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RESUMO

GRECCO, L. H. Efeitos da associacio do Ultrassom e Laser de baixa poténcia na
nocicepcao e recuperacio funcional de ratos submetidos a lesdo nervosa periférica. 2013.
124 f. Dissertagdo (Mestrado em Farmacologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

As lesOes traumaticas dos nervos periféricos sdo frequentes, podem acarretar perda funcional
e dor. A utilizacdo, na clinica médica, do Ultrassom terapéutico ¢ o Laser de baixa poténcia
tém mostrado que estes recursos favorecem a recuperagdo funcional, além de induzir
analgesia. Contudo, ndo existem ainda, estudos experimentais que mostrem a eficacia da
aplicagdo conjunta destes recursos na recuperagdo da lesdo nervosa. O objetivo do presente
estudo foi avaliar, em ratos, o efeito da aplicagdo conjunta do ultrassom terapéutico e do Laser
de baixa poténcia na nocicepgdo e recuperagdo funcional do nervo isquiatico submetido a
lesdo por pingamento. O pingamento do nervo acarretou, por todo o periodo de observagido
(21 dias), hiperalgesia mecanica e térmica, alodinia mecanica, além de disfuncdo motora. As
alteragdoes funcionais foram acompanhadas por alteragdes histopatologicas (diminuigdo
significativa do nimero de fibras mielinicas e irregularidade da sua distribuigdo). Para a
melhor caracterizagdo do modelo, foram realizados tratamentos farmacologicos. A
administragdo de indometacina ¢ morfina inibiu, parcial ou totalmente, respectivamente, os
fendmenos nociceptivos, sem interferir com a recuperacdo da disfungdo motora. A aplicagdo
dos recursos fisicos mostrou que Ultrassom (1.0 W/cm?) e o Laser (6 J) causaram
antinocicep¢do, além de melhora parcial da recuperagdo funcional e¢ das alteragdes
histopatoldgicas. O efeito antinociceptivo do Laser é mediado pela ativagdo de receptores
opidides. A aplicacdo conjunta do Ultrassom e Laser, além de antinocicep¢do, promoveu
recuperacdo total das alteragdes histopatologicas. Em conclusdo, a aplicacdo associada do
Ultrassom e Laser ¢ eficaz no controle da dor neuropatica resultante do pingamento do nervo
isquiatico, além acelerar o processo de regeneragdo nervosa, podendo favorecer o
restabelecimento da fun¢do motora.

Palavras-chave: Lesdo nervosa. Nocicepcdo. Disfungdo Motora. Antinocicepgdo. Ultrassom.
Laser terapéutico.



ABSTRACT

GRECCO, L.H. Effects of the combination of Ultrasound and Low power laser therapy
in nociception and functional recovery of rats with peripheral nerve injury. 2013. 124 p.
Masters thesis (Pharmacology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2013.

Traumatic injuries of peripheral nerves are common and can lead to nerve function loss and
pain. The clinical use of Therapeutic Ultrasound and Low Power Laser has evidenced that
these resources foster nerve function recovery and induce analgesia. However, there are no
experimental studies evaluating the effectiveness of the combined application of these
resources in injury recovery. The aim of this study was to investigate, in rats, the effect of the
combined application of these resources in nociception and functional recovery of injured
sciatic nerve. In this study, the sciatic nerve was submitted to crush injury by a forceps (static
load of 5000 g, applied for 5 min). Nerve crushing causes mechanical and thermal
hyperalgesia, mechanical allodynia, and motor dysfunction that last for 21 days.
Histopathological changes (significant decrease in myelinated fibers and uneven fiber pattern
distribution) were also detected. To better characterize this injury model, pharmacological
treatments were carried out. Administration of indomethacin and morphine partially inhibited
or blocked, respectively, nociception without interfering with sciatic functional recovery. The
application of Ultrasound (1.0 W/cm?) and Laser (6 J) caused antinociception and partial
nerve function and histopathological changes recovery. The antinociceptive effect of Laser is
mediated by activation of opioid receptors. The combined application of both physical
resources, in addition to antinociception, resulted in a faster histopathological changes
recovery. In conclusion, the combined application of Ultrasound and Laser is effective in
controlling neuropathic pain resulting from sciatic nerve crush and in accelerating nerve
regeneration.

Keywords: Peripheral nerve injury. Nociception. Motor dysfunction. Antinociception.
Therapeutic ultrasound. Therapeutic laser.
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1 INTRODUCAO

As lesdes traumaticas dos nervos periféricos sdo frequentes, demandam cuidados
especializados e podem acarretar perda funcional de gravidade variavel'. Diversos fatores
podem causar lesdes dos nervos, sendo os mais comuns, os ferimentos penetrantes,
esmagamento, tragdo, isquemia. Além desses fatores, as lesdes podem ser produzidas por
choque elétrico, radiacdo, percussdo, vibragdo, ou ainda serem de origem térmica’. Estudo
realizado nos Estados Unidos mostrou que 50 mil pessoas sofrem, a cada ano, lesdes
traumaticas nos nervos periféricos’.

Apds a lesdo, uma série de eventos degenerativos ¢ observada. Dentre estes eventos,
estd a fragmentagdo do axd6nio e da bainha de mielina. Logo apés a fragmentag@o, tem inicio o
processo de regeneracio, cujo sucesso depende, em grande parte, da severidade da lesdo”.

A lesdo de nervos acarreta também, dor. A dor neuropatica, secundaria as lesdes
traumaticas do nervo periférico, ¢ caracterizada por hipersensibilidade do sistema nervoso
central e periférico e necessita de tratamento especifico. Muitas vezes, esse tratamento ¢é
ineficaz e/ou esta associado a presenca de efeitos colaterais”.

A recuperacdo morfologica e funcional do nervo lesionado raramente ¢ completa e
perfeita. Inimeros fatores influenciam a regeneracao, tais como: a) natureza ¢ intensidade da
lesdo, b) tempo de desnervacdo, c) tipo e didmetro das fibras nervosas afetadas e d) idade do
individuo®. Quanto maior a disfungdo causada pela lesdo, pior o prognostico, uma vez que
pode afetar a capacidade do individuo de realizar atividades da vida didria. Esse fato
problemas econdémicos, sociais, emocionais e muitas vezes, aposentadoria precoce’.

Varios estudos vém sendo realizados objetivando a obtengdo de tratamentos que
possam favorecer a recuperacdo destas lesdes. Contudo, em relacdo a abordagem
farmacologica, ndo hd ainda nenhum farmaco desenvolvido exclusivamente para o tratamento
da regeneracdo nervosa ¢ da dor neuropatica. Muitos dos farmacos utilizados na clinica
médica para o tratamento da dor neuropatica, ndo pertencem a classe de farmacos analgésicos
e incluem, por exemplo, os antidepressivos triciclicos (amitriotilina)®, os anticonvulsionantes
(gabapentina e carbamazepina)’ e os antiarritmicos (lidocaina)'’.

Dentre as principais técnicas ndo farmacologicas utilizadas para o tratamento de
neuropatias, podemos destacar a estimulagio elétrica de baixa frequéncia'', exercicios

14; 15; 16; 17; 18

. . ~ o, . . 13 A .
ativos'?, estimulagdo elétrica funcional’, o ultrassom terapéutico e o Laser de

baixa poténcia' ' 2% 2!,
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Esses dois ultimos recursos tém mostrado resultados positivos na recuperagdo
funcional e no controle da dor na clinica médica. Contudo, ndo existem ainda, estudos
experimentais que comprovem a eficacia da associacdo destes recursos na recuperacdo da

lesdo nervosa.

1.1 Lesao nervosa periférica

A unidade funcional do nervo periférico é o neurénio, constituido por um corpo
celular, localizado na medula espinal ou no ganglio espinal e sua expansdo, a fibra nervosa,
formada pelo ax6nio e a bainha conjuntiva que o envolve. O corpo celular possui
prolongamentos denominados dendritos, a substancia de Nissl (reticulo endoplasmatico
rugoso da célula, condensado), outras organelas e o niicleo com seu nucléolo™ .

Existem neurdnios envoltos por uma camada de mielina, produzida pelas células de
Schwann, e neur6nios ndo mielinizados. Nos neurdnios mielinizados existem estreitamentos
denominados noédulos de Ranvier, onde ocorrem as trocas idnicas na condug¢do saltatoria do
estimulo nervoso®.

O nervo periférico consiste num feixe ou feixes de fibras nervosas. A fibra nervosa
apresenta-se envolta por uma bainha protetora ou envoltério de tecido conjuntivo,
denominado endoneuro. Esta bainha ¢ elastica e resistente, protegendo as fibras de traumas
mecanicos. Varias fibras nervosas, de diferentes tamanhos, sdo agrupadas e esta unido forma
os fasciculos nervosos. Cada fasciculo esta envolto por um tecido conjuntivo denso e forte,
chamado perineuro, que o protege de traumas e compressoes externas. O perineuro tem como
fungdes, manter a pressdo intrafascicular, auxiliar na manutencdo do fluxo axoplasmatico e
proteger e formar uma barreira entre as fibras nervosas e outros tecidos. Na maioria das vezes,
os fasciculos se apresentam de forma relativamente organizada dentro do nervo periférico,
envoltos por tecido conjuntivo denominado epineuro interno. Este tecido conjuntivo se
espessa e forma o epineuro externo, que engloba todos estes fasciculos. Tanto o perineuro
como o epineuro externo sao mais espessos nas articulagdes, protegendo os nervos periféricos

durante os movimentos (Figura 1) **.
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Figura 1 — Esquema de corte transversal mostrando os revestimentos dos nervos

periféricos.
Fibra nao
mielinizada  Ejppa
‘ mielinizada
V 4
I
o
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sanguineos Endoneur
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Epineuro

Fonte: Schunke (2007)%

Ap6s a lesdo de um nervo periférico, varios eventos complexos sdo observados. Os
eventos observados durante o processo regenerativo acontecem de maneira sincronizada e sdo
caracterizados por fagocitose (por macréfagos) dos axdnios em degeneracdo (degeneragdo
Waleriana), proliferacdo das células de Schwann e sintese de fatores de crescimento no coto
distal. Concomitantemente, uma ponte constituida de fibrina, conecta os cotos, que estdo
envoltos por células ndo neurais, vasos sanguineos ¢ componentes da matriz extracelular.
Subsequentemente ocorre o brotamento axonal do coto proximal em direcdo ao coto distal,
seguido da mielinizagio dos axdnios pelas células de Schwann. Dessa forma, a resposta
regenerativa no sistema nervoso periférico, ¢ um fenomeno complexo e dependente de uma
série de eventos necessarios para reajustar o microambiente do nervo lesado, no intuito de

restabelecer a homeostasia®’ (Figura 2).
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Figura 2 — Eventos do processo regenerativo do nervo periférico.

Degeneragdo Walleriana e regeneracdo nervosa: A) 24 horas apos a lesdo: degeneragdo walleriana distal do
nervo periférico e inicio da cromatdlise. B) 10 a 21 dias apds o trauma: atrofia muscular, proliferacdo das células
de Schwann para formacdo do cone de crescimento, crescimento do coto proximal e cromatodlise. C) Varios
meses apds o trauma: brotamentos axonais em diferentes velocidades, porém ainda ndo atingindo o alvo,
marcado por severa atrofia de desnervagdo muscular e regressao das reagdes de cromatélise. D) Reinervagao do
orgdo-alvo: a jung@o neuromuscular se torna funcional e de condugdo restaurada. E) Formacdo do neuroma: a
desnervagdo de fibras musculares por mais de um ano estd sujeita a significativas fibroses intersticiais, ndo
ocorrendo reinervagdo do orgao-alvo. 1.Corpo celular. 2. Axo6nio, broto do axdnio. 3. Células de Schwann. 4.
Membrana basal da célula de Schwann. 5. Mitose das células de Schwann. 6. Bainha de mielina. 7. Detritos de
mielina. 8. Macrofagos. 9. Proliferacdo das células de Schwann. 10. Fibras musculares. 11. Cicatriz fibrosa. 12.
Neuroma.

Fonte: Delmonte et al. (2009)*

Dependendo da intensidade da lesdo nervosa, pode ocorrer perda ou diminuigdo da
sensibilidade e motricidade da area inervada. A magnitude dessas alteracdes depende do tipo

. ~ 28
de estrutura lesada e das dimensdes do trauma™.

