central nervous system axons peripheral nerve axons can regenerate (Lundborg, 2005),
the degree of regeneration is usually partial (Samii et al, 1987; Lundborg, 2002). Consequently,
functional recovery is very often unsatisfactory and thus there is a need for finding out effective
tools for stimulating posttraumatic regeneration of peripheral nerves (Lundborg, 2002).

Several tools aimed at improving posttraumatic nerve regeneration have been
experimentally tested so far, including drugs (Gold et al., 2004), hormones (Gudemez et al.,
2002), exercise (Sarikcioglu and Oguz, 2001), and physical agents (Lazar et al., 2001). Among
the latter group, the stimulation of peripheral nerve regeneration with lasertherapy has received
increasing attention over the last 20 years (Rochkind and Ouaknine, 1992; Anders et al., 2004).

A recent critical review of the literature (Gigo-Benato et al., 2005) showed that more than
80% of the experimental studies carried out so far on the use of lasertherapy for promoting
peripheral nerve repair led to a positive outcome on posttraumatic/postoperative nerve recovery,
thus pointing to this physiotherapy tool as a very promising clinical approach for patients who
suffered a nerve lesion.

Based on the very promising results obtained so far, the present study was aimed at
investigating the effects of lasertherapy during the early stages of peripheral nerve regeneration.
The study was carried out using an experimental model for producing a crush lesion that has
been recently standardized (Beer et al., 2001; Varejao et al, 2004) in the rat sciatic nerve model.
This experimental model is characterised by the begin of functional recovery, detectable by
walking track analysis and calculation of the sciatic functional index, already in the second

posttraumatic week, and it is thus particularly suitable for investigating early nerve recovery.
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Materials and Methods

Wistar adult (Rattus norvegicus) male rats were used in this study. Good laboratory
animal practice was observed according to the international standards for animal experimentation
and following approval by our local Institution’s Animal Care and Ethics Committee. The
animals were anaesthetised with an intraperitoneal injection of a premixed solution containing
ketamine (95 mg/kg) and xylazine (12 mg/kg). The skin was shaved and cleaned with 10%
povidone iodine. A 2-cm-long incision was made on the skin through a gluteal approach and the
left sciatic nerve was exposed. A non-serrated clamp, exerting a force of 54 N (Beer et al., 2001),
was used for a period of 30 seconds to create a 3-mm-long crush injury, 10 mm above the
bifurcation, in order to get a good reproducibility of the axonotmetic lesion (Varejao et al.,
2004). The starting diameter of the sciatic nerve was about 1 mm, during the crush the nerve
flattens to a new diameter of 2 mm, giving a final pressure of p = 9 MPa. The nerves were kept
moist with 37°C sterile saline solution throughout the surgical intervention. After surgery,
animals were housed in single cages and fed rat chow and water ad libitum. For the first four
days, acetaminophen (13,5 mg/100 ml) was added to water for pain reduction.

Animals were divided into four groups (n = 9). Group 1: normal (unoperated). Group 2:
1*-week lasertherapy (received a 5-day lasertherapy starting from day 1 post-crush and a 5-day
simulated lasertherapy , i.e. with the laser device switched off, starting from day 7 post-crush).
Group 3: 2"-week lasertherapy (received a 5-day simulated lasertherapy starting from day 7
post-crush and a 5-day lasertherapy starting from day 7 post-crush). Group 4: placebo (received
only simulated lasertherapy during both 1* and 2™ week).

Biostimulation was carried on using an GaAlAs laser (marca e produtor): continuous
radiation, wavelength 830 nm, power 60mW, 19 sec, spot area 0,00028 cm?, energy density at

the point of entry 40 J/cm®. The radiation was applied transcutaneoulsy at skin contact, after
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shaving the skin, on the site of surgery (recognizable for the presence of the surgical scar) at
three points. Applications were made while gently handling the rats. Laser biostimulation did not
produce any painful sensation and distress to the animals.

The assessment of nerve function recovery was carried out by calculating the sciatic
functional index (SFI) as described by Bain et al. (1989). Animals were tested in a confined
walkway measuring 42-cm-long and 8.2-cm-wide, with a dark shelter at the end. A white paper
was placed on the floor of the rat walking corridor. The hind paws of the rats were pressed down
onto a finger paint-soaked sponge plataforma lisa com tinta digital, and they were then allowed
to walk down the corridor leaving its hind footprints on the paper. Three measurements were
taken from the footprints: (1) the print length (PL), i.e. the distance from the heel to the third toe;
(2) the toe spread (TS), i.e. distance from the first to the fifth toe; and (3) the intermediary toe
spread (ITS), i.e. distance from the second to the fourth toe. All three measurements were taken
from the experimental (E) and normal (N) sides. The SFI was calculated according to the

following equation:

SFI =-38.3

(Mj_ﬂogj

ETS — NTS 133 EITS — NITS g8
NITS

Fourteen days after surgery, all animals were euthanased and the sciatic nerve and the
muscle tibialis anterior (TA) ware carefully dissected from the operated right side avoiding
mechanical injuries. To have a first indication on trophic variations, wet muscles were
immediately weighted with a 100a precision balance (Denver Instruments, Denver, CO, USA)

TA muscles were then frozen in isopentane, previously frozen in liquid nitrogen. Muscle
samples were then placed in plastic tubes and stored in freezer at -80°C. Histological serial

cross-sections (10um), cut transversely to the muscle main axis, were obtained with a HM 505E
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cryostat (Microm, Walldorf, Germany) at a level corresponding to the middle belly of the
muscle. Sections were stained with Toluidine Blue for morphological evaluation. For muscle
fiber morphometry, the cross-sectional area of one hundred randomly selected fibers was
measured in the middle belly of each TA muscle, using a light microscope (Axioplan 2, Carl
Zeiss, Jena, Germany) equipped with a digital camera (marca e produtor) and the Axio Vision
software (Carl Zeiss, Jena, Germany). A blind procedure was used for measurements.

The sciatic nerves were fixed in 10 % formalin for 3 h and then washed in phosphate
buffer saline (PBS) until embedding. The specimens were dehydrated and embedded in paraffin
and cut at 7 um perpendicular to the main nerve axis. For light microscope analysis, sections
were stained with hematoxylin and eosin and Papanicolau stains and observed with a Leica
DM400 microscope equipped with a Leica DFC320 digital camera. For immunohistochemistry
and confocal laser microscopy, sections were incubated overnight in a solution containing the
anti-neurofilament-200kD (a-NF) (monoclonal, mouse, which recognizes the pig 200 kD subunit
of neurofilaments, dilution 1:200, Sigma, St. Louis, MO), and anti-S100 (polyclonal, rabbit,
which recognizes the bovine 21 kD monomeric units of S-100 calcium-binding protein, dilution
1:800, Sigma, St. Louis, MO). After washing in PBS, double immunolabelling was carried out
by incubating sections for lh in a solution containing two different secondary antibodies:
TRITC-conjugated anti-rabbit IgG (dilution 1:200, Dako, Milano, Italy) and a goat anti-mouse
IgG Alexa-Fluor-488-conjugated (dilution 1:200, Molecular Probes, Eugene, Oregon). The
sections were finally mounted with a Dako fluorescent mounting medium and analyzed by a
LSM 510 confocal laser microscopy system (Zeiss, Jena, Germany), which incorporates two
lasers (Argon and HeNe) and is equipped with an inverted Axiovert 100M microscope. Confocal
fluorescence images were taken using a 20x Plan-NEOFLUAR objective with a numerical
aperture (NA) of 0.50 and a 40x Plan-NEOFLUAR objective with a NA of 0.75. An electronic

