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RESUMO | Os musculos esqueléticos podem ser afetados
por lesdes do sistema nervoso periférico, levando a
fraqueza e atrofia muscular. Na tentativa de recuperar a
funcionalidade dos musculos, existem varios recursos
terapéuticos utilizados, dentre os quais o laser de baixa
poténcia (LBP). Este estudo comparou o efeito do LBP
em dois comprimentos de onda (660 nm e 830 nm), em
caracteristicas morfoldgicas do tecido muscular apos
axonotmese de nervos isquidticos de ratos Wistar. Para
tanto, foram utilizados 32 ratos Wistar, divididos em
quatro grupos, sendo G1 (controle), G2 (leséo), G3 (lesao e
tratamento com LBP de 660 nm) e G4 (lesdo e tratamento
com LBP de 830 nm). Os animais de G2, G3 e G4 foram
submetidos a lesdo do nervo isquidtico e, trés dias apos
a lesdo, G3 e G4 realizaram tratamento com LBP de
660 nm e 830 nm, respectivamente. Apds o tratamento,
todos os animais foram eutanasiados e os musculos
soleos coletados para confeccdo das laminas histoldgicas,
visando a realizacao de anadlises morfoldgicas do tecido.
Constatou-se que os animais submetidos a lesdo sofreram
alteracdes morfoldgicas nafibra, resultando em sua atrofia.

Foi percebido também que o LBP com comprimento de
onda de 830 nm apresentou ligeiros sinais de recuperacao
das caracteristicas morfométricas analisadas.

Nervo Isquidtico/lesdes; Terapia a Laser;
Modalidades de Fisioterapia.

ABSTRACT | Skeletal muscles may be affected by peripheral
nervous system injuries, leading to muscle weakness and
atrophy. Several therapeutic resources may be used in the
attempt to recover the functionality of muscles, such as
low-level laser therapy (LLLT). This study compared the
effect of LLLT of two wavelengths (660 nm and 830 nm)
on morphological characteristics of muscle tissue after
axonotmesis of ischiatic nerves of Wistar rats. A total of
32 Wistar rats were divided into four groups: G1 (control),
G2 (injury), G3 (injury and treatment with 660 nm LLLT) and
G4 (injury and treatment with 830 nm LLLT). G2, G3,and G4
animals were submitted to sciatic nerve damage and, three
days after the injury, G3 and G4 were treated with LLLT of
660 nm and 830 nm, respectively. After the treatment, all
animals were euthanized, and the soles muscles were collected
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to perform morphological analyzes of the tissue using histological
slides. We verified that animals submitted to the lesion underwent
morphological changes in the fiber, resulting in their atrophy. We
also noticed that LLLT with a wavelength of 830 nm presented slight
signs of recovery of the morphometric characteristics analyzed.

Nervo Isquidtico/injuries; Laser Therapy; Physical Therapy
Modalities.

RESUMEN | Las lesiones en el sistema nervioso periférico pueden
afectar los musculos esqueléticos vy provocar debilidad y atrofia
muscular. Para recuperar la funcionalidad de los musculos, se utilizan
Varios recursos terapéuticos, entre los cuales el laser de baja potencia
(LBP). Este estudio comparo el efecto del LBP en dos longitudes de
onda (660 nmy 830 nm) sobre las caracteristicas morfoldgicas del
tejido muscular después de la axonotmesis de los nervios ciaticos

INTRODUCAO

Os nervos periféricos sio estruturas frequentemente
afetadas pelos mais variados tipos de lesdes traumaticas,
como compressoes e secgdes. Como consequéncia, ocorre
ainterrupgio da transmissio dos impulsos nervosos, o que
causa diminui¢io ou perda da sensibilidade e da fungéo
motora da drea inervada. Em razido de sua localizagio
e de sua extensdo, o nervo isquidtico é predisposto a
lesdes que afetam o tecido muscular relacionado ao seu
trajeto, com atrofia da fibra e alteragdes estruturais que
levam ao comprometimento das fun¢ées motoras do
membro inferior™?.