A classificagdo das lesdes dos nervos periféricos, proposta por Seddon (1943), ¢
baseada no grau de ruptura das estruturas internas do nervo periférico, estando correlacionado

com o prognostico de recuperagio. Estas lesdes podem ser classificadas em™:

- neuropraxia: ¢ a forma mais branda de uma lesdo nervosa. Neste tipo de lesdo ocorre
bloqueio localizado da condugdo dos estimulos nervosos; contudo, estd condug@o esta
preservada nos segmentos proximal e distal a lesdo. Nesse tipo de lesdo, o ax6nio ndo perde

sua continuidade, havendo recuperagdo rapida e completa do nervo em poucas semanas;

- axonotmese: ¢ uma lesdo mais grave, na qual os danos sdo suficientes para promover
ruptura da continuidade axonal, provocando degeneracdo walleriana distal. O prognostico de
recuperagdo funcional ¢ bom, desde que sejam mantidas a continuidade dos tecidos

conectivos de suporte ¢ a integridade das células e da membrana basal;
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-neurotmese: € o tipo mais grave de lesdo nervosa periférica. Esta lesdo ¢ caracterizada
pela ruptura total do nervo periférico e o prognostico de recuperacdo é pouco favoravel e

dependente do restabelecimento da continuidade do nervo.

Adicionalmente a esta classificacéo, Sunderland®®, em 1951, propds outra
classificagdo, diferenciada por numeros, mais detalhada e baseada na anatomia e

funcionalidade pds-trauma:

. . 29 . ~

I — corresponde a neuropraxia descrita por Seddon (1943)”". Ocorre interrupgdo da
condugdo nervosa no local da lesdo, ndo havendo perda da continuidade entre o corpo celular
e as terminagdes do axonio. Esta les@o é totalmente reversivel, pois ndo ocorre degeneragdo

walleriana;

I — o ax6nio ¢ seccionado, ocorrendo desintegracdo da bainha de mielina e
degeneracdo walleriana abaixo da lesdo, mas o endoneuro ¢ as estruturas de sustentagdo ficam

preservados. Ocorre regeneragdo praticamente completa e a fung@o € restaurada;

IIT — ha envolvimento ndo apenas dos axdnios, mas da estrutura interna dos fasciculos,
com perda da continuidade dos tubos neurais e degeneracdo walleriana. As lesdes intra-
fasciculares incluem hemorragia, edema, estase e isquemia vascular e a ocorréncia de fibrose

¢ um obstaculo a regeneragao;

VI — hé destruicdo do perineuro externo e interno e grande desarranjo da estrutura
fascicular do nervo, cuja continuidade se mantém a custa de um tecido desorganizado. Os
axOnios em regeneracdo nao encontram o tubo neural distal correspondente e invadem o
tecido cicatricial intracelular, resultando em neuroma. O tratamento dessa lesdo requer a

excisdo do segmento destruido e interposi¢do de enxertos de nervo.

V — ¢ a les@o por seccdo completa do nervo, envolvendo ndo apenas as estruturas
endoneurais, mas também o epineuro. Ocorre formag¢do de neuroma no coto proximal e
degeneracdo walleriana no coto distal. A regeneragdo requer regularizagdo dos cotos e

interposi¢ao de enxertos de nervo.

A Tabela 1 compara as duas classificagdes. Quanto maior o grau de lesdo, menor é a
probabilidade de regeneracao total, além de outras variaveis como ocorréncia de fibrose ou

até de lesdo vascular, o que pode afetar a regeneracg@o.
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Tabela 1 - Classificacoes de lesdes nervosas periféricas, propostas por Seddon (1943) e

Sunderland (1951).
Seddon Sunderland Processo
Neuropraxia Grau | Desmicelinizagdo segmentar
Axonotmese Grau I1 Axo6nio lesado, mas o endoneuro esta intacto (condigdes
ideais para regeneragdo)

Axonotmese Grau 111 Descontinuidade do ax6nio e tubo endonerual, perineuro e
arranjo fascicular preservado

Axonotmese Grau IV Perda da continuidade do axdnio, dos tubos: endoneuro,

perineuro e fasciculos; epineuro intacto (neuroma em
continuidade).
Neurotmese Grau V Perda de toda continuidade do nervo

Os fendmenos envolvidos na regeneragdo podem ser estudados por meio da utilizacao
de modelos experimentais de lesdo nervosa. Dentre estes modelos, o da lesdo por pingamento
tem a vantagem de ndo envolver as variaveis detectadas na lesdo por sec¢do seguida de
sutura'®. A lesdo por pingamento do nervo danifica ou mata os axdnios distais ao local da
lesdo, mas os corpos das células neurais normalmente sobrevivem e os revestimentos do
tecido conjuntivo do nervo permanecem intactos. Neste tipo de lesdo, ndo ha a necessidade de
reparo cirirgico, pois as bainhas de tecidos conjuntivos intactos guiam os axOnios em
crescimento, até seus destinos’'. Esse modelo tem sido empregado para avaliar a lesdo em si,
como para o estudo de dor neuropatica, da regeneracdo e recuperagdo funcional, espontanea

. .1 1515 17; 18; 19; 20; 21; 31; 32; 33; 34
ouinduzida™> TS I EH AL A A5
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1.2 Dor neuropatica

A dor neuropatica ¢ definida atualmente, segundo a Associacdo Internacional para estudo
da Dor (IASP), como a dor iniciada ou causada por uma lesdo ou disfungdo primaria do
sistema nervoso, podendo decorrer de lesdo do nervo periférico (amputagdes,
desaferentagdes), infecgdes (neuralgia pos-herpética), compressdo do nervo (acidentes,
cirurgias, tumores), infarto, distirbios metabdlicos (neuralgia diabética) ou ser idiopética”.
Em geral, a dor neuropdtica ¢ classificada de acordo com sua causa intrinseca (tal como
neuralgia pos-herpética) ou pela localizagio da lesdo nervosa - central ou periférica®®.

Apesar dos diversos estudos clinicos e experimentais, os mecanismos envolvidos na
génese da dor neuropatica ndo estdo ainda totalmente caracterizados. A dor neuropatica
persiste mesmo apos a retirada do estimulo lesivo. Isto decorre de alteragdes nos neurdnios e
nas fibras que conduzem a informagio nociceptiva®’.

A lesdo do nervo periférico acarreta alteragcdes neuroquimicas e neuroanatdmicas nos
neurdnios, bem como em seus territorios de projeg¢do central. Observa-se a presenga de focos
ectopicos nas fibras nervosas periféricas lesadas, os quais mantém os impulsos nervosos
aferentes para o sistema nervoso central’’. A entrada desses impulsos ectopicos na medula
espinal sensibiliza os neur6nios da coluna dorsal da medula, que pode ser independente (wind
up e potenciacdo de longa dura¢do -LTP) ou dependente da transcri¢do génica (fase tardia do
LTP)*®. Essa atividade elétrica alterada ocorre ndo apenas nas fibras que conduzem a
informagdo nociceptiva (fibras Ad e C), mas também nas fibras do tipo AP, que em situagdes
fisioldgicas normais conduzem informagoes referente a estimulacéo tatil. Essas modificagdes
ocorrem predominantes nas ldminas I, Il ¢ V do corno dorsal da medula espinal. Isso pode se
manter por um longo periodo ou indefinidamente, justificando o carater cronico da dor’.
Essas lesdes podem alterar ainda a plasticidade neuronal em estruturas supra-espinais, como
no talamo e cortex cerebral, por meio de mecanismos que envolvam os receptores para o
glutamato.

Apos a lesdo do tecido nervoso, ocorre liberacdo de neurotransmissores, como substancia
P, somatostatina, peptideo geneticamente relacionado com a calcitonina, neurocinina-A,
glutamato e aspartato. Essas substancias estdo relacionadas com a ativa¢do de potenciais pos-
sinapticos excitatorios Estimulos frequentes dos neurdnios aferentes geram a somagdo dos
potenciais de agdo e consequente despolarizagdo pds-sinaptica cumulativa. Depois da ativagdo

de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) pelo glutamato, ha remo¢ao do ion magnésio do
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interior do receptor ¢ o influxo de calcio para a célula, o que resulta na amplificagdo ¢
prolongamento da resposta ao impulso nervoso*” *',

Dados de literatura tem indicado, também, que a resposta inflamatdria desencadeada pela
lesdo do nervo, desempenha papel fundamental no desenvolvimento ¢ manutencdo da dor

neuropatica*” .

Macrofagos ativados e células de Schwann sintetizam mediadores
inflamatodrios, citocinas e fatores de crescimento. O fator de crescimento neural (NGF)
aumenta a sintese de neuropeptideos, como substincia P e peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), nas terminagdes nervosas centrais e periféricas** **. Além de contribuir
para a sensibilizagdo central, estas alteracoes favorecem também alteragdes nos nociceptores,
resultando em sensibilizagdo periférica®.

Os sintomas da dor neuropatica descritos pelos pacientes, ou observados em modelos
experimentais em animais, incluem dor espontanea persistente (dor em queimacédo),
hiperalgesia (resposta exagerada a estimulos nocivos) e alodinia (resposta a estimulos ndo

: 42; 47
nocivos)

. Os farmacos utilizados no tratamento da dor neuropdtica ndo sdo totalmente
eficazes no controle dessa dor e menos da metade dos pacientes relatam beneficios
significativos com qualquer tipo de medicamento®. Assim, para a melhoria do tratamento,
tem sido preconizada a multidisciplinaridade da abordagem terapé&utica, no intuito de reduzir a
sintomatologia do paciente, promovendo a maxima independéncia funcional, melhora do
estado psicossocial e rapida reintegracio a sociedade™ *°. As modalidades terapéuticas para o
tratamento da dor neuropatica incluem medicamentos, terapias fisicas (fisioterapia),
psicoterapia, acupuntura, procedimentos anestésicos, como bloqueios nervosos com
anestésicos locais, e, por fim, procedimentos neurocirirgicos (cirurgias descompressivas,
neurotomias, rizotomias, psicocirurgias e implante de eletrodos para estimulagdo elétrica do
sistema nervoso central’'). Recursos fisicos utilizados por fisioterapeutas, como o ultrassom
terapéutico (UST) e o Laser de baixa poténcia (LBP), vém apresentando bons resultados no

controle da dor neuropatica™ >
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1.3 Ultrassom terapéutico

O ultrassom terapéutico (UST) ¢ uma forma de energia mecanica de alta frequéncia,
acima de 20 kHz, que ndo é percebida pelo ouvido humano e que se propaga como onda de
pressdo. Essa onda provoca agitacdo de particulas ao seu redor, fazendo com que estas
particulas oscilem sem causar deformacdo do meio".

O UST utilizado em aplicacdes terapéuticas, ¢ gerado por um transdutor
eletromecanico, baseado em cerdmicas piezoelétricas. O efeito piezoelétrico consiste na
variagdo das dimensdes fisicas de um cristal quando submetido a campos elétricos. O
contrario também ocorre, ou seja, a aplicacdo de pressoes no cristal gera campos elétricos. O
efeito peizoelétrico aparece em alguns cristais como o quartzo, 6xido de zinco e ceramicas
sintetizadas, tais como titanato de bario e titanato de zirconato de chumbo. A caracterizacdo
dos transdutores e a determinacdo do campo acustico gerado por ele sdo essenciais para o
entendimento da informacdo causada pela interagdo do ultrassom com os diversos meios e
tecidos biolégicos™. A aplicagio do UST na reparacio de tecidos biologicos, depende de seus
efeitos biofisicos, mas ndo térmicos, ¢ inclui a cavitagdo, o micro fluxo acustico e a
piezoeletricidade, os quais estio envolvidos na interagdo com esses tecidos'.

Os efeitos biofisicos gerados pelo UST podem ser divididos em efeitos térmicos e ndo
térmicos. Os efeitos térmicos (exposi¢do a onda continua) sdo aqueles derivados do
aquecimento tecidual e podem levar ao aumento do fluxo sanguineo, a reducdo do espasmo
muscular, aumento da extensibilidade das fibras colagenas e inflamagdo. Estima-se que ocorra
aumento de temperatura tecidual de 40-45°C, durante 5 minutos de aplicagdo. Ainda, efeitos
térmicos excessivos, em especial o UST com intensidades mais elevadas, podem lesionar os

. 55; 56
tecidos expostos™ .