zoom with a magnification ranging from 1 to 8 was employed to obtain the magnifications
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indicated in the figures. To visualize Alexa-Fluor-488 fluorescence, we used excitation from
488-nm Argon laser line and emission passing through a band-pass (BP) 505-530 filter which
passes wavelengths 505 nm to 530 nm to the detector. To visualize TRITC we used excitation
from 543-nm HeNe laser line and emission passing through a high-pass (LP) 560 filter which
passes wavelengths superior to 560 nm to the detector. Images created with the BP 505-530 filter
were digitally colored grey. Images created with the LP 560 filter were digitally colored white.
For specificity assessment (Saper and Sawchenko, 2003), the two antibodies were
checked by Western blotting, which showed a single band of staining, and secondary antibody
labelling with omission of the primary antibody which led to no immunopositivity. In addition,
we have also carried out a "morphology-based specificity test", consisting of the same
immunolabelling protocol to stain sections from normal peripheral nerve where the two proteins
are known to be present with a clear localization easily detectable from a morphological
viewpoint. This test supported the specificity of each reagent by demonstrating that it
specifically labels only the tissue elements where the immunogen is known to be present.
All numerical data were subjected to statistical analysis by means one-way repeated
measures analysis of variance (RM-ANOVA) test. When the presence of significant differences
was observed, post-hoc multiple pairwise comparisons were carried out using the Student-

Neuman-Keuls (SNK) test. Statistical significance was established as p < 0.05.
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Results

Body weight of rats at the time of sacrifice was 315 + 33 g for Group 1, 296 + 25 for
Group 2, 299 + 25 for Group 3, 302 + 23 for Group 4. The RM-ANOVA test discerned no
overall statistically significant differences between groups.

Figure 1 shows the results of the functional assessment of posttraumatic sciatic nerve
recovery by calculating the SFI. Statistical analysis by ANOVA test showed that, as expected,
the differences in the SFI between the baseline (normal walking) and pre-sacrifice assessments
were statistically significant (p<<0.05) for all the three groups. On the other hand, the comparison
between the groups disclosed no statistically significant (p>0.05) difference both in the baseline
and pre-sacrifice assessments.

The mean TA muscle weight at the time of sacrifice was 0.67 = 0.08 g for Group 1, 0.35 £
0.04 g for Group 2, 0.41 £ 0.06 for Group 3, 0.42 + 0.09 for Group 4. The RM-ANOVA test
discerned overall statistically significant differences (p<0.05). Post-hoc multiple comparisons by
the SNK test showed that muscle weight was significantly (p<0.05) smaller in all denervated
groups in comparison to normal TA muscles. On the contrary, post-hoc multiple pairwise SNK
test showed no significant (p<0.05) difference between the denervated groups.

Figure 2 shows the histology of normal (A) and denervated muscles (B,C,D) which clearly
illustrates muscle atrophy occurring in all experimental groups. Figure 3 shows the results of
morphometrical assessment of cross-sectional area of muscle fibers. The RM-ANOVA test
discerned overall statistically significant differences (p<0.05). Post-hoc multiple comparisons by
the multiple pairwise SNK test showed that muscle fibers were significantly (p<0.05) smaller in

all denervated groups in comparison to normal muscles. On the contrary, post-hoc multiple
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pairwise SNK test showed no significant (p<0.05) difference in mean fiber size between the
denervated groups.

Light microscope analysis of normal and regenerated nerves (fig. 4,5) showed that the
histological organization of the regenerated nerves was similar in all crush groups regarding both
regenerated axons (fig. 4B-D) and the nerve connective (fig. 5B-D).

Figure 6 shows confocal imaging of normal (fig. 6A) and regenerated nerves from the
three experimental groups (fig. 6B,C,D) after double immunolabelling with axonal (white) and a
glial (gray) markers. As expected, the differences between normal and regenerated nerves were
evident. On the other hand, the comparison between treated and untreated nerves disclosed no

difference regarding both the regenerated axons and the glial tubes.
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Figure 1. Functional deficit in the three experimental groups assessed by sciatic functional index
calculation. Group 2: 1% week lasertherapy; Group 3: 2™ week lasertherapy; Group 4: sham-
treated. At the pre-lesion state the function was absolutely normal in all groups. At the first
weeks after injury, the values around -20 have lowered to -80; in the second week, the treated
groups and sham-treated stayed close to -80.
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Figure 2. Histological appearance of tibialis anterior muscle after toluidine blue staining. A) Group
1: normal muscle; B) Group 2: 1 week lasertherapy; C) Group 3: 2™ week lasertherapy; D) Group
4: sham-treated. Scale bars = 40 um. The lasertherapy and sham-treated Groups did not have any
difference of size and sharp between them, but the three experimental groups were different from
the normal group.
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Figure 3. Mean cross-sectional area of tibialis anterior muscle fibers. Group 1: normal muscle;
Group 2: 1" week lasertherapy; Group 3: 2™ week lasertherapy; Group 4: sham-treated. The
three experimental groups did not show any statistically difference in their muscular weight, but
the muscular weights in three experimental groups were smaller when compared to the normal
group
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Figure 4. Nerve cross sections stained with hematoxylin and eosin. A) Group 1: normal nerve;
B) Group 2: 1 week lasertherapy; C) Group 3: 2™ week lasertherapy; D) Group 4: sham-treated.
Scale bars = 50 pm. The three experimental groups did not show any difference between them,
but they have showed a structural morphological difference when related to the normal group.
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Figure 5. Nerve cross sections stained with Papanicolau stain. A,E) A) Group 1: normal nerve;
B) Group 2: 1* week lasertherapy; C) Group 3: 2™ week lasertherapy; D) Group 4: sham-treated.
Scale bars = 50 um. The three experimental groups did not show any difference between them,
but they have showed a structural and morphological difference when related to the normal
group.
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Figure 6. Confocal imaging of regenerated nerve fibres after immunolabelling with anti-
neurofilament-200kD (white) and anti-S100 (grey) antibodies. A) Group 1: normal nerve; B)
Group 2: 1™ week lasertherapy; C) Group 3: 2™ week lasertherapy; D) Group 4: sham-treated.
Scale bars = 50 um. The three experimental groups did not show any difference between them,
but they have showed a structural and morphological difference when related to the normal

group.
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Discussion

Various experimental studies have shown that lasertherapy exerts a stimulatory effect on
posttraumatic nerve regeneration (for references see: Gigo-Benato et al., 2004,2005; Anders et
al., 2004). The mechanisms through which laser radiation interacts with biological structures,
especially the nervous tissue, are still poorly understood (Gigo-Benato et al., 2005). Among the
different hypotheses, the view that lasertherapy can accelerate nerve fiber regeneration during
early regeneration phases have been supported by in vitro observations which showed that light
directly stimulates both axon growth (Wollman et al., 1996; Ehrlicher et al., 2002) and Schwann
cell proliferation (Van Breugel and Bar 1993). To verify this hypothesis, in this study we
investigated the effects of lasertherapy on early sciatic nerve recovery after the application of a
standardized crush lesion in the rat sciatic nerve model (Beer et al., 2001; Varejao et al., 2004).
Results failed to detect differences for any of the parameters investigated suggesting that laser
biostimulation exerts no effect on sciatic nerve recovery over the first two weeks after a crush
lesion.

Whereas laser irradiation does not appear to accelerate early nerve fiber regeneration and
thus accelerate the recovery of the lost function, it cannot be excluded that light mainly exerts,
during early posttraumatic stages, a neuroprotective action which is suitable to give its results in
later regeneration stages. In this view, it should be noted that, in rat brain, low-power
lasertherapy has been shown to up-regulate the expression of the neuroprotective agent TGF-f1
(transforming growth factor-f1) (Leung et al., 2002).