As medidas terapéuticas direcionadas ao tratamento
das les6es musculoesqueléticas visam a aliviar o quadro
dlgico e a reduzir o processo inflamatério. Para tanto, sdo
utilizados vérios recursos, dentre os quais a administra¢io
de corticosterdides ou anti-inflamatdrios nio esteroidais,
modalidades de calor terapéutico, atividade fisica
controlada e laser de baixa poténcia (LBP)*.

O LBP ¢ uma terapia ndo invasiva que apresenta
como beneficios a redu¢do da dor e a aceleragio do
processo de reparagio tecidual® por meio de efeitos como
vasodilatagdo e prolifera¢io microvascular, aumento da
atividade fagocitiria, redugdo na liberagio de acido
nitrico e ciclooxigenase-2, aumento na liberagio de
fatores de crescimento, além de aumento na deposi¢ao

de coldgeno®*

. Especificamente no reparo do nervo
periférico, o LBP atua no aumento do nimero de células

de Schwann, no didmetro axonal e na espessura da bainha

na

en ratas Wistar. Para ello, se utilizaron 32 ratas Wistar, divididas en
cuatro grupos: G1 (control), G2 (lesion), G3 (lesion y tratamiento
con LBP de 660 nm) y G4 (lesion y tratamiento con LBP de
830 nm). Los animales de G2, G3 y G4 se sometieron a lesion del
nervio ciaticoy, tres dias después de la lesion, el G3 y G4 se sometieron
al tratamiento con LBP de 660 nm y 830 nm, respectivamente.
Después del tratamiento, todos los animales fueron sacrificados
y se recogieron los musculos sdleos para la preparacion de placas
histoldgicas, con el fin de realizar analisis morfoldgicos del tejido.
Se encontré que los animales sometidos a lesion sufrieron cambios
morfoldgicos enla fibra, o que resultd en atrofia. También se observé
que el LBP con la longitud de onda de 830 nm presentd leves signos
de recuperacion de las caracteristicas morfométricas analizadas.

Nervio Ciatico/lesiones; Terapia por Laser;
Modalidades de Fisioterapia.

de mielina, com menor destrui¢io de ambas®’, podendo,
assim, promover melhor funcionalidade, em razio da
promocio da recuperagdo nervosa® ‘.

Contudo, existem resultados conflituosos sobre
a terapia com LBP no que diz respeito ao reparo
nervoso, que podem ser explicados pelas grandes
variagdes dosimétricas, como, por exemplo, diferentes
energias, tipo de radiagdo e comprimentos de onda''2,
Segundo Smith®, comprimentos de onda dentro do
espectro vermelho seriam absorvidos diretamente pelo
citocromo ¢ oxidase dentro das mitocondrias, enquanto
os comprimentos de onda de infravermelho-préximo
seriam absorvidos por moléculas presentes na membrana
plasmitica, podendo, dessa forma, produzir diferentes
efeitos fisiolégicos e, consequentemente, terapéuticos.
Assim, este estudo comparou o efeito do LBP dentro
do campo vermelho (660 nm) e infravermelho (830 nm)
em caracteristicas morfolégicas e morfométricas do
tecido muscular apés lesdo tipo axonotmese de nervos
isquidticos de ratos Wistar.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo de cariter experimental e
transversal, realizado na Universidade Estadual do Oeste
do Parand (Unioeste) e aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da institui¢io.

O grupo amostral foi composto por 32 ratos da
linhagem Wistar, com 10 semanas de idade, mantidos



em caixas plasticas de polipropileno em ambiente com
temperatura média de 23+1°C e ciclo claro/escuro de 12
horas, além de livre acesso 4 dgua e a ragdo. Em seguida,
os animais foram divididos em quatro grupos (n=8):
- G1: controle absoluto, sem lesio;
- G2: animais submetidos apenas a lesio;
- (3: animais submetidos a lesdo e ao tratamento
com laser 660 nm;
- G4: animais submetidos a lesdo e ao tratamento
com laser 830 nm.