Ja os efeitos ndo térmicos (exposicdo a onda pulsada gerando efeitos mecanicos)
podem ser obtidos com ou sem efeito térmico. Cabe ressaltar que os dois efeitos sdo
inseparaveis porem o efeito mecanico ¢ imperante. Dois fendmenos sdo observados no modo
pulsado - a cavitacdo e a microtransmissdo acustica (micromassageamento). O fendmeno de
cavitagdo pode criar, aumentar e implodir cavidades de vapor e gases. Durante a expansdo, os
gases adsorvidos no liquido ao redor da cavidade, evaporam resultando na expansdo da
cavidade® . Por outro lado, durante a etapa de compressdo, estes gases ou vapores nio
retornam completamente ao liquido, resultando num aumento efetivo da cavidade. Este

processo ocorre em ciclos periddicos de expansdo e compressdo, causando o aumento do
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tamanho desta cavidade, que atinge um tamanho critico e implode. Entdo ocorre a liberacdo
de grande quantidade de calor e pressdo num curto periodo de tempo e em pontos localizados
do liquido, o que fornece energia suficiente para acelerar processos quimicos’ . A cavitagio
estavel (regular) é considerada benéfica ao tecido lesado, enquanto a cavitagdo instavel
(transitoria) provoca danos teciduais. A microtransmissdo acustica pode alterar a estrutura da
membrana celular, fungdo e permeabilidade e tem sido sugerido que estimula a reparagao
tecidual. A somatéria desses fendomenos estimula a atividade de fibroblastos, aumento na
sintese de proteinas, aumento do fluxo sanguineo local, regeneracdo tecidual e cicatrizagdo
6ssea’” . Adicionalmente, a energia ultrassonica pode gerar aumento da vascularizagdo, da

permeabilidade celular e do limiar de dor® *®

O UST ¢, provavelmente, o recurso fisico mais antigo ¢ o mais utilizado na clinica
fisioterapéutica por ser de facil aplicabilidade e baixo custo operacional”. De fato, ha muitos
relatos sobre os efeitos do ultrassom sobre o processo de cicatrizagio dos nervos'> '7 18 60,
ossos®!, tenddes®’, musculos®, ligamentos“, cartilagem65 e pele“. Esses relatos tém
demonstrado seus beneficios, quando o UST ¢ aplicado em baixas doses, e seus prejuizos, em
doses elevadas®’. O UST ¢ considerado pro-inflamatéro e pro-proliferativo e pode ser
aplicado em qualquer fase da lesdo, para acelerar os aspectos fisiologicos de reparacdo

tecidual® ¢’

. Foi evidenciado ainda, que o ultrassom possui efeito sobre a inibigao de radicais
livres e estimulacdo da microcirculagdo, mediadores do processo inflamatorio, infiltragdo

celular e reparagdo dos tecidos moles®.

Os estudos sobre a utilizacdo do UST no tratamento da dor isquidtica e de outras
neuropatias iniciaram-se na década de 1930% e desde entdo, os dados de literatura tem
mostrado que este tratamento auxilia na recuperagio das lesdes. Nesse sentido. Hong et al.”,
utilizando UST (0,5 e 1,0 W/cm?), trés vezes por semana, durante 35 dias, para o tratamento
de lesdo nervosa periférica (nervo tibial) em ratos, observaram que a aplicagdo de 0,5 W/cm?
acarreta recuperacdo mais rapida da velocidade de conducdo nervosa e da amplitude do
potencial evocado da contragdo muscular, comparativamente aos animais dos grupos controle
ou tratados com UST na intensidade de 1,0 W/cm?. Baseado nesses dados foi sugerido que o
UST de intensidade baixa, pode facilitar a recuperacdo das neuropatias de compressao.

Em estudo experimental visando avaliar o efeito do UST em nervo isquiatico de ratos,
previamente submetido a lesdo por esmagamento, foi observado que o UST aumenta a
regeneragdo nervosa. Neste estudo, foi utilizada irradiagdo ultrassonica pulsada (1:5, 1 MHz,

0,4 W/em?, duracdo de 2 min), aplicada por 10 dias, iniciando-se o tratamento 24 horas apods a
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inducdo da lesdo. Por meio do emprego do indice funcional do isquiatico e de
histomorfometria, os autores sugeriram que houve melhora na avaliagdo funcional e aumento

. ) ~ 18
de densidade de fibras nervosas tipicas de regeneragio .

Cabe ressaltar que o uso do UST ¢ bastante difundido na clinica médica, apresentando
resultados satisfatorios, além de ser pouco oneroso, o que mostra a importancia da sua
utilizagdo como agente terapéutico. Apesar disso, os mecanismos envolvidos nas agdes do
ultrassom sdo ainda contraditorios. A auséncia de pardmetros de uso (como frequéncia, modo,
area irradiada, tempo de duracdo e principalmente, a dosagem), e a dificuldade de
padronizacdo da técnica de utilizacdo, sdo fatores que dificultam as pesquisas visando avaliar
sua eficicia e mecanismos de a¢do. Assim, a ampliagdo de estudos e dos modelos
experimentais que utilizam o UST pode favorecer a compreensdo destes mecanismos,

contribuindo para sua melhor utilizagdo clinica.

1.4 Laser de baixa poténcia

Outro recurso bastante utilizado na reabilitagdo ¢ o LASER (Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation — amplificagdo da luz por emissdo de radiagdo estimulada),
uma fonte de luz coerente de um feixe estreito monocromatico nas faixas visivel,
infravermelho e ultravioleta do espectro. Os diversos tipos de Lasers diferem entre si pelo
comprimento de onda e pela natureza do meio ativo’".

A radiacdo emitida pelo Laser terapéutico ou de baixa poténcia, possui caracteristicas

. .. . . )
que a diferem dos demais tipos de aparelhos, devido aos seguintes principios’”:
e monocromaticidade: a luz emitida apresenta apenas um comprimento de onda;

e coeréncia: em uma radiagdo Laser temos ndo s6 um unico comprimento de onda, mas
também picos e vales (depressdes) dos campos elétricos e magnéticos ocorrendo ao

3

mesmo tempo (coeréncia temporal) ¢ “viajando” numa mesma dire¢do (coeréncia

espacial);

e colimagdo: os feixes do Laser permanecem sempre paralelos, em consequéncia da
coeréncia espacial, acarretando inexisténcia de divergéncia da radiacdo durante sua

propagacao ao longo de grandes distancias.
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A natureza da interagdo entre a radiagdo eletromagnética luminosa e os tecidos
biolégicos é complexa. Acredita-se que o mecanismo primario de acdo da radiagdo a Laser

r ; . . : 73
sob moléculas fotossensiveis, ocorra de 4 maneiras diferentes”:

e mudancas no estado de oxidagdo — redugdo dos componentes da cadeia respiratoria e

aceleragdo na transferéncia de elétrons;

e alteracdo na atividade bioquimica e estrutural determinada pelo aquecimento

transitorio dos cromoforos;

e aumento na concentragdo de H,O, com subsequente aumento do &nion superoxido

(02-);

e producdo de oxigénio molecular ou singleto (O>).

Dados de literatura tem evidenciado que o Laser de baixa poténcia promove maior
velocidade de cicatrizagdo e reparo, aceleragdo da neovascularizagdo, oclusdo de feridas,
maior formagdo de tecido de granulagdo, maior numero de fibroblastos e de fibras colagenas,
aumento da sintese de ATP, liberacdo de histamina pré-formada, reducdo do pH intracelular e
alteragdes na proliferagdo e motilidade celular, fagocitose, resposta imune e respiragdo
celular™. O Laser acarreta também efeito analgésico. Esse efeito tem sido atribuido &
manutenc¢do do gradiente i0nico da membrana celular, evitando sua despolarizagdo em virtude
do aumento de ATP e favorecendo a saida de sddio através da bomba de sddio/potassio. De
maneira geral, pode-se dizer que a luz atua como fator estabilizador do potencial de
membrana em repouso (hiperpolarizagdo), o que dificulta a transmissdo do impulso doloroso
local”. Tem sido sugerido ainda, que o LBP diminui a inflamagio e dor por favorecer a
reabsor¢do de exsudatos inflamatdrios, promovendo desta forma, a eliminagdo de substancias
nociceptivas®'. Estudo realizado por Ferreira et al. (2005) demonstrou que a irradiagio a Laser
He-Ne de baixa poténcia, com 2,5 J/cm®, acarreta analgesia e efeito anti-edematogénico em
ratos injetados com carragenina, por via intraplantar. Os estudos farmacologicos evidenciaram
que o efeito analgésico do Laser ndo ¢ decorrente da ativagdo de receptores opidides, mas

deve envolver bloqueio da sensibiliza¢do dos nociceptores por mediadores liberados durante o

processo inflamatorio”'.

Além da interferéncia em processos inflamatorios, foi observado que o LBP, aplicado

por até sete semanas no nervo isquidtico lesado (esmagamento) de ratos, induz aumento
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significativo no nimero e didmetro dos axdnios regenerados'’. Ainda, Barbosa et al. (2010)
investigando, por meio da avaliagdo funcional (pelo indice funcional do isquidtico - IFC), os
efeitos de ondas de LBP (660 nm e 830 nm), aplicado por 21 dias em ratos submetidos a les@o
do nervo isquiatico, observaram que apenas a aplicagdo do Laser de 660 nm promove
recuperagdo funcional precoce®, reforcando os dados sobre a eficacia do Laser de baixa

poténcia .

Apesar dos dados sobre os efeitos do Laser na lesdo nervosa, as informagdes ainda ndo
sdo conclusivas, havendo ainda dados conflitantes e inconsistentes. A adequagdo dos
parametros deste tipo de tratamento ¢ fator decisivo para selecionar a dose a ser administrada

nessa terapia.

Os dados descritos até o momento indicam que o ultrassom terapéutico ou o Laser de
baixa poténcia, aplicados no local da lesdo, podem ter efeitos benéficos, favorecendo a
reparagdo estrutural e funcional do nervo lesado, bem como diminuindo da dor. Ainda, tem
sido observada, na clinica, a utilizagdo conjunta desses dois recursos, contudo, ndo existem
dados na literatura sobre estudos sistematicos sobre os efeitos desta aplicagdo conjunta sobre a

dor e a recuperagdo da lesdo nervosa periférica.
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar, em ratos, a eficacia da aplica¢do conjunta do
ultrassom terapéutico e do Laser de baixa poténcia na nocicepg¢ao e recuperagdo funcional do
nervo isquiatico submetido a lesdo por pingamento.

Os objetivos especificos foram:

l. caracterizar os fenomenos nociceptivos e a alteracdo funcional induzidos pelo

pingamento do nervo isquiatico de ratos;

2. determinar o efeito do ultrassom terapéutico e do Laser de baixa poténcia,
aplicados isoladamente ou em conjunto, sobre a dor neuropatica, alteragdo

funcional e regeneragdo nervosa ap6s lesdo do nervo isquiatico;

3. avaliar o envolvimento de receptores opidides nos efeitos causados pelo

ultrassom terapéutico e Laser de baixa poténcia.



34

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso entre 160 a 180 gramas, fornecidos
pelo Biotério Central do Instituto Butantan. Estes animais foram mantidos com agua e ragao
ad libitum em sala apropriada, com isolamento acustico, temperatura controlada (22 °C + 1) e
ciclo claro-escuro (12:12h), por um periodo minimo de 3 dias antes dos experimentos. O
presente projeto foi aprovado pela Comissio de Etica em Experimentagio Animal — Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo sob o protocolo n® 047 nas folhas 102
do livro 02 e pela Comissdo de Etica no uso de Animais do Instituto Butantan — sob o

protocolo n® 820/11.

3.2 Inducio da lesao do nervo isquiatico

A les@o do nervo isquiatico foi realizada por pingamento do nervo, de acordo com a
técnica descrita por Monte-Raso et al. (2008)™°.

Os animais foram anestesiados por isoflurano inalatério. Foi realizada tricotomia da
face lateral da coxa direita. O animal foi posicionado em decubito ventral, prendendo-se as
patas dianteiras e traseiras em abducdo. Foi realizada incisdo cutanea longitudinal retilinea, na
face lateral da coxa, desde o trocanter maior até a articulagdo do joelho. O espago entre os
musculos quadriceps femoral e gluteo foi rebatido por divulsdo, para identificacdo do nervo
isquiatico, desde sua emergéncia, na borda inferior do gliteo maximo, até sua bifurcagdo, na
articulacdo do joelho. Um ponto de sutura foi realizado para identificar a regido a ser lesada.
O nervo isquiadtico foi entdo comprimido por uma pinga regulavel capaz de produzir uma
carga estatica de 5.000 gramas, que foi aplicada ao nervo por 5 minutos. A incisdo foi
suturada em camadas, utilizando fio de sutura de seda numero 4-0.

A pinga foi calibrada na maquina universal de ensaios, com uma célula de carga de 50
Kgf de capacidade (Kratos® - Brasil) e um indicador digital (Kratos®, modelo IKE-01 -
Brasil).
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3.3 Avaliacio da sensibilidade dolorosa
3.3.1 Determinacao da hiperalgesia mecanica

Para avaliacdo da hiperalgesia mecanica, foi utilizado o teste de pressdo da pata de
ratos (Analgesy-Meter Ugo Basile®, Itdlia), realizado de acordo com o método descrito por
Randall & Sellito (1957)"".

Neste teste, uma forga em gramas (g), de magnitude crescente (16 g/s), ¢
continuamente aplicada sobre o dorso das patas posteriores do rato e interrompida quando o
animal apresenta a reacdo de “retirada” do membro. Neste modelo, o limiar de dor ¢
representado como a forga (g) necessdria para a inducdo da reacdo (Figura 3).

Este teste foi aplicado antes da cirurgia, bem como em diversos tempos apos a cirurgia
ou os tratamentos. Os resultados foram avaliados através da compara¢do das médias das
medidas iniciais (basal) e finais ou, quando determinado, através da comparagdo das médias

obtidas nos diferentes grupos experimentais.