The interpretation of our results should also take into consideration the possibility that we
have used a ineffective stimulation protocol concerning one or more of the different variables

that can influence the effectiveness of lasertherapy in tissue regeneration, in particular
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wavelength, energy density and time of irradiation. As regards wavelength, although most of the
studies carried out so far on crushed nerves used visible 632.8 nm wavelength HeNe device
(Rochkind et al., 1987; Hamilton et al., 1992; Anders et al., 1993), more recently experimental
evidence of the effectiveness of near infrared radiation on posttraumatic nerve regeneration has
been provided (Shamir et al., 2001; Miloro et al., 2002; Gigo-Benato et al., 2004). Since we used
a 830 near infrared wavelength in the present study, it does not seems suitable that the lack of
laser effects that we observed was imputable to the employment of an ineffective wavelength.
Energy density (dose or fluence) is another parameter that is thought to play a majhor role
in relation to the effectiveness of lasertherapy. It is usually thought a dose range from 4 to 10
J/em’ is the most effective for promoting tissue regeneration (Turner and Hode, 2003). However,
for peripheral nerves as well as for the central nervous system, most studies used so far
suggested that the effective dose range is higher (Anders e t al., 2004; Gigo-Benato et al., 2005;
Byrnes et al., 2005) and, in line with this indication, in this study we used a dose of 40 J/cm®. Is
seems thus improbable that the lack of effects that we observed was due to an inappropriate dose.
Finally, the other important parameter that can influence the effect of lasertherapy is the
time of irradiation (Turner and Hode, 2003). In fact, the same dose can be obtained by
administering either a relatively high power (hundreds of mW) for a brief lapse of time (seconds)
or a lower power for a longer irradiation time. Although the attention of researchers still did not
focus much on this issue, it is expectable that the same dose concentrated in a brief lapse of time
or diluted over a longer period can interact differently with the target tissue (Turner and Hode,
2003). As regards peripheral nerves, analysis of the literature shows that very variable treatment
times, have been used so far, ranging from less than one minute (Gigo-Benato et al., 2004) up to
90 minutes (Anders et al., 1993). In this study, we concentrated the total dose over a relatively
short lapse for time (19 sec) which represents the shortest in comparison to previous studies.

This might be the reason why we failed to obtain a positive effect on nerve regeneration. In
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support to the view that the laser set up and irradiation protocol used in this study was
inappropriate for exerting biological effects was the failure to observe any change in the animal
body weight, in disagreement with previous studies which shown that laser irradiation of rats
exerts systemic effects including a significant increase in the weight of animals (Oliveira et al.,
1999). These considerations suggest that the application time is definitely an issue that deserves
much more attention from researchers in the future.

An alternative explanation for giving reason to the failure to detect any significant effect
of laser biostimulation on nerve recovery in early post-injury phases can be related to the
inappropriateness of the sciatic nerve crush injury as an experimental model for the comparative
investigation of early changes in nerve regeneration. In fact, results from different experimental
studies on nerve regeneration should be compared with caution because of the difficulties in
reproducing a standardized nerve lesion (Varejdo et al., 2004). To avoid this problem, in this
study we have used a specific device for inducing a reproducible sciatic nerve crush injury that
has been recently realized (Beer et al., 2001) and standardized (Varejdo et al., 2004). However,
even if results were reproducible, the occurrence of very fast nerve regeneration after a crush
lesion in absence of any treatment might hide the potential effectiveness of a treatment protocol.
It can be thus suggested that the nerve crush model is a good model for investigating the early
inhibitory effects on nerve recovery of any treatment and or clinical condition but not the
stimulating effects.

Taken together the results of the present study, call attention to the need for more
research on the effects of lasertherapy on nerve regeneration aimed at defining more clearly the
laser set up and irradiation protocols that are effective for promoting posttraumatic nerve

recovery.
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Muscle Electrostimulation Impairs Early Rat Sciatic Nerve Funcional Recovery after Crush
Injury

Abstract

Neuromuscular recovery after peripheral nerve lesion depends on the regeneration of severed
axons which re-establish their functional connection with the denervated muscle. In the rat
sciatic nerve crush experimental model, axon regeneration is very fast and functional recovery
begin to be detectable by means of walking track analysis already after two weeks after injury.
Thus, this experimental model can be used to investigate the early effects of different types of
stimulating protocols on neuromuscular recovery. In the present study we carried out
electrostimulation guided by electrodiagnosis on the muscle tibialis anterior after sciatic nerve
crush injury in the rat. A total of five electrostimulation sessions were administered every other
day starting from day-3 postinjury until the end of the experiment (day-14). Functional recovery
was recorded by means of walking track analysis at day-7 and day-14 and the sciatic functional
index was calculated. Muscle tibialis anterioris were weighted and morphometry of muscle fibers
was carried out. Regenerated sciatic nerves were analysed by light and confocal microscopy.
Results showed no significant differences in muscle weight and muscle fiber cross-sectional size
between treated and untreated animals. Also light and cofocal microscope analysis of
regenerated nerves revealed no difference in relation to muscle electrostimulation. On the
contrary, walking track analysis showed that functional recovery at day-14 post-injury was
significantly lower in the electrostimulated rats in comparison to the untreated animals. Taken
together the results of the present study suggest that, unlike direct nerve electrostimulation,
muscle electrostimulation in early posttraumatic phases should be used with caution since it

might hinder neuromuscular functional recovery.
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INTRODUCTION

Nerve lesions are represent a high cost for the society (Evans, 2001). In many cases,
nerve lesions result from traumas that range from simple nerve fiber compression to complete
transection (Suderland, 1978). When nerve fiber continuity is interrupted, the distal stump
undegoes a particular series of tissue changes that is named Wallerian degeneration (Lundborg,
2005). The proximal axon stump can then regenerate along the nerve tract distal to the lesion and
reach the peripheral target (muscle fibers and sensory receptors) leading to the recovery of the
function lost (Lundborg, 2005). However, the degree of recovery can be highly variable (Samii
et al., 1997; Lundborg, 2002) and it is thus very important to seek effective posttraumatic
physiotherapeutic protocols to improve the final degree of functional recovery in patients that
suffered of a peripheral nerve lesion (Evans, 2000; Lundborg, 2002). One of the theraputic
approaches proposed to improve postraumatic neuromuscular recovery is the electrical
stimulation, applied either to the severed nerve (Brushart et al., 2002,2005) or to the denervated
muscles (Marqueste et al., 2002, 2004). As regards the latter approach, experimental studies
carried out so far have produced contradictory results. While some authors have shown that
muscle electrostimulation improves nerve regeneration (McDevitt et al.,, 1987; Kerns and
Lucchinetti, 1992; Marqueste et al., 2002,2004; Cheng and Lin, 2004), others found no
difference in the extent of regeneration between treated and untreated groups (McGinnis and
Murphy, 1992).

To further investigate this issue, the present study was aimed at investigating early
functional and morphological changes induced by muscle electrostimulation, guided by
electrodiagnosis, after the application of a standardized crush lesion in the rat sciatic nerve model
(Varejao et al., 2004). This type of lesion is characterised by the begin of functional recovery
detectable by walking track analysis already in the second posttraumatic week and thus is

particularly suitable for investigating early nerve recovery.
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MATERIAL AND METHODS

Twenty-seven Wistar adult male rats weighting were used in this study. Good laboratory
animal practice was observed according to the international standards for animal experimentation
and following approval by our local Institution’s Animal Care and Ethics Committee. Animals
were divided into three groups (n = 9). The first of which included normal (unoperated) rats,
while the other two groups (experimental) included rats that were subjected to a standardized
crush lesion.