Protocolo de lesdo do nervo isquiatico

Para a lesdo tipo axonotmese, os animais de G2, G3
e G4 foram anestesiados com cloridrato de quetamina
(80 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) via
intraperitoneal. Em seguida, foram submetidos a
tricotomia e incisdo paralela as fibras do musculo biceps
femoral da coxa direita, o que expds o nervo isquidtico.
Entao, o nervo foi comprimido por pinga hemostatica
durante 30 segundos, no segundo dente da cremalheira'.

Protocolo de tratamento

No terceiro dia apés a lesdo, o protocolo de tratamento
foi iniciado. O LBP (Ibramed®) utilizado foi aferido em
relagdo a poténcia, sendo utilizados os comprimentos de
onda de 660 nm e 830 nm, respectivamente, para G3 ¢ G4.
O tratamento foi realizado durante duas semanas, com
intervalo ao final de semana, totalizando 10 aplicagoes
no local da compressio nervosa. Os parimetros sio
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros dosimétricos para 0s grupos que realizaram
terapia laser de baixa poténcia

Comprimento

de onda 660 nm 830 nm

Fluéncia 10 J/cm? 10 J/cm?
Energia 0,6J 12J
Poténcia 30 mW 30 mW
Irradiancia 0,5 W/cm? 0,25 W/cm?
Area de saida 0,06 cm? 0,12 cm?
Tempo de aplicacdo 20s 40s

Confecc¢do das laminas histoldgicas

Ao final do tratamento, os animais foram anestesiados e
eutanasiados por decapitagio em guilhotina. Os musculos
séleos direitos foram retirados, limpos e fixados em

formalina 10%. Em seguida, o material foi diafanizado,
impregnado e incluido em parafina. Cortes transversais
de 7 pm de espessura foram realizados em um micrétomo
e corados por hematoxilina-eosina (HE).

Analise das laminas histoldgicas

Com auxilio de um microscépio de luz acoplado a
uma cimera digital na objetiva de 40x, capturou-se 10
imagens nos campos microscépicos para contagem de
100 fibras. Essas imagens foram analisadas com uso do
programa Image-ProPlus 6.0 em relagio a drea e a0 menor
difimetro. Também foram realizadas andlises do nimero de
fibras musculares e nicleos de midcitos; da relagdo entre
o numero de nicleos e o nimero de fibras musculares;
da densidade de fibras musculares e da densidade de
nticleos em uma 4rea de 31.684 pm?, examinando cinco
campos para cada grupo. Por fim, foi procedeu-se 4 anlise
morfolégica, em que foram observadas caracteristicas
do tecido muscular, descritas e apresentadas em forma
de pranchas morfoldgicas, observando-se o formato e
a integridade das fibras musculares, além da posic¢do
de mionucleos. Todas as analises foram realizadas pelo
mesmo pesquisador, de forma cega.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa BioEstat 5.0
e apresentados em tabela por média e desvio-padrio, com
comparagdes entre grupos por Anova unidirecional, com
pés-teste LSD. Em todos os casos o nivel de significincia

foi de 5%.

RESULTADOS

Os resultados para drea e menor didmetro mostram
que os grupos com lesdo apresentaram valores
significativamente menores daqueles do grupo-controle,
sendo que apenas na drea houve aumento significativo do
grupo tratado com 830 nm (G4) em relagdo ao grupo-
lesdao (G2). Para o ndmero e densidade de fibras, todos os
grupos eram significativamente diferentes, com valores
crescentes para G1, G4, G2 e G3. Para o nimero e para
a densidade de nucleos, houve diferengas significativas
de G1 com relagio aos demais, o que também ocorreu
entre G3 e G4. Finalmente, para a relagdo nicleo/fibra,
todos os grupos diferiram significativamente entre si,

com valores decrescentes de G1, G4, G2 e G3 (Tabela 2).
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Tabela 2. Apresentacdo em média e desvio-padrdo dos valores obtidos para os diferentes grupos (G1-G4) para a area das fibras
musculares (Jm2), menor didmetro (Um), contagem de nimero de fibras e nuicleos (area de 31.684 ym?), densidade de fibras e nucleos,
e relacdo nucleo/fibra