Figura 3 - Teste de pressiao de pata
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3.3.2 Determinagdo da alodinia

A alodinia foi avaliada por ensaio quantitativo, em resposta a estimulo tatil aplicado as
patas do rato, segundo método descrito por Chaplan et al. (1994)®, modificado. Neste teste,
os ratos foram colocados, individualmente, em gaiolas plasticas, com fundo de arame, para
permitir acesso as patas destes animais.

Para o ensaio de alodinia, foi empregada uma série logaritmica de 10 filamentos de
von Frey (Aesthesiometer Semmer-Weinstein, Stoelting Co., E.U.A). A calibragdo dos
filamentos ¢ definida como log 10 (gramas x 10000), tendo os seguintes valores (o valor em
gramas esta entre parénteses): 3,61 (0,407g); 3,84 (0,692g); 4,08 (1,202¢); 4,17 (1,479g); 4,31
(2,041g); 4,56 (3,630g); 4,74 (5,495g); 4,93 (8,511g); 5,07 (11,749¢g) e 5,18 (15,136g). Cabe
ressaltar que os filamentos com peso superior a 15,136g ndo foram empregados nos estudos
de alodinia. Os filamentos foram aplicados, um a um, perpendicularmente, sob a area plantar
de ambas as patas posteriores ¢ mantidas por um periodo de 8 segundos. Os ensaios foram
iniciados com o filamento de 1,202g. O filamento capaz de elicitar a retirada da pata, duas
vezes consecutivas, foi considerado como a forca em gramas necessaria para elicitar a
resposta (100% de resposta). Na auséncia de resposta ao filamento inicial (1,202g), a
apresentacdo dos filamentos foi realizada de forma ascendente, até a observacdo de duas
respostas consecutivas para um mesmo filamento.

Na auséncia de resposta ao maior estimulo (15,135g), este filamento foi considerado
como valor de corte. Esta forma de apresentacdo dos filamentos minimiza o risco de
habituagdo do animal a resposta’ (Figura 4). Este teste foi aplicado antes da cirurgia, bem
como em diversos tempos apoOs a cirurgia ou os tratamentos. Os resultados foram avaliados
através da comparagdo das médias das medidas iniciais (basal) e finais ou, quando

determinado, através da comparagdo das médias obtidas nos diferentes grupos experimentais.
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Figura 4 - Filamentos de Von Frey

3.3.3 Determinacao da hiperalgesia térmica

A avaliagdo da hiperalgesia térmica foi realizada por meio do teste plantar de
Hargreaves et al. (1984)”. Esse teste consiste no aquecimento, por meio de fonte de luz
infravermelha dirigida, da regido plantar da pata traseira do rato, até que o animal apresente o
comportamento da retirada da pata ou o aquecimento da pata atinja o limite de tempo
predeterminado.

Os animais foram colocados em compartimentos de acrilico individual e posicionados
sobre uma superficie de vidro especial, que permite a passagem de forma homogénea da luz e
do calor, durante cinco minutos, para adaptagdo ao ambiente. Apos esse periodo, uma fonte de
luz infravermelha, colocada sob cada uma das patas traseiras do animal, é acionada
juntamente com um cronometro eletronico, até que o animal retire a pata, quando, entdo, a
fonte de luz e o reldogio param automaticamente. Na situacdo em que o animal ndo apresentar
reacdo, ¢ estipulado um tempo limite maximo de corte do experimento de 15.1 segundos para
a preservacdo da sua integridade fisica.

Os resultados foram avaliados por meio de comparacdo das médias obtidas nos

diferentes grupos experimentais.
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Figura 5 - Teste plantar

3.4 Avaliacao Funcional

Para avaliagdo da atividade funcional foi utilizado o indice funcional do isquiatico
(IFC). Nessa avaliagdo, sdo analisadas as pegadas das patas posteriores dos animais em uma
passarela de madeira. As impressdes das pegadas foram obtidas pelo método proposto por De
Medinaceli et al. (1984)®, que emprega tiras de papel impregnado com azul de bromofenol.
Para a impressdo das pegadas, azul de bromofenol (forma anidra) (Sol-Tech -Brasil) foi
dissolvido a 1% em acetona absoluta. Essa solugdo tem cor alaranjada. As folhas de papel
foram mergulhadas nesta solugdo e posteriormente secas ao ar livre. Depois de secas, as
folhas de papel foram cortadas em tiras de 44 cm de comprimento por 8,7 cm de largura e
estocadas em embalagens plasticas, para evitar o contato com a umidade. A passarela (44 cm
X 8,7 cm) foi construida em madeira, de acordo com De Medinaceli et al. (1984), sendo
fechada nas laterais e dotada de uma casinhola ao final, onde o animal, apds percorrer todo
seu comprimento, encontra grios de ragao®” *! (Figura 6).

Antes do inicio dos experimentos, os animais foram treinados a caminhar na passarela.
Foram considerados aptos para o experimento 0s animais que percorressem a passarela, da

abertura inicial até a casinhola, sem parar ou retornar em dire¢@o ao inicio da passarela.
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Figura 6 - Vista geral da passarela
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Para a realizacdo dos experimentos, as patas posteriores dos animais foram
umedecidas em agua, para possibilitar a marcacdo das folhas tingidas. Os seguintes
parametros foram mensurados nas pegadas obtidas: (1) comprimento da pegada (PL, do inglés
print length); (2) espalhamento total dos dedos, do 1° ao 5° (TS, do inglés total spread of toes)
e (3) espalhamento dos dedos intermediarios, do 2° ao 4° (IT, do inglés intermediate toes).
Para a obteng@o das medidas, foi utilizado paquimetro eletronico (MYTUTOYO - Brasil).
Estes dados foram coletados e analisados para a pata ndo operada (NPL, NTS e NIT) e
operada (EPL, ETS e EIT) (Figura 7).

Os dados obtidos foram analisados por meio da equagdo desenvolvida por De

Medinaceli et al. (1984)* e adaptada por Bain et al. (1989)* e Hare et al. (1992)¥, como se
segue:

IFC=-38,3 x [(EPL-NPL)/NPL] + 109,5 x [(ETS-NTS)/NTS] + 13,3 x [(EIT-NIT)/NIT] - 8,8

Onde:

N= Normal

E= Experimental

PL= Comprimento da pata

TS= Espalhamento total dos dedos

IT= Espalhamento dos dedos intermediarios
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Os resultados obtidos com esta equacdo sdo expressos como percentual negativo da
funcdo normal, em que 0 (zero) corresponde a fun¢do normal, ou auséncia de deficiéncia, e -

100 (menos cem) corresponde a disfuncao total.

As mediadas foram realizadas antes (medida basal) e em diferentes tempos apds a

cirurgia ou tratamentos.

Figura 7 - Esquema da impressao em papel da pata

A

Esquema da impressao em papel da pata de um rato normal (A) e com lesdo do nervo isquiatico (B)
Fonte: Reis et al. (2008)*.

3.5 Tratamentos farmacolégicos

Para avaliar o envolvimento de prostandides nos fendmenos nociceptivos induzidos
pela compressdo do nervo isquiatico, foi utilizada Indometacina (Sigma Chem. Co., EUA),
um anti-inflamatorio ndo esteroidal (AINE), na dose de 4 mg/Kg, i.v., administrada 60
minutos antes da avaliagdo dos fendmenos nociceptivos e funcional.

Para avaliar o envolvimento da liberagdo de opidides enddogenos nessas mesmas
condi¢des experimentais, os animais foram tratados com Naloxona (Nx) (Cloridrato de
naloxona, Sigma Chemical CO., EUA), na dose de 5,0 mg/Kg, s.c., administrada 60 minutos
antes da avaliacdo dos fendmenos nociceptivos e funcional.

Os grupos controles receberam salina 0,9% ou tris (1M, pH 8,0) nas mesmas

condi¢des do grupo experimental correspondente.
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Foi também utilizado um grupo controle adicional, constituido por animais tratados
com morfina (M) (sulfato de morfina, Protequim Brasil), na dose de 5,0 mg/Kg, s.c.,
administrada 60 minutos antes da avaliagdo dos fendmenos nociceptivos e funcional.

3.6 Protocolos de tratamento

Ultrassom terapéutico: o protocolo consistiu em tratamentos diarios, a partir da 24*

hora apds o procedimento cirtrgico, perdurando por 21 dias. As aplicagdes duraram 2
minutos. Foi utilizado o equipamento Avatar V (KLD Biosistemas - Brasil) devidamente
calibrado pelo fabricante e aferido no Laboratdério de Ultrassom da Escola Politécnica da
Universidade de S@o Paulo. Foi utilizado transdutor (cabecote) com frequéncia de 1 MHz,
area de radiacdo efetiva (ERA) de 0,99 cm? no modo pulsado (1:5 ou 20 %) e com
intensidade variada dependendo do grupo experimental, ou seja, 0,20 W/cm?, 0,50 W/cm? e
1,0 W/em? (Figura 8). O meio de acoplamento foi o gel a base de agua. O cabecote foi
colocado em posigdo perpendicular e movimentos circulares foram realizados. A contencdo
do animal foi manual, sem a necessidade de anestesia.

A poténcia média do equipamento foi aferida previamente ao experimento, com o

auxilio do medidor de poténcia.

Figura 8 - Equipamento ultrassom terapéutico
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Laser de baixa poténcia: o protocolo consistiu em tratamentos intercalados (dia sim,

dia ndo), a partir do primeiro dia do pds-operatorio, perdurando por 21 dias. Foi utilizado o
Laser Arseneto de Galio Aluminio (GaAsAl) (DMC ®, Sao Carlos- Brasil) (Figura 9) pulsatil,
com comprimento de onda de 830 nm, poténcia instantdnea 100 mW, tempo de exposigdo e
densidade de energia com intensidade variada, dependendo do grupo experimental (Tabela 1).
Foi utilizada a técnica pontual, em que s@o aplicados trés pontos do lado esquerdo e 3 pontos
do lado direito da cicatriz cirargica (total de 6 pontos). A contengdo do animal foi manual,

sem a necessidade de anestesia.

A poténcia média do equipamento foi aferida previamente ao experimento, com o

auxilio do medidor de poténcia.

Figura 9 - Equipamento Laser GaAsAl

Tabela 2 - Protocolo de irradiaciao do Laser de baixa poténcia.

Densidade de Energia Tempo Area irradiada Aplicacao
107 J/em? (3 J) 30s 0,028 cm? Pontual
214 J/em? (6 J) 60 s 0,028 cm? Pontual

714 J/em? (20,4 J) 200 s 0,028 c? Pontual

J: Joule; s: segundos; cm?: centimetros quadrados.
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3.7 Analise histologica

Apbs eutanasia, o nervo isquidtico foi dissecado desde sua origem até sua trifurcac@o,
na fossa poplitea, visualizando assim o ponto de pincamento. Foi realizada a seccdo dessa
area e os fragmentos foram colocados imediatamente em cassetes individuais, identificados.
Os cassetes foram mergulhados em solugédo fixadora de Bouin (acido picrico, acido acético,
formalina) por 24 horas. Posteriormente foram lavados em agua corrente ¢ o material foi
transferido para concentragdes diferentes de etanol (50%, 70%, 80%, 90% e 100%). Para
diafanizagdo, foram realizados dois banhos de xilol (15 minutos cada). Em seguida o material
foi impregnado em parafina liquida, durante 3 horas. Os blocos obtidos apds impregnacdo em
parafina foram aparados e cortados em micrétomo rotativo, na espessura de 10 um. Em
seguida as secgdes foram colocadas em laminas de vidro previamente revestidas com
albumina, secadas e coradas pelo método convencional de hematoxilina-eosina.

As secgdes histologicas foram avaliadas em microscopio de luz com objetiva de 10 ¢
40X e aumento final de 100 e 400x, respectivamente, acoplado ao software Image-Pro Plus
4.1.

A analise morfologica foi realizada a partir da captura da imagem de cada fasciculo,
com o maior aumento. Cortes com artefatos de técnica grosseiros (rachaduras, dobras,
coloracdo pobre) foram descartados nessa fase. O proximo passo consistiu da captura
sequencial de areas internas de cada fasciculo, que foram convertidas em imagens 32-bit e
limpas de qualquer vaso sanguineo, fibras degeneradas e artefatos. Foram fotografados cinco
campos aleatorios, tomando-se cuidado para ndo haver repeticio de imagem. Para isso
utilizamos um recurso do programa que gera uma grade, com linhas horizontais e verticais,
formando quadrados de forma homogénea. As fibras mielinizadas individuais foram indicadas
pelo cursor, contadas automaticamente, sendo entdo calculado o valor médio de cinco cortes

de cada segmento do nervo (Figura 10).
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Figura 10 - Esquema ampliado da contagem das fibras mielinicas
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Axobnios (setas finas) e nicleos das células de Schwann (seta grossa).