For inducing the crush lesion, rats were anaesthetised with an intraperitoneal injection of
a premixed solution containing ketamine (95 mg/kg) plus xylazine (12 mg/kg). The skin was
shaved and cleaned with 10% povidone iodine. A 2-cm-long incision was made on the skin
through a gluteal approach and the left sciatic nerve was exposed. A non-serrated clamp,
exerting a force of 54 N (Beer et al., 2001), was used for a period of 30 seconds to create a 3-
mm-long crush injury, 10 mm above the bifurcation, in order to get a good reproducibility of the
axonotmetic lesion (Varejao et al., 2004). The starting diameter of the sciatic nerve was about 1
mm, during the crush the nerve flattens to a new diameter of 2 mm, giving a final pressure of
p=9 MPa. The nerves were kept moist with 37°C sterile saline solution throughout the surgical
intervention. After surgery, animals were housed in single cages and fed rat chow and water ad
libitum. For the first four days, acetaminophen was added to water for pain reduction.

Rats from one of the two crushed groups (group 3) received a total of five faradic current
electrostimulation sessions guided by electrodiagnosis administered every other day starting
from day-3 postinjury and until the end of the experiment. Under anaesthesia with, the skin of
the lumbar spine region and of the tibialis anterior muscle region was shaved and cleaned. A 5-

cm-diameter round electrode was placed on the lumbar region while a needle electrode was
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plsced on the tibialis anterior muscle. Before electrostimulation, electrodiagnosis was carried out
the chronaxie of each muscle was determined. Faradic current electrical stimulation was then
carried out on the basis of the obtained chronaxie value as follows: (a) when chronaxie was < 1
ms, a current with a pulse period (T) of 1 ms, pulse interval (R) of 20 ms was used; (b) when was
chronaxie > 1 ms, a current with a T double of the chronaxie value and a R of 50 ms was used. In
both treatment protocols, twenty 3s-long muscle contractions (separated by 6s) leading to
maximal dorsiflexion of the ankle were performed for each muscle.

The assessment of nerve function recovery was carried out by calculating the sciatic
functional index (SFI) as described by Bain et al. (1989). Animals were tested in a confined
walkway measuring 42-cm-long and 8.2-cm-wide, with a dark shelter at the end. A white paper
was placed on the floor of the rat walking corridor. The hind paws of the rats were pressed down
onto a finger paint-soaked sponge, and they were then allowed to walk down the corridor leaving
its hind footprints on the paper. Three measurements were taken from the footprints: (1) the print
length (PL), i.e. the distance from the heel to the third toe; (2) the toe spread (TS), i.e. distance
from the first to the fifth toe; and (3) the intermediary toe spread (ITS), i.e. distance from the
second to the fourth toe. All three measurements were taken from the experimental (E) and
normal (N) sides. The SFI was calculated according to the following equation:

SFI = _38_3(Mj + 109‘5[Mj + 13.3(Mj -88

NITS

Two weeks after surgery, all animals were euthanased and the sciatic nerve and the
muscle tibialis anterior (TA) ware carefully dissected from the operated right side avoiding
mechanical injuries. To have a first indication on trophic variations, wet muscles were

immediately weighted with a 100a precision balance (Denver Instruments, Denver, CO, USA)
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TA muscles were then frozen in isopentane, previously frozen in liquid nitrogen. Muscle
samples were then placed in plastic tubes and stored in freezer at -80°C. Histological serial
cross-sections (10um), cut transversely to the muscle main axis, were obtained with a HM 505E
cryostat (Microm, Walldorf, Germany) at a level corresponding to the middle belly of the
muscle. Sections were stained with toluidine blue for morphological evaluation. For muscle fiber
morphometry, the cross-sectional area of one hundred randomly selected fibers was measured in
the middle belly of each TA muscle, using a light microscope (Axioplan 2, Carl Zeiss, Jena,
Germany) equipped with a digital camera (marca e produtor) and the Axio Vision software (Carl
Zeiss, Jena, Germany). A blind procedure was used for measurements.

The sciatic nerves were fixed in 10 % formalin for 3 h and then washed in phosphate
buffer saline (PBS) until embedding. The specimens were dehydrated and embedded in paraffin
and cut at 7 um perpendicular to the main nerve axis. For light microscope analysis, sections
were stained with hematoxylin and eosin and Papanicolau stains and observed with a Leica
DM400 microscope equipped with a Leica DFC320 digital camera. For immunohistochemistry
and confocal laser microscopy, sections were incubated overnight with the anti-neurofilament-
200kD (monoclonal, mouse, which recognizes the pig 200 kD subunit of neurofilaments, dilution
1:200, Sigma, St. Louis, MO). After washing in PBS, immunolabelling was carried out by
incubating sections for lh with goat anti-mouse IgG Alexa-Fluor-488-conjugated (dilution
1:200, Molecular Probes, Eugene, Oregon). The sections were finally mounted with a Dako
fluorescent mounting medium and analyzed by a LSM 510 confocal laser microscopy system
(Zeiss, Jena, Germany), which incorporates two lasers (Argon and HeNe) and is equipped with
an inverted Axiovert 100M microscope. Confocal fluorescence images were taken using a 20x
Plan-NEOFLUAR objective with a numerical aperture (NA) of 0.50 and a 40x Plan-

NEOFLUAR objective with a NA of 0.75. An electronic zoom with a magnification ranging
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from 1 to 8 was employed to obtain the magnifications indicated in the figures. To visualize
Alexa-Fluor-488 fluorescence, we used excitation from 488-nm Argon laser line and emission
passing through a band-pass (BP) 505-530 filter which passes wavelengths 505 nm to 530 nm to
the detector.

All numerical data were subjected to statistical analysis by means of the one-way analysis
of variance (ANOVA) followed by post-hoc multiple pair wise comparisons carried out using the

Student-Newman-Keuls (SNK) tes. Statistical significance was established as p < 0.05.
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RESULTS

Figure 1 shows the results of the functional assessment of posttraumatic sciatic nerve
recovery. Statistical analysis showed that, as expected, the differences in the SFI between the
pre-lesion (normal walking) and both post-lesion assessments were statistically significant
(p<0.05) for both experimental groups. The statistical comparison between the two experimental
groups showed the presence of no significant (p>0.05) difference in the pre-lesion baseline
evaluation and in the assessment made at day-7 post-crush (SFI values around —90 indicate
complete absence of sciatic nerve function). On the contrary, there was a significant (p<0.05)
difference between treated and untreated animals at day-14 post-crush: while control animals
showed, as expected, the beginning of functional recovery, i.e. a mean SFI (-67.4+16.5)
significantly (p<0.05) different than day-7, electrostimulated animals still showed a mean SFI of
-88.9+13.1 which is not significantly (p<0.05) different from day-7, thus pointing to the
persistence of the complete impairment of the sciatic nerve function.

Figure 2 compares the microscopic appearance of tibialis anterior muscles in normal (A),
untreated (B) and treated (C) animals. Muscle fiber atrophy in both experimental groups was
evident.

Figure 3 shows light (fig. 3A,C,E) and confocal (fig. 2B,D,F) imaging of normal (fig. 3A-
B), untreated (C-D) and treated (E-F) animals. As expected, the differences between normal and
regenerated nerves were evident. On the other hand, the comparison between treated and
untreated nerves disclosed no major difference regarding both the histological organization (fig.
3C,E) of the nerve and the morphology of regenerating axons labelled by means of anti-
neurofilament-200kD (fig. 2D,F).

Figure 4 shows the results of the quantitative assessment of muscle weight and figure 5

shows the results of the quantitative assessment of mean cross-sectional fiber size. As expected,
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the difference between normal and experimental groups were significant (p<<0.05) confirming the
occurrence of a muscle atrophy due to denervation. On the other hand, no statistically significant

(p>0.05) difference was detected between groups both in the pre- and post-lesion time.