Area 23.342,25+2448,44 A 9.481,29+2084,38 B 9.782,01£2090,15 BD 11.922,91+2015,67 D
< Diametro 107,50+17,53 A 64,83+8,50 B 71,96+9,21 B 65,44+723B
Numero de fibras 2112 A 40,2+19B 56,2£2,4 C 36,8416 D
Densidade de fibras 0,66+0,04 A 1,27+0,06 B 1,77+0,07 C 116+0,05 D
Numero de nucleos 63+3,4 A 100,8+1,6 BC 103,4+2,7 B 100416 C
Densidade de nucleos 1,99+011A 3,18+0,05BC 3,26+0,08 B 360,05 C
Relacdo nucleo/fibra 3,01£0,22 A 2,51£012 B 1,84+0,08 C 2,72+013D

Letras iguais denotam semelhanca estatistica, ou seja, quando ndo existem letras semelhantes dentro da mesma varidvel, para cada grupo, ha diferenca significativa. Ex.: drea GI foi diferente dos seguintes;

G3 apresentou semelhanca com G2 e G4, mas G2 e G4 foram diferentes entre si.

Em rela¢io a andlise morfolégica foi possivel
observar que o grupo-controle manteve as caracteristicas
normais, com as fibras musculares em formato poligonal,
miofibrilas integras e ndcleos periféricos (Figura 1A).
O grupo-lesio (G2) exibiu diversas alteragdes, sendo
que as fibras se apresentaram atréficas, com formato

amorfo, desorganiza¢io das miofibrilas e presenca de
ndmero de nidcleos aumentados e globosos com halo
basofilico, localizados no interior das fibras (Figura 1B). Os
grupos tratamentos G3 e G4 mostraram caracteristicas
morfolégicas semelhantes as do grupo-lesio (G2)
(Figura 1C e 1D, respectivamente).

Figura 1. Andlise morfoldgica do musculo séleo de ratos Wistar em corte transversal, coloracao HE. A: grupo-controle (G1), com
caracteristicas morfoldgicas normais do tecido muscular, fibras de formato poligonal e miofibrilas de aspecto homogéneo (F), com
nucleos periféricos (seta fina); B: grupo-lesdo (G2); C: grupo-lesao tratado com laser de 660 nm (G3); D: grupo-lesdo tratado com laser
de 830 nm (G4). Nos grupos B, C e D as fibras musculares se apresentaram atréficas de formato amorfo (FA), com diferencas tintoriais,
denotando desorganizacao das miofibrilas (estrela), nimero de nucleos aumentados e globosos localizados no interior da fibra com
halo basofilico (seta vasada).

DISCUSSAO

sobre o tecido muscular esquelético’, este estudo visou
a comparar dois comprimentos de onda da terapia com

A recuperagio da lesio nervosa periférica ¢ diversas
vezes avaliada por meio de testes funcionais®, e, como
um dos principais efeitos dessa lesio é justamente

116

LBP em caracteristicas morfolégicas de recuperagio do
tecido muscular apés compressdo do nervo isquidtico,
ainda que nenhum dos comprimentos de onda testados



tenha produzido essa recuperagio, apresentando fibras
musculares com caracteristicas morfoldgicas semelhantes
ao grupo-controle sem lesdo. Foram observados resultados
apenas ligeiramente melhores para o grupo que utilizou
o comprimento de onda de 830 nm, no que se refere a
area da fibra muscular.

Acredita-se que os comprimentos de onda dentro do
campo vermelho possam ser absorvidos no citocromo
c oxidase, enzima terminal da cadeia respiratéria na
mitocondria, enquanto comprimentos de onda dentro
do espectro infravermelho seriam absorvidos por proteinas
na membrana citoplasmaitica, gerando, assim, efeitos
biolégicos semelhantes, porém com cascatas de eventos
metabdlicos diferentes®.