3.8 Grupos experimentais

O estudo foi realizado em trés etapas: caracterizagdo do modelo experimental,
definicdo das dosimetrias dos recursos fisicos e a aplicagdo conjunta destes recursos. Os
animais foram distribuidos em diferentes grupos experimentais, conforme os procedimentos
descritos abaixo:

Para a caracteriza¢do do modelo experimental

Grupo Lesado: constituido por animais submetidos ao procedimento cirargico para

pingamento do nervo, porém ndo submetidos a nenhum tipo de tratamento (n= 5 animais).

Grupo Sham: constituido por animais que passaram pelo mesmo procedimento
cirargico, porém o nervo isquidtico nao foi pin¢ado. Esses animais ndo receberam nenhum

tipo de tratamento (n= 5 animais).
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Grupo Naive: constituido por animais que ndo passaram por nenhum procedimento

cirurgico e ndo receberam nenhum tipo de tratamento (n= 4 animais).

Grupo AINEs. constituido por animais submetidos ao procedimento cirurgico ¢ que
receberam diariamente, durante 8 dias (a partir do primeiro dia do pds-operatorio),
indometacina administrada 60 minutos antes da avaliagdo dos fendmenos nociceptivos ¢

parametro funcional (n= 5 animais).

Grupo controle AINEs: constituido por animais que ndo foram submetidos ao

procedimento cirtirgico e que receberam diariamente indometacina nas mesmas condi¢oes

experimentais (n=5)

Grupo Tris: constituido por animais submetidos ao procedimento cirirgico ¢ que
receberam diariamente, durante 8 dias (a partir do primeiro dia do pos-operatorio), Tris
(diluente da Indometacina) administrada 60 minutos antes da avaliagdo dos fendmenos

nociceptivos e parametro funcional (n= 5 animais).

Grupo controle Tris: constituido por animais que ndo foram submetidos ao
procedimento cirurgico e que receberam diariamente Tris, nas mesmas condicoes

experimentais (n= 5 animais).

Grupo Morfina: grupo controle positivo, constituido por animais submetidos ao

procedimento cirurgico e que receberam diariamente, durante 9 dias (a partir do primeiro dia
do pds-operatodrio), administrada 60 minutos antes da avaliacdo dos fendmenos nociceptivos ¢

parametro funcional (n= 5 animais).

Grupo controle Morfina: grupo controle positivo, constituido por animais que nao

foram submetidos ao procedimento cirurgico e que receberam diariamente morfina nas

mesmas condi¢gdes experimentais (n= 5 animais).

Grupo Salina: constituido de animais submetidos procedimento cirurgico ¢ que
receberam diariamente, durante 9 dias (a partir do primeiro dia do pds- operatério), salina,
administrada 60 minutos antes da avaliagdo dos fendmenos nociceptivos e pardmetro

funcional (n= 5 animais).

Grupo controle Salina: constituiido de animais que ndo foram submetidos

procedimento cirurgico e que receberam diariamente salina, nas mesmas condicoes

experimentais (n= 5 animais).
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Definicdo das dosimetrias dos recursos fisicos

Grupo UST — 0.20 W/cm?: constituido por animais submetidos ao procedimento

cirurgico e que foram tratados com UST - dosimetria 0.20 W/cm? (n= 5 animais).

Grupo UST — 0.50 W/cm?: constituido por animais submetidos ao procedimento

cirurgico e que foram tratados com UST - dosimetria 0.50 W/cm? (n= 5 animais).

Grupo UST — 1.0 W/cm?: constituido por animais submetidos ao procedimento

cirurgico e que foram tratados com UST - dosimetria 1.0 W/cm? (n= 5 animais).

Grupo controle positivo UST: constituido por animais que ndo foram submetidos ao

procedimento cirurgico e que foram tratados com UST desligado (simulado) (n=35 animais).

Grupo controle negativo UST: constituido por animais que foram submetidos ao

procedimento cirurgico e que foram tratados com UST desligado (simulado) (n=35 animais).

Os tratamentos com o UST tiveram inicio 24 horas apos o procedimento cirurgico,

perdurando por 21 dias consecutivos.

Grupo LBP — 3 J: constituido por animais submetidos ao procedimento cirirgico e que

foram tratados com LBP - dosimetria 3 J (n=5 animais).

Grupo LBP — 6 J: constituido por animais submetidos ao procedimento cirirgico e que

foram tratados com LBP - dosimetria 6 J (n=5 animais).

Grupo LBP — 20.4 J: constituido por animais submetidos ao procedimento cirurgico e

que foram tratados com LBP - dosimetria 20.4 J (n=5 animais).

Grupo controle positivo LBP: constituido por animais que ndo foram submetidos ao

procedimento cirurgico ¢ que foram tratados com LBP desligado (simulado) (n= 5 animais).

Grupo controle negativo LBP: constituido por animais que foram submetidos ao

procedimento cirurgico ¢ que foram tratados com LBP desligado (simulado) (n= 5 animais).

Os tratamentos com o LBP tiveram inicio 24 horas apds o procedimento cirurgico. O
LBP foi aplicado em dias alternados (dia sim dia ndo), nos 21 dias subsequentes ao

procedimento cirtirgico.
Aplica¢do conjunta dos recursos fisicos

Grupo UST+LBP: constituido por animais submetidos ao procedimento cirirgico e

que foram tratados com UST (dosimetria 1.0 W/cm?) e com LBP (6 J) (n=5 animais).
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Grupo controle positivo UST+LBP: constituido por animais que nao foram submetidos

ao procedimento cirargico e que foram tratados com os recursos fisicos desligados (simulado)

(n=5 animais).

Grupo controle negativo UST+LBP: constituido por animais que foram submetidos ao

procedimento cirurgico e que foram tratados com os recursos fisicos desligados (simulado)

(n=5 animais).

Grupo Naloxona: constituido por animais que foram submetidos ao procedimento

cirurgico e que receberam Naloxona no primeiro dia pds-operatorio e que foram tratados com

0s recursos (n=5 animais).

Grupo Naive Naloxona: constituido por animais que ndo foram submetidos ao

procedimento cirtirgico, que foram tratados com os recursos fisicos desligados (simulado) e
que receberam Naloxona 10 mg/kg, s.c., no primeiro dia pos-operatdrio e administrada 30

minutos antes da avaliagdo dos fendmenos nociceptivos e parametro funcional (n=5 animais).

Grupo Salina: constituido de animais submetidos procedimento cirurgico e que
receberam salina, no primeiro dia pds-operatorio, administrada 60 minutos antes da avaliacdo

dos fenomenos nociceptivos e parametro funcional (n= 5 animais).

Os tratamentos com o UST+LBP tiveram inicio 24 horas apds o procedimento
cirurgico. A aplicagdo do UST foi realizada em dias consecutivos e a do LBP, em dias

alternados (dia sim, dia ndo).

3.9 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio da andlise de variancia associada ao teste

de Tukey, para comparacdo de mais de duas médias. O indice de significancia foi de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacio dos fendmenos nociceptivos e da alteracio funcional induzidos pelo

pincamento do nervo isquiatico de ratos

Apo6s adaptacdo prévia dos animais aos testes comportamentais e funcional, os valores
basais da resposta dos animais para cada um dos testes, foram determinados. Em seguida,
foram realizados os procedimentos cirirgicos especificos para cada grupo. Os animais foram
reavaliados 7, 14 e 21 dias ap6s a cirurgia, para verificacdo de possiveis alteragcdes do limiar

nociceptivo e da fungdo motora.

4.1.1 Caracterizagdo dos fendmenos nociceptivos

4.1.1.1 Hiperalgesia mecanica

O pingamento do nervo acarretou diminui¢do significativa do limiar nociceptivo dos
animais (grupo GL), quando comparado com a medida inicial (basal) ou com os grupos Sham
(GS) e Naive (GN), caracterizando o fendmeno de hiperalgesia. Esse fenomeno foi detectado
durante todo o periodo de observagdo (Figura 11). Houve diferenca estatistica, entre o 7° ¢ 21°
dias. O pico de hiperalgesia ocorreu no 7° dia, regredindo parcialmente, a seguir.

Com relagdo aos GS e GN, ndo foram observadas diferencas significativas entre as

medidas iniciais e as medidas obtidas nos demais periodos (Figura 11).
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Figura 11 - Hiperalgesia mecanica induzida pelo pincamento do nervo isquiitico de

ratos.
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O limiar nociceptivo, avaliado pelo teste de pressdo de pata e expresso (em gramas - g), foi determinado antes
(tempo zero — medida inicial), 7, 14 e 21 dias ap0s a les@o. Os resultados representam a média * e.p.m. de cinco
animais por grupo. *p <0.05 por comparagdo com a medida inicial (basal); # p <0.05 por compara¢do com 0s
grupos Sham e Naive.
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4.1.1.2 Alodinia mecanica

O pingamento do nervo acarretou diminui¢do na intensidade do estimulo tatil
necessario para induzir a resposta da retirada da pata, no GL, quando comparado com a
medida inicial (basal) ou com os GS e GN, caracterizando o fendmeno de alodinia. Esse
fendmeno persistiu até o 21° dia pos-operatorio (Figura 12).

Com relagdo aos GS e GN, ndo foram observadas diferengas estatisticas entre as

medidas iniciais e as medidas obtidas nos demais periodos (Figura 12).

Figura 12 - Alodinia mecénica induzida pelo pincamento do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar de resposta ao estimulo tatil (filamentos de von Frey) esta representado como a intensidade do estimulo
(em gramas - g) necessaria para induzir a retirada da pata. As medidas foram realizadas antes (tempo zero), 7, 14
e 21 dias apds o pingamento do nervo isquidtico. Os resultados representam a média + e.p.m. de cinco animais
por grupo. * p <0.05 por comparagdo com a medida inicial (basal); # p <0.05 por comparagdo com 0s grupos
Sham e Naive.



51

4.1.1.3 Hiperalgesia termica

Os animais submetidos a cirurgia apresentaram diminuicdo significativa da laténcia de
resposta ao estimulo térmico, em relagdo aos animais ndo-operados. Foi observada diminui¢ao
significativa do grupo Lesado em relagdo a medida inicial e aos grupos controles, Sham e
Naive em todos os periodos de avaliacdo. Nao foi observada diferenca estatistica entre os

grupos controles (Sham e Naive) (Figura 13).

Figura 13 - Hiperalgesia térmica induzida pelo pincamento do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar de resposta ao estimulo térmico foi avaliado pelo teste plantar e expresso em laténcia (segundos - s)
para a resposta de retirada da pata, foi determinado antes (tempo zero — medida inicial), 7, 14 e 21 dias apds a
lesdo. Os resultados representam a média + e.p.m. de cinco animais por grupo. *p <0.05 por comparagdo com a
medida inicial (basal); # p <0.05 por comparacdo com os grupos Sham e Naive.
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4.1.2 Avaliagao funcional: indice funcional do isquiatico (IFC)

As observagdes realizadas logo ap6s o procedimento cirurgico, e também durante todo
o periodo de observagdo (21 dias), mostraram que os animais do GL néo se apoiavam sobre a
pata operada, apresentando dedos em completa aducao e flacidez da pata.

A avaliac¢do funcional mostrou haver diferengas significativas para esse grupo, quando
comparado a medida inicial e também com os grupos GS e GN , detectadas a partir do 7° dia
do periodo pos-operatorio (Figura 14). Contudo, quando se realizou a comparagdo entre os
diferentes periodos, foi observada recuperagdo parcial do indice funcional do grupo GL,
estatisticamente significativa no 21° dia, quando comparado ao 7° dia do pds-operatorio
(Figura 14).

Com relagdo aos GS e GN, ndo foram observadas diferengas estatisticas entre as

medidas iniciais e as medidas obtidas nos demais periodos de observacdo (Figura 14).

Figura 14 - Disfuncido motora induzida pelo pincamento do nervo isquiatico de ratos.
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Para a avaliagdo funcional foi utilizado o indice funcional do isquiatico (IFC). O resultado obtido expressa um
percentual negativo da fung¢@o normal, em que 0 (zero) corresponde a fung@o normal, ou auséncia de deficiéncia,
e -100 (menos cem) corresponde a disfuncgao total. O IFC foi avaliado 7, 14 e 21 dias apds a cirurgia. Os
resultados representam a média * e.p.m. de cinco animais por grupo. *p <0.05 por comparagdo com a medida
inicial (0); # p <0.05 por comparagdo com os grupos Sham e Naive; & p <0.05 por comparagdo com o 7° dia.
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4.2 Efeito do tratamento com Indometacina sobre os fendmenos nociceptivos e as

alteracdes funcionais causadas pelo pingamento do nervo

Para avaliar o envolvimento dos prostanoides na nocicepgdo causada pelo pingamento
do nervo isquiaticos, foi utilizada Indometacina administrada diariamente, administrada a

partir do primeiro dia pds operatorio, 60 min antes das avaliacdes.