-20

-40 -

-80

-100
Pre-lesion (normal walking) day-7 day-14

Figure 1. Functional deficit in the treated and untreated groups assessed by sciatic functional
index calculation. At the lesion state the function was absolutely normal in all groups. At the first
week after injury the values around -20 have lowered to -80; in the second week, the treated

group stayed close to -80, while the untreated one, had reached around -60
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Figure 2. Histological cross-sections of tibialis anterior muscle fibers stained by toluidine blue.
A. normal muscle; B. untreated denervated muscle; C. denervated muscle submitted to electrical
stimulation. Scale bars = 40 um. The treated e untreated groups, did not have any difference of
sinze and shape between them, but both were different from the normal group.
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Figure 3. Light (hematoxylin and eosin) and confocal (anti-neurofilament-200kD
immunostaining) imaging of sciatic nerve from normal (A-B) and untreated (C-D) and treated (E-
F) animals. Scale bars = 20 um. The treated and the untreated nerves did not show any difference
between them, but they have showed a structural and morphological difference, when related to the
normal group.
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Figure 4. Mean weight of tibialis anterior muscles in normal muscle, untreated denervated
muscle, and denervated muscle submitted to electrical stimulation. The treated and untreated
muscle did not show any statistically differences (p>0.05) in their muscular weight, but the
muscular weight in both groups were smaller when compared to the normal group (p<0.05).
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Figure 5. Mean cross-sectional area of tibialis anterior muscle fibers in normal muscle, untreated
denervated muscle, and denervated muscle submitted to electrical stimulation. The treated and
untreated muscle did not show any statistically differences (p>0.05) in their area of muscle

fibers, but the muscular area in both groups were smaller when compared to the normal group
(p<0.05).
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DISCUSSION

The objective of this study was to investigate the early effects of muscle
electrostimulation on nerve recovery after a standardized crush injury. Results showed that
electrostimulation impaired functional recovery of crushed sciatic nerves. In fact, while the
morphology of denervated muscle and regenerated nerve fibers was similar in treated and
untreated animals, the early signs of functional recovery measured by the sciatic functional index
was absent in treated animal.

These results are in contrast with data of previous experimental studies (McDevitt et al.,
1987; Kerns and Lucchinetti, 1992; Marqueste et al., 2002,2004) which showed that
electrostimulation improved nerve regeneration. However, it should be pointed out that Kerns
and Lucchinetti (1992) found significant improvement in the twitch tension of crushed nerves
only when the electrical stimulation was applied during the middle period (days 12— 21) and no
differences were noted at either the early or later stages of recovery. These observation suggests
that direct muscle electrostimulation might exert a stimulatory effect on nerve regeneration only
in a specific window of time during the regeneration process and not earlier or later. Our data
suggest that if muscle electrostimulation is administered very early, i.e. immediately after nerve
lesion when axons are still regrowing along the distal nerve stump and have not reached the
muscle, it might even exert an inhibitory effect on functional neuromuscular recovery.

However, the comparison between results obtained from different experimental studies on
electrostimulation therapy should be dealt with caution for two reasons. First, electrostimulation
protocols can vary relevantly form one study to the other regarding some key parameters such as
pulse duration and pulse interval. Moreover, the baseline electrical activity of the muscle can

influence the outcome of the treatment session. In this study, in order to reduce the interference
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due to the variability in the baseline electrical activity of the muscle, electrical stimulation
protocol was based on the preliminary determination of each muscle chronaxie.

The second reason while results from different experimental studies dealing with nerve
regeneration should be compared with caution is the difficulty in reproducing a standardized
nerve lesion (Varejao et al., 2004). To cope with this problem, in the present study we have
employed a device for inducing a reproducible sciatic nerve crush injury has been recently
realized (Beer et al., 2001) and standardized (Varejao et al., 2004). Results of the present study
can thus can represent a comparative baseline for future studies from our and other laboratories
aimed at investigating the effects of electrostimulation (as well as of any other type of treatment)
on posttraumatic nerve regeneration.

In conclusion, our data suggest that the effectiveness of electrical stimulation on
posttraumatic nerve recovery remains open to question and, if not properly used in terms of the
set up of the device and time of application, this type of physical therapy not only can be
ineffective but can even inhibit the repair process. Therefore, future studies need to define
exactly the clinical conditions and treatment protocols that can, in fact, improve the clinical

outcome of patients that suffered for a peripheral nerve trauma.
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ABSTRACT: Posttraumatic nerve repair continues to be a major challenge
of restorative medicine. Although enormous progress has been made in
surgical techniques over the past three decades, functional recovery after a
severe lesion of a major nerve trunk is often incomplete and sometimes
unsatisfactory. It is thus particularly important to investigate clinical protocols
to enhance nerve regeneration after surgical nerve repair. The present
article reviews literature on one possible rehabilitation approach for enhanc-
ing nerve recovery, namely phototherapy. The number of experimental
studies that have reported on the promoting action of phototherapy on
peripheral nerve regeneration, together with the few known side effects
related to the use of this type of physical therapy, make it possible to suggest

that the time for broader clinical trials has come.
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Recovery after a severe peripheral nerve injury de-
pends on the regeneration of the transected fibers
into the nerve segment distal to the lesion.?? If nerve
continuity is lost, surgery is necessary to reestablish
continuity between the proximal and distal nerve
stumps, either by direct suture if no nerve loss oc-
curred,'® or by bridging the defect?83%36:57 or induc-
ing collateral sprouting from an adjacent nerve.>!
Even in cases of old peripheral nerve injury, partial
improvement is possible.*?

Although great advances in peripheral nerve sur-
gery have occurred in the last 25 years,*® no tech-
nique ensures total recovery and normalization of
nerve function following repair®* and, in general,
the clinical results following proximally located
nerve lesions have remained poor.>? Therefore, post-
traumatic nerve repair still represents a major chal-
lenge of restorative medicine, and the need exists to
find effective methods for enhancing nerve regener-
ation, especially after surgical nerve repair.!1%18:34
Among the various proposed methods for enhanc-
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ing nerve repair, phototherapy has received increas-
ing attention over the last two decades. Although a
pioneering report on the effects of laser photother-
apy on the regeneration of traumatically injured
peripheral nerves was published in the late 1970s,*!
it is only since the late 1980s that scientific interest
was kindled in this therapeutic approach for neural
rehabilitation, leading to the publication of a num-
ber of studies that have shown positive effects of
phototherapy on nerve regeneration.

The aim of the present article is to provide an
overview of the literature that has accumulated over
the last 15 years on the effects of phototherapy on
peripheral nerve repair. The aim is to call attention
to an issue that still requires much research to elu-
cidate the biological mechanisms through which
phototherapy exerts its effects on nerve tissue, and to
provide clinicians with the basis for planning clinical
trials on the use of phototherapy for enhancing
posttraumatic nerve regeneration in patients.

THERAPEUTIC USE OF LIGHT (PHOTOTHERAPY)

The term phototherapy refers to the use of light for
producing a therapeutic effect on living tissues. Al-
though any source of light can be used to obtain a
phototherapic effect, lasers represent the latest and
most advanced light sources®® and have become the
most accepted technology for phototherapy. To dis-
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tinguish between the use of laser devices for photo-
therapy and their use in surgery, where the collima-
tion of laser light leads to the emission of a narrow,
intense beam of light and is used for precise tissue
destruction (photothermal effect), the term “low-
power laser therapy” is commonly used and is syn-
onymous with phototherapy. In fact, light radiation
intensities are so low that the resulting biological
effects are ascribable to physical or chemical changes
associated with the interaction of cells and tissues
with the laser radiation, and not simply to a result of
heating.5® Although many scientists and clinicians
find it difficult to believe that light energy can pro-
mote and upgrade metabolic processes that result in
tissue repair,®!” many experimental and clinical
studies have reported the positive effects of photo-
therapy to promote the repair processes of various
tissues and organs such as bones,? cartilage,?® mus-
cles,? tendons,’ ligaments,'® and skin.! However,
negative reports also have been published, for in-
stance regarding the application of laser irradiation
on ulcer healing.3?