Em relagdo a anilise morfométrica, ficou evidente
pelas mensuragdes de drea e do menor didmetro que
todos os grupos que sofreram lesdo apresentaram atrofia

1.5%5 observaram, em

das fibras musculares. Santana et a
modelo semelhante de lesdo nervosa, caracteristicas de
trofismo das fibras musculares, com redugido na forga e
alteragdes fenotipicas. Neste estudo, apenas o grupo que
utilizou 830 nm obteve resultado superior ao do grupo-
lesdo para a drea das fibras musculares, observando-se,
assim, pequena evolucdo. No entanto, esse resultado
nido foi confirmado na avaliagio do menor didmetro
da fibra muscular. O estudo também apresentou, para
o grupo-controle, menor nimero de fibras musculares,
de mionucleos, da densidade de fibras e de miontcleos,
o que pode ser explicado pela hipotrofia resultante da
lesdo muscular para os demais grupos e desta forma, pelo
campo avaliado, foi observado aumento em todas essas
varidveis. Vale ressaltar que os valores observados para
o grupo que utilizou LBP de 660 nm foram superiores
para o numero e para a densidade de fibras, apontando
para piores resultados até mesmo se comparados ao
grupo-lesdo. Jd o grupo que utilizou 830 nm, apesar de
nio ter resultados semelhantes aos do controle-absoluto,
mostrou valores menores do que os outros grupos com
lesdo, sugerindo, assim, vantagens dessa terapia.
Machado® relata que durante o processo de
regeneragdo muscular ocorre proliferagdo de células
satélites, com consequente aumento do nimero de
nucleos, para que a capacidade de hipertrofia seja
ampliada. Cada nucleo fica responsével por um dominio
de volume da fibra muscular, causando aumento do
volume celular total. Isso explica o aumento do nimero
de nucleos nos grupos lesionados observados neste
estudo, tanto em valores totais quanto na densidade de
nucleos, sendo que o grupo 660 nm apresentou valores

elevados em comparagio ao grupo 830 nm, ou seja,
teve piores resultados. Salienta-se que como havia um
maior nimero de fibras nos grupos com lesdo, a relagio
entre nucleo/fibra apresentou valores mais baixos para o
grupo-controle, o que também ocorreu na comparagio
entre G4 e G3.

A partir da analise morfolégica, foi possivel perceber
que G2, G3 e G4 sofreram alteragdes caracteristicas de
lesdo muscular e que ndo houve retorno as propriedades
normais do muisculo em comparagio ao grupo-controle.
A morfologia normal das fibras musculares ¢ descrita
como células poligonais multinucleadas, sendo que os

nucleos posicionam-se na periferia®"’

,semelhante ao que
foi encontrado no grupo-controle. Nos grupos em que
foi realizada lesdo nervosa foram encontradas algumas
células com formato amorfo e nicleos globosos, estando
alguns deles no interior da membrana sarcoplasmatica.
Além disso, houve sinais indicativos de lesio muscular,
com presenca de infiltrado inflamatério, nicleos no
interior das membranas sarcoplasmaticas e aumento
dos nucleos celulares, o que pode ser explicado pelo
reflexo da raiz dorsal®®.

Ressalta-se que foram realizadas apenas as anilises
morfolégicas e morfométricas do tecido muscular.
Dessa forma, é possivel que observacdes de outras
propriedades pudessem mostrar resultados diferentes
em relagdo ao tratamento utilizado. Sugere-se, portanto,
a realiza¢do de novos estudos que avaliem outras
caracteristicas, como, por exemplo, a presenca de
marcadores inflamatérios e fungio contritil. Por fim,
apesar de fluéncias e poténcias semelhantes, a energia
entregue, a irradidncia, a drea de saida do aplicador e o
tempo de irradiagdo foram diferentes, sendo possiveis
fatores intervenientes nos resultados.

CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a lesdo do nervo isquidtico causou
atrofia e alteragoes morfolégicas no tecido muscular dos
ratos Wistar. Além disso, depreende-se que o tratamento
com a terapia com LBP no comprimento de onda de
660 nm produziu resultados deletérios no séleo, enquanto
o comprimento de onda de 830 nm apresentou ligeiros
sinais de recuperagio das caracteristicas morfométricas
analisadas. Levando-se em consideragdo que foram
comparados comprimentos de onda diferentes, com
semelhante poténcia e densidade de energia, outros fatores
dosimétricos também foram diferentes.
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