4.2.1 Caracterizagdo dos fendmenos nociceptivos

4.2.1.1 Efeito sobre a hiperalgesia mecdnica

O pingamento do nervo acarretou diminui¢do significativa do limiar nociceptivo dos
animais (grupo GL), quando comparado com a medida inicial (tempo 0), caracterizando o
fendmeno de hiperalgesia (Figura 15-A). A administragdo do anti-inflamatério ndo esteroidal
(indometacina) reverteu a hiperalgesia at¢ o 6° dia do pds-operatdrio. No sétimo dia foi
observada inibi¢do parcial desse fendmeno. A partir do oitavo dia ndo foi mais detectado
efeito anti-hiperalgésico para a indometacina (Figura 15 — A). Baseado nesses resultados, a
administragdo de indometacina foi interrompida nesse dia, para evitar a manifestacdo de
possiveis efeitos adversos desse farmaco. A administragdo de Tris, nas mesmas condicdes
experimentais, ndo interferiu com a hiperalgesia acarretada pela lesdo nervosa.

Nao foram observadas diferencas significativas nos grupos Sham+indo e Sham+Tris,
quando comparado as medidas iniciais. Como controle adicional, foram realizadas avaliagdes
do limiar nociceptivo de animais Naive tratados com indometacina ou tris, nas mesmas
condi¢des experimentais. Os resultados mostraram que o tris ¢ a indometacina, per se, nao

interferem com o limiar nociceptivo dos animais (Figura 15 — B).
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Figura 15 - Efeito do tratamento com indometacina sobre a hiperalgesia mecéinica
induzida pela lesdo do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar nociceptivo, avaliado pelo teste de pressao de pata e expresso em gramas, foi determinado antes (tempo
zero) e diariamente, por 21 dias apoés a lesdo. Indometacina, ou Tris, foram administrados i.v., diariamente,
durante 8 dias, a partir do primeiro dia do pos-operatorio, 60 min. antes de cada avaliagdo. Painel A: grupo
submetido a lesdo; Painel B: grupo de animais naive (ndo manipulados cirurgicamente) e sham (falso-operados).
Os resultados representam a média + e.p.m. de cinco animais por grupo. *p <0.05 por comparag¢do com a medida
inicial (0); # p< 0,05 por comparagdo com o grupo GL.
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4.2.1.2 Efeito sobre a alodinia mecdnica

O pingamento do nervo acarretou diminui¢do na intensidade do estimulo tatil
necessario para induzir a resposta de retirada da pata, quando comparado com a medida inicial
(tempo 0), caracterizando o fendmeno de alodinia. Esse fendmeno persistiu até o 21° dia pos-
operatorio (Figura 16-A).

A administragdo de Indometacina reverteu significativamente, a alodinia acarretada
pela lesdo do nervo, quando comparado ao grupo GL. Essa reversdao foi observada apenas
quando o anti-inflamatorio foi administrado até o 4° dia do periodo pds-operatorio. A
administragdo do diluente (Tris) ndo interferiu com a alodinia causada pela lesdo do nervo
(Figura 16 - A).

Nao foram observadas diferencas significativas nos grupos Sham+indo e Sham+Tris,
quando comparado com as medidas iniciais. Como controle adicional, foram realizadas
avaliagdes do limiar nociceptivo de animais Naive tratados com indometacina ou tris, nas
mesmas condi¢des experimentais. Os resultados mostraram que os diluentes e a indometacina,

per se, ndo interferem com o limiar de resposta dos animais (Figura 16 — B).
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Figura 16 - Efeito do tratamento com indometacina sobre a alodinia mecanica induzida
pela lesdo do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar de resposta ao estimulo tétil (filamentos de von Frey) est4 representado como a intensidade de estimulo
(g) necessaria para induzir a retirada da pata. As medidas foram realizadas antes (tempo zero), e diariamente, por
21 dias apo6s o pingamento do nervo isquiatico. Indometacina, ou Tris, foram administrados i.v., diariamente,
durante 8 dias, a partir do primeiro dia do pos-operatorio, 60 min. antes de cada avaliagdo. Painel A: grupo
submetido a lesdo; Painel B: grupo de animais naive (ndo manipulados cirurgicamente) e sham (falso-operados).
Os resultados representam a média + e.p.m. de cinco animais por grupo. *p <0.05 por comparacdo com a medida
inicial (0); # por comparagdo com o grupo GL.
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4.2.1.3 Efeito sobre a hiperalgesia térmica

Os animais submetidos a cirurgia apresentaram diminuicao significativa da laténcia de
resposta de retirada da pata ao estimulo térmico, em relacdo a medida inicial, em todos os
periodos de avaliacdo evidenciando o fenomeno de hiperalgesia térmica (Figura 17-A). A
administragdo de Indometacina reverteu parcialmente, porem  significativamente, a
hiperalgesia térmica acarretada pela lesdo do nervo, quando comparado ao grupo GL ¢ seu
diluente. Essa reversdo foi observada apenas quando o anti-inflamatério foi administrado até o
5° dia do periodo pods-operatorio. A administracdo do diluente (Tris) ndo interferiu com a
hiperalgesia térmica causada pela lesdo do nervo (Figura 17 - A).

Nao foram observadas diferencas significativas nos grupos Sham+indo e Sham+Tris,
quando comparado com as medidas iniciais. Como controle adicional, foram realizadas
avaliagdes do limiar nociceptivo de animais Naive tratados com indometacina ou diluente, nas
mesmas condi¢des experimentais. Os resultados mostraram que os diluentes e a indometacina,

per se, ndo interferem com o limiar de resposta dos animais (Figura 17 — B).



58

Figura 17 - Efeito do tratamento com indometacina sobre a hiperalgesia térmica
induzida pelo pincamento do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar de resposta ao estimulo térmico foi avaliado pelo teste plantar, e determinado antes (tempo zero) e
diariamente, por 21 dias apds a lesdo, e expresso em laténcia (segundos - s). Indometacina ou tris foram
administradas i.v., diariamente, por 8 dias, a partir do primeiro dia do pos-operatério, 60 min. antes de cada
avaliac@o.Painel A: grupo submetido a lesdo; Painel B: grupo de animais naive (ndo manipulados
cirurgicamente) e sham (falso-operados). Os resultados representam a média + e.p.m. de cinco animais por
grupo. *p <0.05 por comparagdo com a medida inicial (0); # p< 0,05 por comparagdo com o grupo GL
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4.2.2 Efeito do tratamento com Indometacina sobre o indice funcional do isquiatico (IFC) de

ratos submetidos a lesdo do nervo isquidtico

As avaliacdes realizadas logo apds o procedimento cirurgico, e também durante todo o
periodo de observagdo (21 dias), mostraram que os animais do GL ndo se apoiavam sobre a
pata operada, apresentando dedos em completa aduc@o ¢ flacidez da pata.

A avaliac¢do funcional mostrou haver diferengas significativas para esse grupo, quando
comparado a medida inicial, detectadas a partir do 7° dia do periodo pos-operatorio (Figura
18). Contudo, quando se realizou a comparagdo entre os diferentes periodos, foi observada
recuperagdo parcial do indice funcional, que foi significativa no 21° dia, quando comparado
ao 7° dia do pos-operatorio. A administragdo de Indometacina ou tris ndo interferiu com a

manifestagdo das alteragdes funcionais ou a recuperagdo dessas alteracdes. (Figura 18).

Nao foram observadas diferengas significativas nos grupos Sham+indo e Sham-+tris,
quando comparado com as medidas iniciais. Como controle adicional, foram realizadas
avaliagdes do limiar nociceptivo de animais Naive tratados com indometacina ou diluente, nas
mesmas condi¢des experimentais. Os resultados mostraram que a indometacina e o tris, per

se, ndo interferem com o IFC dos animais (Figura 18).
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Figura 18 - Efeito do tratamento com indometacina sobre a alteracio do indice
funcional de ratos submetidos a lesdo do nervo isquiatico.
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Para a avaliagdo funcional foi utilizado o indice funcional do isquiatico (IFC). O resultado expressa um
percentual negativo da fungdo normal, em que O (zero) corresponde a fungdo normal, ou auséncia de
deficiéncia, e -100 (menos cem) corresponde a disfuncao total. O IFC foi determinado no 7°, 14° e 21° dias
apos a cirurgia. Indometacina, ou Tris, foram administrados i.v., diariamente, por 8 dias, a partir do primeiro
dia do pds-operatorio. Nos dias da avaliagdo funcional, ao inibidor foi administrado 60 min. antes de cada
avaliac@o. Os resultados representam a média * e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por comparagdo
com a medida inicial (0); & p< 0,05 por comparagdo com o 7° dia.
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4.3 Efeito do tratamento com morfina sobre os fen6menos nociceptivos e as alteracoes

funcionais originadas pelo pincamento do nervo

Neste estudo, foi também avaliado o efeito da morfina, um firmaco usualmente
utilizado no tratamento de dores persistentes. O opidide foi administrado diariamente, a partir

do primeiro dia pos-operatorio, 60 minutos antes das avaliagdes comportamentais.

4.3.1 Caracterizagao dos fendmenos nociceptivos

4.3.1.1 Efeito sobre a hiperalgesia mecdnica

O pingamento do nervo acarretou diminuicdo significativa do limiar nociceptivo dos
animais, quando comparado com a medida inicial (tempo 0), caracterizando o fendmeno de
hiperalgesia (Figura 19-A).

A administragdo de sulfato de morfina diariamente, 60 minutos antes das avalia¢cdes
inibiu a hiperalgesia até o oitavo dia de avaliagdo. Além da reversdo desse fendmeno, o
opidide acarretou aumento significativo, do limiar nociceptivo dos animais, quando
comparado a medida basal (tempo 0), até o 4 ° dia do pos-operatério (Figura 19 — A). A
administragdo de salina, nas mesmas condigdes experimentais, ndo interferiu com a
hiperalgesia acarretada pelo pincamento do nervo. Como controle adicional, foram realizadas
avaliacoes do limiar nociceptivo de animais Naive e Sham tratados com sulfato de morfina ou
salina, nas mesmas condi¢des experimentais. Os resultados mostraram aumento significativo
do limiar nociceptivo de animais tratados com a morfina, quando comparado aos valores
basais (tempo 0), perdurando até o sexto dia. Por outro lado, o tratamento com salina nao
interferiu, per se, com o limiar nociceptivo dos animais (Figura 19 — B).

Baseado nos dados obtidos, o tratamento com morfina foi interrompido no 9° dia do

pos-operatorio.
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Figura 19 - Efeito do tratamento com morfina sobre a hiperalgesia mecanica induzida
pela lesao do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar nociceptivo, avaliado pelo teste de pressdo de pata e expresso em gramas (g), foi determinado antes
(tempo zero) e diariamente, por 21 dias apos a lesdo apos a lesdo. Morfina ou salina foram administradas s.c.,
diariamente, por 9 dias, a partir do primeiro dia do pos-operatorio, 60 min. antes de cada avaliacdo. Painel A:
grupo submetido a lesdo; Painel B: grupo de animais naive (ndo manipulados cirurgicamente) e sham (falso-
operados). Os resultados representam a média + e.p.m. de cinco animais por grupo. *p <0.05 por comparagdo
com a medida inicial (0); # p< 0,05 por comparagdo com o grupo GL
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4.3.1.2 Efeito sobre a alodinia mecdnica

O pingamento do nervo acarretou diminui¢do na intensidade do estimulo tatil
necessario para induzir a resposta da retirada da pata, quando comparado com a medida inicial
(tempo 0), caracterizando o fendmeno de alodinia. Esse fendmeno persistiu até o 21° dia pos-
operatorio (Figura 20-A).

A administracdo de sulfato de morfina diariamente, 60 minutos antes das avaliagdes
inibiu a alodinia até o sexto dia de avaliacdo. A administragdo de salina, nas mesmas
condi¢des experimentais, ndo interferiu com a alodinia acarretada pelo pingamento do nervo
(Figura 20 - A).

Nao foram observadas diferencas significativas nos grupos Sham+Morfina e
Sham+Salina, quando comparado com as medidas iniciais. Como controle adicional, foram
realizadas avaliagdes do limiar nociceptivo de animais Naive tratados com sulfato de morfina
ou salina, nas mesmas condigdes experimentais. Os resultados mostraram que a morfina ¢ a

salina, per se, ndo interferem com o limiar de resposta dos animais (Figura 20 — B).
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Figura 20 - Efeito do tratamento com sulfato de morfina sobre a alodinia mecéinica
induzida pela lesdo do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar de resposta ao estimulo tatil estd representado como a intensidade de estimulo em grama (g) necessaria
para induzir a retirada da pata. As medidas foram realizadas antes (tempo zero), e diariamente, por 21 dias apds
o pingamento do nervo isquidtico. Morfina ou salina foram administradas s.c., diariamente, por 9 dias, a partir do
primeiro dia do pos-operatério, 60 min. antes de cada avaliagdo. Painel A: grupo submetido & lesdo; Painel B:
grupo de animais naive (ndo manipulados cirurgicamente) e sham (falso-operados). Os resultados representam a
média  e.p.m. de cinco animais por grupo. *p <0.05 por comparagdo com a medida inicial (0); # p< 0,05 por
comparagao com o grupo GL.
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4.3.1.3 Efeito sobre a hiperalgesia térmica

Os animais submetidos a cirurgia apresentaram diminuicao significativa da laténcia de
resposta de retirada da pata ao estimulo térmico, em relacdo a medida inicial, em todos os
periodos de avaliacdo evidenciando o fenomeno de hiperalgesia térmica (Figura 21-A). A
administra¢do de sulfato de morfina diariamente, 60 minutos antes das avalia¢Oes inibiu a
hiperalgesia térmica até o quarto dia de avaliagdo. A administragdo do diluente (Salina) ndo
interferiu com a hiperalgesia causada pela lesdo do nervo (Figura 21 - A).