The conflicting results from the use of photother-
apy can be traced to several technical variables (in
particular, wavelength, dose, and type of radiation)
which, if not properly set, can undermine the eventual
success of the procedure. In addition, the “negative”
results of some studies that investigated light effects on
“normal” cells and tissues were clearly hindered by the
obvious consideration that phototherapy does not
make normal cells and tissues “more normal”! Studies
on the effects of phototherapy on the electrophysiol-
ogy of normal nerves is a classic example of this con-
fusion.»7:10.14,24.31.43,56.62.63.66 Considering the complex-
ity of this issue, this review of the literature will focus on
studies in which phototherapy was used on posttrau-
matic or postsurgical peripheral nerve regeneration in
order to determine whether the amount of data now
available allows us to conclude that phototherapy
should be considered as a truly promising therapeutic
strategy for improving nerve regeneration and, if so, to
delineate the most suitable protocols for its future
clinical use.

EFFECTS OF PHOTOTHERAPY ON PERIPHERAL
NERVE REPAIR

The first systematic studies on the effects of photo-
therapy on peripheral nerve regeneration were pub-
lished in the late 1980s and were based on the use of
the axonotmesis model.#3-46 These studies, per-
formed by assessing the effects of phototherapy on
the crushed rat sciatic nerve with respect to various
morphological, electrophysiological, and functional
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parameters of posttraumatic nerve recovery, led to
the conclusion that phototherapy is effective in pro-
moting nerve recovery.® The phototherapy was de-
livered to the crushed nerve either transcutaneously
or directly. The effects of this laser therapy were
measured both in the short-term, i.e., within min-
utes,*®19 and in the long-term, i.e., over days and
months,43-45:49

In the short-term model, direct irradiation of the
nerve was undertaken through the open wound.#6:49
The rat sciatic nerve was stimulated via special hook
electrodes directly attached to the nerve and the
compound nerve action potential was measured. A
variety of wavelengths were applied and 540 nm,
632.8 nm, and 780 nm were found to be most effec-
tive.

In the long-term model, the rat sciatic nerve was
stimulated with needle electrodes and the com-
pound muscle action potentials were recorded from
the corresponding gastrocnemius muscle. The au-
thors found that electrophysiological activity
dropped as expected in the nonirradiated nerves
following the crush injury, but the use of photother-
apy (wavelength 632.8 nm, energy density 10 J/cm?)
decreased this phenomenon after the crush and in
the long term.**4549 Furthermore, when photother-
apy was delivered to both the crushed nerve and the
corresponding segments of the spinal cord, the re-
covery time and quality of regeneration of the nerve
improved, compared to irradiation of the nerve
alone.”%53 Phototherapy enhanced axonal sprouting
in the crush-injured sciatic nerve,**45-19 thus acceler-
ating recovery. In addition, a beneficial effect of
phototherapy was found not only in the laser-treated
nerve, but in the corresponding segments of the
spinal cord as well,*® where laser treatment signifi-
cantly decreased the degenerative changes in neu-
rons and induced proliferation of both astrocytes
and oligodendrocytes. This suggests a higher metab-
olism in neurons and a better ability to produce
myelin under the influence of laser treatment.

Subsequent experimental studies using photo-
therapy after crush injuries were in agreement with
the above-reported series of experiments, demon-
strating that phototherapy promotes posttraumatic
nerve regeneration of the sciatic,?7.°* peroneal,?® and
facial nerves.® Khullar et al.,?” applying 820-nm in-
frared stimulation (48 J/ cm?) transcutaneously for
28 days, starting from the first postoperative day,
showed faster functional recovery in treated animals
than untreated controls, as measured by walking
track analysis. Very similar results were obtained in
a more recent study in which 650-nm continuous
laser radiation was applied transcutaneously to the
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crushed rat sciatic nerve for the first 5 postoperative
days only,> suggesting that phototherapy is most
effective when applied during the early posttrau-
matic period. A study by Hamilton et al.2® was per-
formed on rabbits (a species that, in comparison to
the rat, has a weaker nerve regeneration potential);
15 daily transcutaneous applications of 632.8-nm la-
ser radiation (3.52 ]/CmQ) on crushed peroneal
nerves, starting from the first postoperative day, led
to a significantly improved recovery than in un-
treated animals, as assessed by evoked motor poten-
tials. A study by Anders et al.? on the crushed facial
nerve represents the most complete comparison of
different wavelengths (361 nm, 457 nm, 514 nm,
632.8 nm, 1061 nm). The results were in agreement
with all other previously cited studies and showed
that transcutaneous phototherapy, carried out daily
over the first postoperative week, led to a significant
increase in the rate of regeneration of facial nerve
axons in comparison to untreated animals, as dem-
onstrated by the higher number of motor neurons
retrogradely labeled with horseradish peroxidase®
and an earlier return of choline acetyltransferase
immunoreactivity* in the facial motor nucleus. All
wavelengths used proved to exert a stimulatory effect
on posttraumatic nerve regeneration, but better re-
sults were obtained using 632.8-nm biostimulation.

Only one recent study® reported that photother-
apy had no effect on nerve recovery. Rats received a
bilateral sciatic nerve crush followed by 904-nm pho-
totherapy with different doses (0.31 J/cm? 2.48
J/ch, and 19 ]/cmg) and were then assessed by
means of electrophysiological and morphological
analyses, which revealed no significant intergroup
differences in any parameter. The results of this
study are, however, biased by a main element that
could account for the negative results obtained,
namely the use of the contralateral “untreated” side
as the control. In fact, since phototherapy also can
exert effects on nerve regeneration systemically,*”
the use of the contralateral side as a control is inap-
propriate in this context.

Four recent experimental studies have added im-
portant new information to the results obtained us-
ing the crush injury model by reporting on the use of
phototherapy on surgically repaired peripheral
nerves. In the first study,>® postoperative photother-
apy was shown to be effective for promoting nerve
regeneration in cases of complete nerve transection
followed by direct surgical repair. This “double-
blind” randomized study evaluated regeneration of
the rat transected sciatic nerve after end-to-end su-
turing and postoperative phototherapy. A 780-nm
laser wavelength was applied transcutaneously for 30
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min daily for 21 consecutive days to corresponding
segments of the spinal cord and to the injured sciatic
nerve. Positive somatosensory evoked responses were
found in 69% of the irradiated rats and in 18% of
the nonirradiated rats. Immunohistochemical stain-
ing in the laser-treated group showed more intensive
axonal growth and better quality of the regenerative
process due to an increased number of large- and
medium-diameter axons. These findings suggest that
phototherapy enhances the regenerative processes
of peripheral nerves after complete transection and
surgical anastomosis and can be used as a comple-
mentary treatment.

The second study®’ investigated the effects of
postoperative phototherapy on rabbit inferior alveo-
lar nerves repaired by means of tubulization with
Gore-Tex tubes. The results showed that photother-
apy can promote neural regeneration along a syn-
thetic tube used to bridge a nerve defect. Inferior
alveolar nerves were lesioned and repaired bilater-
ally while only one side received transcutaneous
820-830-nm phototherapy (29 J/cm?) for 4 consec-
utive days, starting from day 1 postoperatively, fol-
lowed by six additional phototherapy sessions once
per week. Results of the morphological investigation
of repaired nerves showed an increase in nerve fiber
density in the treated compared to the untreated
side.

In the third study,?!-?® prominent positive effects
on nerve regeneration also were found by adminis-
tering phototherapy on the rat median nerve re-
paired by termino-lateral (end-to-side) neuror-
rhaphy on the ulnar intact nerve. Operated animals
receiving phototherapy three times per week for 3
weeks, starting from day 1 postoperatively, were com-
pared to operated animals that received sham treat-
ment (i.e., application from a switched-off laser de-
vice). The lasers (808 nm and 905 nm) used for
transcutaneous biostimulation had an energy density
at the point of entry of 29 ]/ch and 40 ]/ch,
respectively. Results of this “double-blind” random-
ized study showed that phototherapy induced a sig-
nificantly faster myelination of the regenerated
nerve fibers and recovery of muscle mass, resulting
in a significantly faster improvement of function in
comparison to controls.

The use of the term “double-blind” for describ-
ing two of the three above-mentioned studies?3:53
deserves an explanation since this term is tradition-
ally used to refer to blindness of patient and inves-
tigator during clinical studies. In these experimental
studies, double-blinding referred to (1) the sur-
geons, who performed all surgical interventions
prior to the animals being randomly assigned to one
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of the experimental groups and (2) the evaluators,
who carried out all postoperative assessments on
animals and tissue samples identified by encrypted
code and not by animal group.

Most recently, in the fourth study, Chen et al.'®
reported the occurrence of a suppressive effect of
904-nm pulsed laser emission (energy density rang-
ing from 2.33 to 15.5 J/cm?®) on rat sciatic nerve
regeneration along silicone rubber tubes used to
bridge a 10-mm-long gap. The negative results of
this study are difficult to interpret since they were
obtained in an experimental model that differs from
all others in several aspects: (1) the use of silicone
rubber nerve guides (which could have interfered
with light); (2) the use of high-frequency (5-20 kHz)
pulsed radiation; (3) the start of phototherapy 1
week after surgery; and (4) the prolonged stimula-
tion (for 2 months). However, these results reveal
that if improper stimulation protocols are used, pho-
totherapy not only can be ineffective but also can
preclude nerve recovery.

HYPOTHESES ON THE POSSIBLE MECHANISMS OF
ACTION OF PHOTOTHERAPY ON THE NERVOUS
TISSUE

During the last decade, great advances have oc-
curred in understanding the cellular and molecular
interactions of phototherapy with biological struc-
tures. However, the mechanisms of action of photo-
therapy on living organisms are still far from com-
pletely elucidated.>® On the basis of results obtained
to date, especially from in vitro studies, a number of
theories have been advanced to explain the occur-
rence of phototherapy-related changes in biological
structures, such as an increase of ATP synthesis?® or
of cell proliferation.?? Any detailed discussion is be-
yond the scope of this article, so we refer only to
certain studies that, in our opinion, have provided
interesting information concerning the interactions
of phototherapy with nervous tissue, and especially
with peripheral nerves. The key observation, with
respect to peripheral nerve regeneration, has been
provided by the in vitro studies that showed that
phototherapy induced massive neurite sprouting
and outgrowth in cultured neuronal cells.5%%> It
could thus be tentatively accepted that phototherapy
directly stimulates terminal axonal sprouting in vivo
as well, when axons are transected, or collateral
sprouting in cases of a terminolateral suture.?® A
recent article®* provided a possible molecular expla-
nation by demonstrating an increase in growth-asso-
ciated protein-43 (GAP-43) immunoreactivity in
early stages of rat sciatic nerve regeneration after
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phototherapy. Another study®® showed that applica-
tion of phototherapy upregulates calcitonin gene-
related peptide (CGRP) mRNA expression in facial
motor nuclei after axotomy. By altering the intensity
or temporal pattern of injury-induced CGRP expres-
sion, phototherapy may thus optimize the rate of
regeneration, target innervation, and neuronal sur-
vival of axotomized neurons.>?

The possibility that phototherapy of lesioned pe-
ripheral nerves exerts its action by reducing the
degenerative changes in the corresponding spinal
cord neurons was suggested in a study on rat crushed
sciatic nerve, which showed that postoperative chro-
matolysis and neuronal atrophy are less extensive in
treated animals than controls.#® Another possible
mechanism of action of phototherapy on nervous
tissue is a neuroprotective action that might facilitate
the regenerative process of nerve fibers. In fact, it
has been shown that phototherapy suppresses nitric
oxide activity (a neurotoxic agent) and upregulates
the expression of transforming growth factor B1
(TGF-B1), a neuroprotective agent, after stroke in
rats.30

A particularly fascinating hypothesis is that pho-
totherapy can guide neuronal growth cones in vitro,
perhaps due to the interaction with cytoplasmic pro-
teins and, particularly, to the enhancement of actin
polymerization at the leading axon edge.!® Besides
the direct effect on growing axons, the experimental
demonstration that laser irradiation can stimulate
the proliferation of rat Schwann cells in vitro®
points to another possible mechanism through
which phototherapy can exert an effect on periph-
eral nerve regeneration. Considering that the pres-
ence of an adequate number of lively Schwann cells
is a key factor for the success of the nerve regener-
ation,?? the gliotrophic action of phototherapy could
represent a strong indication in favor of its use for
posttraumatic or postsurgical nerve repair.

On the basis of the above-reported literature
overview, it can be concluded that the effects of
phototherapy on peripheral nerves are likely to be
mediated by multiple mechanisms of action exerted
not only on axons. Future studies aimed at elucidat-
ing the biological effects of phototherapy on nerve
regeneration should be focused also on nonneuro-
nal elements of the nerve, such as Schwann cells,
perineurial cells, macrophages, and mast cells.

CLINICAL APPLICATION OF PHOTOTHERAPY

Although not all authors agree on the efficacy of
phototherapy, a general consensus exists concerning
the relative safety of this type of treatment for which
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side effects rarely occur!!-!25% and only a few contra-
indications395% have been established.

One of the most important clinical indications
for phototherapy is for the relief of pain. In fact, it is
only for this indication that biostimulation lasers
have been approved for marketing by the U.S. Food
and Drug Administration through the premarket
notification/510(k), and many studies have demon-
strated the efficacy of phototherapy in various pain
syndromes.>® Although the mechanisms through
which laser-induced analgesia is mediated are largely
unknown, the observation that the best results are
frequently obtained when peripheral nerves are ir-
radiated®! suggests that the analgesic action of pho-
totherapy are due, at least in part, to a direct effect
on nerve fiber function.

Besides its use for pain relief, the experimental
studies mentioned earlier show that a promising
field of application of phototherapy on peripheral
nerves is for accelerating and improving the post-
traumatic or postoperative regeneration process.
The first randomized, double-blind, placebo-con-
trolled trial carried out on the clinical use of 780-nm
laser phototherapy in patients suffering from long-
term, severe incomplete peripheral nerve injury led
to promising positive results. Eighteen patients were
randomly assigned placebo (nonactive light: dif-
fused LED lamp) or low-power laser irradiation
(wavelength 780 nm, power 250 mW). For 21 con-
secutive daily sessions, laser or placebo irradiation
was applied transcutaneously for 3 h to the injured
peripheral nerve area and for 2 h to the correspond-
ing segments of the spinal cord. Clinical and elec-
trophysiological assessments were done at baseline,
at the end of the 21 days of treatment, and 3 and 6
months thereafter. The results showed statistically
significant improvement in motor function in the
previously paralyzed limbs of the laser-irradiated
group (P = 0.0001) compared to the placebo group.
Electrophysiological analysis also showed statistically
significant improvement in recruitment of voluntary
muscle activity in the laser-irradiated group (P =
0.006), compared to placebo (Rochkind et al., in
preparation).