Nao foram observadas diferengas significativas nos grupos Sham+morfina e
Sham+Salina, quando comparado com as medidas iniciais. Como controle adicional, foram
realizadas avaliagdes do limiar nociceptivo de animais Naive tratados com a morfina e a
salina, nas mesmas condi¢cdes experimentais. Os resultados mostraram que a morfina e a

salina, per se, ndo interferem com o limiar de resposta dos animais (Figura 21 — B).
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Figura 21 - Efeito do tratamento com sulfato de morfina sobre a hiperalgesia térmica
induzida pela lesdo do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar de resposta ao estimulo térmico foi avaliado pelo teste plantar, e determinado antes (tempo zero) e
diariamente, por 21 dias apos a lesdo, e expresso em laténcia (segundos - s) . Morfina ou salina foram
administradas s.c., diariamente, por 9 dias, a partir do primeiro dia do pds-operatério, 60 min. antes de cada
avaliac@o.Painel A: grupo submetido a lesdo; Painel B: grupo de animais naive (ndo manipulados
cirurgicamente) e sham (falso-operados). Os resultados representam a média + e.p.m. de cinco animais por
grupo. *p <0.05 por comparagdo com a medida inicial (0); # p< 0,05 por comparagdo com o grupo GL.
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4.3.2 Efeito do tratamento com sulfato de morfina sobre o indice funcional do isquidtico (IFC)

de ratos submetidos a lesdo do nervo isquiatico

As avaliag¢Ges realizadas logo apds o procedimento cirtirgico, e também durante todo o
periodo de observagdo (21 dias), mostraram que os animais do GL ndo se apoiavam sobre a
pata operada, apresentando dedos em completa aducao e flacidez da pata.

A avaliac¢do funcional mostrou haver diferengas significativas para esse grupo, quando
comparado a medida inicial, detectadas a partir do 7° dia do periodo pds-operatério. Contudo,
quando se realizou a comparagdo entre os diferentes periodos, foi observada recuperagio
parcial do indice funcional, que foi significativa no 21° dia, quando comparado ao 7° dia do
pos-operatorio. A administracdo de morfina ou salina néo interferiu com a manifestagdo das

alteragOes funcionais ou a recuperagdo dessas alteracdes (Figura 22).

Nao foram observadas diferencas significativas nos grupos Sham+morfina e
Sham+salina, quando comparado com as medidas iniciais. Como controle adicional, foram
realizadas avaliagdes do limiar nociceptivo de animais Naive tratados com morfina ou salina,
nas mesmas condigdes experimentais. Os resultados mostraram que a morfina e a salina, per

se, ndo interferem com IFC dos animais (Figura 22).
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Figura 22 - Efeito do tratamento com sulfato de morfina sobre a alteracio do indice
funcional de ratos submetidos a lesdo do nervo isquiatico.
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Para a avaliagdo funcional foi utilizado o indice funcional do isquiatico (IFC). O resultado expressa um
percentual negativo da fung¢@o normal, em que 0 (zero) corresponde a fung@o normal, ou auséncia de deficiéncia,
e -100 (menos cem) corresponde a disfung@o total. O IFC foi determinado no 7°, 14° e 21° dias apos a cirurgia.
Morfina ou salina foram administradas s.c., diariamente, durante 9 dias. Nos dias das avaliagdes, o opidide foi
administrado 60 min. antes de cada avalia¢@o. Os resultados representam a média * e.p.m. de cinco animais por
grupo. * p< 0,05 por comparagdo com a medida inicial (0); & p< 0,05 por comparagdo com a medida do sétimo
dia pds-operatorio.

4.4 Analise histologica do nervo isquiatico submetido ao pincamento

Nossos resultados estdo apresentados tendo como base o estudo da morfologia da parte
distal do coto proximal ao pingamento do nervo isquiatico, devidamente localizado pelo fio de
sutura.

O nervo isquiatico dos animais dos grupos naive ¢ sham apresentou distribuicdo
regular de fibras mielinicas de diferentes diametros, havendo proporcionalidade entre o
tamanho de fibras e a espessura da bainha de mielina (figura 23 A e B respectivamente).

No grupo lesado, observou-se diminuicdo do tamanho das fibras mielinicas e também

alteragdo no formato das fibras nervosas, indicando processo degenerativo (figura 23 — C).

Essas caracteristicas foram observadas também nos grupo tratados com indometacina
¢ morfina, demonstrando que a administracdo dos farmacos ndo interferiu com o processo

degenerativo.
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Figura 23 - Fotomicrografia do nervo isquiatico.

Fotomicrografia de cortes semifinos de nervo isquiatico, corados com eosina-hematoxilina e transformadas em
imagens de 32-bit. A) Fibras do coto proximal do nervo de um animal do grupo naive (controle) em secgdo
transversal. Observar a regularidade da disposicdo das fibras. B) Fibras do coto proximal do nervo de um animal
do grupo sham (controle) em sec¢do transversal. Observar a regularidade da disposi¢do das fibras. C, D, E, F)
Fibras do coto proximal do nervo de um animal do grupo lesado+salina, lesado+tris, lesado+indometacina e
lesado+morfina, respectivamente, em secgdo transversal. Observar a irregularidade da disposicdo das fibras
mielinizadas. Morfina foi administrada s.c., diariamente, por 9 dias, a partir do primeiro dia do pds-operatorio.
Indometacina foi administradas i.v., diariamente, por 8 dias, a partir do primeiro dia do p6s-operatorio. No 21°
dia do pos-operatério foi realizada a eutanasia e o nervo isquidtico foi dissecado para a obtengdo do tecido.
Aumento 100 X. EP: Epineuro; P: Perineuro; V: Vaso; Seta: fibras mielinizadas; Cabega de seta cheia: axonio;
Cabega de seta vazia: nticleo da célula de Schwann
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Apds 21 dias pos-operatorios, houve diminui¢do significante de fibras mielinicas do

grupo lesado em comparagdo aos grupos Naive e Sham (Figura 24).

Figura 24 - Representacdo grafica da contagem de fibras mielinicas dos grupos Naive,
Sham e Lesado.
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Para andlise morfométrica, foram fotografados cinco campos aleatérios da imagem. Para isso utilizamos um
recurso do programa que gera uma grade, com linhas horizontais e verticais, formando quadrados de forma
homogénea. As fibras mielinizadas individuais foram indicadas pelo cursor, contadas automaticamente e foi
entdo calculado um valor médio de cinco cortes de cada segmento do nervo. No 21° dia do pds-operatorio foi
realizada a eutandsia e o nervo isquidtico foi dissecado para a obtencdo do tecido. * p<0,05 em comparagdo ao
grupo Naive.
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O tratamento com indometacina ou morfina ndo interferiu com o numero de fibras
mielinizadas, indicando que esses farmacos ndo interferem com a regeneracdo nervosa

periférica (Figura 25).

Figura 25 - Representaciio grafica da contagem de fibras mielinicas dos grupos tratados
com indometacina e morfina.
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Para andlise morfométrica, foram fotografados cinco campos aleatérios da imagem. Para isso utilizamos um
recurso do programa que gera uma grade, com linhas horizontais e verticais, formando quadrados de forma
homogénea. As fibras mielinizadas individuais foram indicadas pelo cursor, contadas automaticamente e foi
entdo calculado um valor médio de cinco cortes de cada segmento do nervo. Linha pontilhada representa a média
do ntimero de fibras do grupo Naive (controle). Morfina foi administrada s.c., diariamente, por 9 dias, a partir do
primeiro dia do pos-operatorio. Indometacina foi administradas i.v., diariamente, por 8 dias, a partir do primeiro
dia do pos-operatorio. No 21° dia do pos-operatério foi realizada a eutandsia e o nervo isquidtico foi dissecado
para a obtencdo do tecido. * p<0,05 em comparagdo ao grupo Naive. les: lesdo nervosa; indo- indometacina;
morf-morfina:
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4.5 Definicoes dos parametros do ultrassom terapéutico

Os grupos experimentais descritos a seguir foram tratados com o UST, uma vez ao dia,
por 21 dias consecutivos. A aplicacdo do ultrassom foi iniciada 24 horas apds o procedimento
cirurgico e cada aplicacdo teve duragdo de 2 minutos. Os animais foram submetidos aos testes
nociceptivos e a avaliagdo funcional no 7°, 14° 21° dias apo6s a cirurgia. Como controle, o
grupo Lesado foi submetido ao processo de contensdo manual para o tratamento com o UST,

porem o aparelho foi mantido desligado (simulando um tratamento).

4.5.1 Efeito do UST nos fendmenos nociceptivos induzidos pela lesdo do nervo isquiatico

4.5.1.1 Efeito sobre a hiperalgesia mecdnica

O pingamento do nervo acarretou diminui¢do significativa do limiar nociceptivo dos
animais (grupo GL+simulado), quando comparado com a medida inicial (basal),
caracterizando o fendmeno de hiperalgesia. Esse fendmeno foi detectado durante todo o
periodo de observagdo (Figura 26).

O tratamento com UST-0.2 ndo interferiu significativamente com a hiperalgesia
mecanica, quando comparado ao grupo GL+simulado. Por outro lado, os animais tratados
com UST-0.5 e UST-1.0 apresentaram aumento significativo do limiar nociceptivo, em todo o
periodo de observagdo, quando comparado ao grupo GL+simulado. Para o grupo UST-0.5, a
reversao da hiperalgesia foi parcial, uma vez que foram detectadas diferengas significativas do
limiar nociceptivo em relagdo aos valores basais. Por outro lado, para os animais do grupo
UST-1.0, além do efeito anti-hiperalgésico, foi também observado efeito antinociceptivo,
caracterizado pelo aumento significativo do limiar nociceptivo, em compara¢do com a medida

basal (Figura 26).
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Figura 26 - Efeito do ultrassom terapéutico sobre a hiperalgesia mecinica induzida pela
lesdo do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar nociceptivo, avaliado pelo teste de pressdo de pata e expresso em gramas (g), foi determinado antes
(tempo zero) e 7, 14 e 21 dias apds o pingamento do nervo isquiatico. O tratamento com UST teve inicio 24
horas ap6s o procedimento cirargico, perdurando por 21 dias consecutivos. Os resultados representam a média +
e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por comparacdo com a medida inicial (0); # p< 0,05 por
comparagdo com o grupo GL+simulado; & p< 0,02 por comparagdo com o grupo UST-0.2; § p< 0,05 por
comparacdo com o grupo UST-0.5.
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4.5.1.2 Efeito sobre a alodinia mecdnica

O pingcamento do nervo acarretou diminui¢do na intensidade do estimulo tatil
necessario para induzir a resposta da retirada da pata, quando comparado com a medida inicial
(basal), caracterizando o fendmeno de alodinia. Esse fenomeno persistiu até o 21° dia pds-
operatorio (Figura 27).

Os animais tratados com UST apresentaram, quando comparado ao grupo
GL+simulado, inibi¢do da alodinia, de forma dose- e tempo-dependentes, sendo que para a
dose de 1.0, foi detectada reversdo total desse fendmeno no 21° dia do pos-operatorio (Figura

27).

Figura 27 - Efeito do ultrassom terapéutico sobre a alodinia mecinica induzida pela
lesdo do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar de resposta ao estimulo tétil estd representado como a intensidade de estimulo (em gramas - g)
necessaria para induzir a retirada da pata. As medidas foram realizadas antes (tempo zero) e 7, 14 e 21 dias apos
o pingamento do nervo isquidtico. O tratamento com UST teve inicio 24 horas ap6s o procedimento cirurgico,
perdurando por 21 dias consecutivos. Os resultados representam a média + e.p.m. de cinco animais por grupo. *
p< 0,05 por comparagdo com a medida inicial (0); # p< 0,05 por comparagdo com o GL+simulado; & p< 0,02
por comparagio com o grupo UST-0.2; § p< 0,05 por comparagéio com o grupo UST-0.5.
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4.5.1.3 Efeito sobre a hiperalgesia térmica

Os animais submetidos a cirurgia apresentaram diminuicdo significativa da laténcia de
resposta ao estimulo térmico, em relacdo a medida basal, evidenciando o fendmeno de
hiperalgesia térmica (Figura 28). O tratamento UST-0.2 ndo interferiu significativamente,
com a hiperalgesia térmica, quando comparado ao GL+simulado. Por outro lado, os animais
tratados com UST-0.5 e UST-1.0 apresentaram aumento significativo do limiar nociceptivo,
em todo o periodo de observacdo, quando comparado ao grupo GL+simulado. Nestes grupos,
o tratamento acarretou a reversao da hiperalgesia foi total, uma vez que ndo foram detectadas

diferencgas significativas em relagdo aos valores basais (Figura 28).