FUTURE STUDIES

To facilitate the overall evaluation of experimental
studies carried out on the effects of phototherapy on
peripheral nerve regeneration, Table 1 lists and sum-
marizes the main features of each study. Among the
11 listed studies performed in nine different labora-
tories worldwide, 7 were carried out on the crush
lesion model, whereas 4 were on more severe types
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of nerve lesions (i.e., complete transections) that
required surgical repair. Most of these experimental
studies revealed that phototherapy promotes nerve
recovery with respect to at least some of the assess-
ment parameters investigated, with the exception of
two studies.513

In assessing the wide agreement reached by most
experimental studies, the higher tendency for pub-
lishing positive rather than negative results in bio-
medicine, the so-called positive-findings publication
bias,%° should be considered; it can represent a bias
towards an overestimation of the positive effects of
phototherapy, as well as of any other therapeutic
strategy.

On the basis of this literature overview, certain
recommendations can be made concerning the
choice of a treatment protocol for those planning
future experimental studies and clinical trials of pho-
totherapy for enhancing posttraumatic nerve regen-
eration.

Type of Laser and Wavelength. Earlier studies used
HeNe (helium neon) lasers to produce a visible
wavelength (632.8 nm),326-4445 whereas more recent
studies have used semiconductor lasers to produce
near-infrared wavelengths (780-830 nm). Although
the only article that directly compared visible and
infrared wavelengths concluded that the visible
632.8-nm emission is more effective for stimulating
nerve regeneration than infrared 1061-nm emis-
sion,? the increase in use of infrared laser devices is
justified by their higher skin penetration.®® As signif-
icant positive effects in experimental studies were
obtained with both visible and near-infrared wave-
lengths, it seems that both laser types can be used to
promote posttraumatic nerve regeneration. The
worse results were obtained using longer wave-
lengths (> 904 nm), so their use should be discour-
aged.

Energy Densities and Emission Time. Analysis of the
published results showed that phototherapy at dif-
ferent levels of energy density (dose), from less than
IOJ/cm2 to more than 150J/cm2, can be effective in
influencing nerve repair. The same is true for treat-
ment times, which have ranged from less than 1 min
up to 90 min. Thus, these observations suggest that
light exerts a positive effect on regenerating nerves
within large ranges of both energy density and emis-
sion time.

Type of Light Emission. Light emission can be con-
tinuous or pulsed. Eight of the 11 studies reviewed in
Table 1 used continuous emission; the two that used
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Table 1. Summary of experimental studies of phototherapy effects on peripheral nerve regeneration.

Reference Type of nerve Wavelength Emission Treatment Results/
no. lesion/repair Preparation Laser type (nm) time protocol Outcome measure effects”
44 Crush injury Rat sciatic HeNe (continuous) 632.8 14 min Start on day 1 for Electrophysiological, Positive
nerve 20 consecutive morphological
days
45 Crush injury Rat sciatic HeNe (continuous) 632.8 7 min Start on day 1 for Electrophysiological, Positive
nerve 20 consecutive morphological
days
26 Crush injury Rabbit HeNe (continuous) 632.8 3 min Start on day 1 for Electrophysiological Positive
peroneal 15 consecutive
nerve days
3 Crush injury Rat facial HeNe (continuous) 632.8 90 min Start on day 1 for Morphological Positive
nerve 7-9
consecutive
days
27 Crush injury Rat sciatic GaAlAs 820 85s Start on day 1 for Functional, Positive
nerve 28 consecutive electrophysiological,
days morphological
54 Crush injury Rat sciatic Semiconductor 650 5 min Start on day 1 for Functional, Positive
nerve (continuous) 5 consecutive morphological
days
6 Crush injury Rat sciatic GaAs (pulsed) 904 15 min Start on day 1 for Electrophysiological, Null
nerve 7 consecutive morphological
days
53 Termino-terminal Rat sciatic GaAlAs 780 30 min Start on day 1 for Electrophysiological, Positive
neurorrhaphy nerve (continuous) 21 consecutive morphological
days
37 Tubulization repair ~ Rabbit GaAlAs 820-830 Ns Start on day 1 for Morphological Positive
(Gore-Tex) inferior (continuous) 4 consecutive
alveolar days, and then
nerve once a week for
6 weeks
23 Termino-lateral Rat InGa(AAs 808 39s Start on day 1 for Functional, Positive
neurorrhaphy median (continuousy); 3 weeks, 3 morphological
nerve days per week
InGaAs (pulsed) 905 72s
13 Tubulization repair Rat sciatic GaAs (pulsed) 904 2 min Start on week 2 Electrophysiological, Negative
(silicone rubber) nerve for 7 weeks, morphological
every other day

**Positive” means that phototherapy induced a statistically significant improvement of nerve repair, for at least one of the outcome parameters measured, in
comparison to untreated controls; “null” means no significant difference observed; “negative” means that nerve repair in treated animals was significantly worse

than controls, for at least one of the outcome parameters.

only pulsed emission reported either null® or nega-
tive results.!3 Finally, the study?? that used both types
of emission showed better results with the continu-
ous emission. Since, without exception, all the pub-
lished studies that used continuous emission have
led to positive results, this type of light emission
should be the first choice for the promotion of
peripheral nerve repair.

Treatment Protocol. With only one exception,!? all
studies have adopted a similar treatment protocol
based on the early use of phototherapy (on the first
postoperative day) followed by regular (usually
daily) treatments over a period ranging from 5 days
to 1 month. The only study in which the commence-
ment of treatment was delayed to the second post-
operative week led to negative results.!® Future stud-
ies should investigate more extensively the effects of
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delayed phototherapy on peripheral nerve regener-
ation, but the results of the available studies suggest
that future clinical trials should be based initially on
“immediate” posttraumatic or postoperative treat-
ment.

Type and Site of Application. In most studies, photo-
therapy was applied transcutaneously at the site cor-
responding superficially to the point of nerve lesion
or repair. Since this procedure has led to good out-
come results, transcutaneous application at the le-
sioned or repaired nerve site (which is a much less
invasive procedure than direct nerve irradiation)
should be the preferred choice of light application
for patients in future clinical trials.

In conclusion, the real effectiveness of photo-
therapy in physical therapy is still under de-
bate.11.12.5258 [n fact, in spite of the number of
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published studies, the many variables that could in-
fluence the outcome of phototherapy (especially re-
garding the type and set up of the instrument used),
make it difficult to compare results. A need still
clearly exists for more rigorous research, both basic
and clinical, to define the efficacy of phototherapy in
various clinical contexts.

As regards peripheral nerve repair, our review re-
vealed that all experimental studies but two%!3 showed
phototherapy to promote recovery from posttraumat-
ic/postoperative nerve injury.3#23.26.27.37.44.4553.54 - A]-
though several effective microsurgical techniques are
available for peripheral nerve repair, the need exists to
discover effective postoperative rehabilitation tech-
niques to increase the degree of functional recovery
after surgery.®* Recent experimental studies have
shown that phototherapy is effective in influencing
nerve regeneration, not only in cases of axonotmesis,
but also with the more severe neurotmesis lesions re-
paired by means of microsurgical techniques, such as
end-to-end neurorrhaphy®® and end-toside neuror-
rhaphy.21-23

Besides providing further confirmation of the
effectiveness of phototherapy for promoting post-
traumatic/postoperative nerve recovery, future clin-
ical trials need also to define the most suitable ther-
apeutic protocols for various clinical situations, in
particular with respect to the characteristics of laser
set up, site of irradiation, and length of treatment,
keeping in mind that inadequate stimulation proto-
cols may not only be ineffective but may also exert a
suppressive effect on nerve regeneration.!s

This work was supported by grants of the MIUR (Italian Ministry
of Education, University and Research).
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