Figura 28 - Efeito do tratamento com ultrassom terapéutico sobre a hiperalgesia térmica
induzida pela lesdo do nervo isquiatico de ratos.

-¥- Grupo Lesado (GL) + Simulado GL+USTO0.2

A GL+USTO05 @ GL+UST1.0
sof e, '
1254 T . # %
5100 *
3 5.0 ;
2.5-
0.0 T y '
4 7 14 21
Tempo (dias)

O limiar nociceptivo foi avaliado pelo teste plantar e esta expresso em laténcia (segundos - s). As medidas foram
realizadas antes (tempo zero) e diariamente, durante 21 dias apés o pingamento do nervo isquidtico. O
tratamento com UST teve inicio 24 horas apos o procedimento cirurgico, perdurando por 21 dias consecutivos.
Os resultados representam a média + e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por compara¢do com a
medida inicial (0); # p< 0,05 por comparagdo com o grupo GL+simulado; & p< 0,02 por comparacdo com o
grupo UST-0.2; $ p< 0,05 por comparagdo com o grupo UST-0.5.
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4.5.2 Efeito do tratamento com ultrassom terapéutico sobre o indice funcional do isquiatico

(IFC) de ratos submetidos a lesdo do nervo isquidtico

Os animais tratados com UST 1.0 apresentaram inibigdo parcial, mas significativa, das
alteracdes funcionais. Essa inibi¢do foi detectada no 21° dia do periodo pds-operatdrio. Para
as demais doses do UST, ndo foram observadas diferengas significativas do IFC, quando

comparado ao grupo GL+simulado (Figura 29).

Figura 29 - Efeito do tratamento com UST sobre o indice funcional de ratos submetidos
a lesdo do nervo isquiatico.
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Para a avaliag@o funcional foi utilizado o indice funcional do isquiatico (IFC). O resultado obtido expressa
um percentual negativo da fungdo normal, em que 0 (zero) corresponde a fungdo normal, ou auséncia de
deficiéncia, e -100 (menos cem) corresponde a disfungdo total. O tratamento com UST teve inicio 24 horas
apo6s o esmagamento do nervo isquiatico, perdurando por 21 dias consecutivos. Os resultados representam a
média * e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por compara¢do com a medida inicial (0); # p< 0,05
por comparagdo com o GL+simulado; & p< 0,02 por comparagdo com o grupo UST-0.2; $§ p< 0,05 por
comparacdo com o grupo UST-0.5.
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4.5.3 Efeito do tratamento com UST sobre as alteracdes histologicas causadas pelo
pingamento do nervo isquidtico Analise histologica do nervo isquiatico apos tratamento com

UST

Nossos resultados estdo apresentados tendo como base o estudo da morfologia da parte
distal do coto proximal ao pingamento do nervo isquiatico, devidamente localizado pelo fio de
sutura.

O nervo isquidtico dos animais que foram tratados com UST apresentou distribuicao
regular de fibras mielinicas de diferentes diametros, havendo proporcionalidade entre o
tamanho de fibras ¢ a espessura da bainha de mielina (Figura 30 —B,C,D). Por outro lado, no
grupo lesado+simulado, observou-se diminuigdo do tamanho das fibras mielinicas e também

alteragdo no formato das fibras nervosas, indicando processo degenerativo (figura 30 — A).
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Figura 30 - Fotomicrografia do nervo isquiatico de animais tratados com UST e

simulado.

Fotomicrografia de cortes semifinos de nervo isquiatico, corados com eosina-hematoxilina e transformadas em
imagens de 32-bit. A) Fibras do coto proximal do nervo de um animal do grupo simulado em secgdo transversal,
observar a irregularidade da disposigdo das fibras. B) Fibras do coto proximal do nervo de um animal do grupo
UST-0.2, em secgao transversal. C) Fibras do coto proximal do nervo de um animal do grupo UST-0.5, em se¢éo
transversal. D) Fibras do coto proximal do nervo de um animal do grupo UST-1.0, em sec¢do transversal.
Observar a regularidade da disposi¢do e quantidade das fibras (BCD) apds o tratamento com UST. Os
tratamentos tiveram inicio no 1° dia pos-operatério perdurando 21 dias consecutivos. No 21° dia pos-operatorio
foi realizada a eutandsia e o nervo isquiatico foi dissecado para a obtengdo do tecido. Aumento 100 X. EP:
Epineuro; P: Perineuro; V: Vaso; Seta: fibras mielinizadas; Cabega de seta cheia: axonio; Cabeca de seta vazia:
nucleo da célula de Schwann
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A andlise dos resultados mostrou que o tratamento com UST acarreta aumento
significativo do numero de fibras mielinicas, em comparagdo com o grupo GL + simulado
(Figura 31). Os grupos que receberam UST - 0.5 e 1.0 apresentaram aumento significativo do
namero de fibras em relacdo ao UST-0.2. Para todos os tratamentos, a reversdao foi parcial,
uma vez que houve diferenga significativa no nimero de fibras mielinizadas, em comparagéo

com o grupo Naive (Figura 31).

Figura 31 - Representacio grafica do efeito do tratamento com UST sobre o niimero de
fibras mielinicas.
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Para andlise morfométrica, foram fotografados cinco campos aleatérios da imagem. Para isso utilizamos um
recurso do programa que gera uma grade, com linhas horizontais e verticais, formando quadrados de forma
homogénea. As fibras mielinizadas individuais foram indicadas pelo cursor, contadas automaticamente e foi
entdo calculado um valor médio de cinco cortes de cada segmento do nervo. A linha pontilhada representa a
média do numero de fibras do grupo Naive (controle). Os tratamentos tiveram inicio no 1° dia pds-operatorio,
perdurando por 21 dias consecutivos. No 21° dia do pos-operatorio foi realizada a eutandsia e o nervo isquidtico
foi dissecado para a obtengdo do tecido. * p<0,05 em comparag@o ao grupo Naive; # p<0,05 em comparacdo ao
grupo Simulado; & p<0,05 em comparagdo ao grupo UST - 0.2. siml: tratamento simulado.
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4.6 Definicdoes dos parametros do Laser de baixa poténcia

Os grupos experimentais descritos a seguir foram tratados com o LASER de baixa
poténcia, em dias intercalados (dia sim, dia ndo). O tratamento foi iniciado 24 horas apos o
procedimento cirurgico e persistiu até o 21° dia do periodo pos-operatério. Os animais foram
submetidos aos testes nociceptivos e a avaliagdo funcional, no 7°, 14° 21° dias apos a cirurgia.
Como controle, o grupo Lesado foi submetido ao processo de contensdo manual para o

tratamento com o LBP, porem o aparelho foi mantido desligado (simulando um tratamento).

4.6.1 Efeito do LASER de baixa poténcia nos fendmenos nociceptivos induzidos pela lesdo do

nervo isquiatico

4.6.1.1 Efeito sobre a hiperalgesia mecdnica

O pingamento do nervo acarretou diminuicdo significativa do limiar nociceptivo dos
animais (grupo GL+simulado), quando comparado com a medida inicial (tempo 0),
caracterizando o fendmeno de hiperalgesia. Esse fendmeno foi detectado durante todo o
periodo de observagao (Figura 32).

O tratamento com o LBP reverteu, durante todo o periodo de observacdo, a
hiperalgesia mecanica induzida pelo pincamento do nevo. Foi observada diferenca
significativa dos grupos LBP-6J e LBP-20,4] quando comparado ao grupo LBP-3 J, no 14°
dia do periodo pds-operatorio (Figura 32).
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Figura 32 - Efeito do Laser de baixa poténcia sobre a hiperalgesia mecanica induzida
pela lesao do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar nociceptivo, avaliado pelo teste de pressdo de pata e expresso em gramas (g), foi determinado antes
(tempo zero) e 7, 14 e 21 dias apos o pingamento do nervo isquidtico. O tratamento com LBP teve inicio 24
horas ap6s o procedimento cirurgico, foi realizado em dias intercalados, e perdurou até o 21° dia do periodo pds-
operatorio. Os resultados representam a média e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por comparagdo com
a medida inicial (0); # p< 0,05 por comparagdo com o grupo GL+simulado; & por comparagdo com o grupo
LBP-3 J.
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4.6.1.2 Efeito sobre a alodinia mecdnica

O pingcamento do nervo acarretou diminui¢do na intensidade do estimulo tatil
necessario para induzir a resposta da retirada da pata, quando comparado com a medida inicial
(basal), caracterizando o fendmeno de alodinia. Esse fenomeno persistiu até o 21° dia pds-
operatorio (Figura 33).

O tratamento com o LBP reverteu, durante todo o periodo de observacdo, a alodinia
mecanica induzida pelo pingamento do nevo. Em relacdo a dosimetria, houve diferenga

significativa entre os grupos LBP-6 J ¢ LBP-20,4 J, no 21° dia do pds-operatorio (Figura 33).

Figura 33 - Efeito do Laser de baixa poténcia sobre a alodinia mecéinica induzida pela
lesdo do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar de resposta ao estimulo tétil estd representado como a intensidade de estimulo (em gramas - g)
necessaria para induzir a retirada da pata. As medidas foram realizadas antes (basal) e 7, 14 e 21 dias apds o
pingcamento do nervo isquiatico. O tratamento com LBP teve inicio 24 horas apds o procedimento cirtrgico, foi
realizado em dias intercalados, e perdurou até o 21° dia do periodo pds-operatorio. Os resultados representam a
média * e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por compara¢do com a medida inicial (0); # p< 0,05 por
comparagao com o GL+simulado; & p< 0,02 por comparagdo com o grupo LBP -20,4 J.
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4.6.1.3 Efeito sobre a hiperalgesia térmica

Os animais submetidos a cirurgia apresentaram, durante todo o periodo de observacéo,
diminuigdo significativa da laténcia de resposta ao estimulo térmico, em relacdo a medida
basal, evidenciando o fenomeno de hiperalgesia térmica (Figura 34).

O tratamento com LBP — 3J ndo interferiu significativamente com a hiperalgesia
térmica, quando comparado ao grupo GL+simulado. Por outro lado, os animais tratados com
LBP — 6 J e LBP — 20,4 J apresentaram aumento significativo do limiar nociceptivo, em todo
o periodo de observacdo, quando comparado ao grupo GL+simulado. Para o grupo LBP — 6 J,
houve reversdo total do fenomeno de hiperalgesia, uma vez que ndo foram detectadas
diferengas significativas em relagdo ao valor basal, em todo o periodo de observagdo (Figura

34).

Figura 34 - Efeito do tratamento com laser de baixa poténcia sobre a hiperalgesia
térmica induzida pela lesdo do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar nociceptivo foi avaliado pelo teste plantar e estd expresso em laténcia (segundos - s). As medidas foram
realizadas antes (tempo zero) e diariamente, durante 21 dias apdés o pingamento do nervo isquiatico. O
tratamento com LBP teve inicio 24 horas apds o procedimento cirtrgico, perdurando por 21 dias intercalados. Os
resultados representam a média * e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por compara¢do com a medida
inicial (0); # p< 0,05 por comparagdo com o grupo GL+simulado; & p< 0,05 por compara¢do com o grupo LBP
-3J.



84

4.6.2 Efeito do laser de baixa poténcia sobre as alteragdes do indice funcional do isquiatico
(IFC)

Os animais tratados com LBP-6 J e LBP-20,4 J apresentaram inibi¢cdo parcial, mas
significativa, em relagdo ao GL+simulado, das alteragcdes funcionais causadas pelo
pingamento do nervo isquidtico. Essa inibigdo foi detectada a partir do 14° dia do periodo pos-
operatdrio. No 21° dia, todos os grupos tratados com LBP apresentaram diminui¢do parcial,
mas significativa, das alteracdes funcionais (Figura 35).

Em relacdo a dosimetria, houve diferencga significativa entre os grupos LBP-3 J e

LBP-6J (no 21° dia) e entre os grupos LBP-3 J e LBP-20,4 J, no 14° e 21° dias (Figura 35).

Figura 35 - Efeito do laser de baixa poténcia sobre a alteracio do indice funcional de
ratos submetidos a lesdo do nervo isquiatico
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Para a avaliagdo funcional foi utilizado o indice funcional do isquiatico (IFC). O resultado obtido expressa um
percentual negativo da fung¢@o normal, em que 0 (zero) corresponde a fung@o normal, ou auséncia de deficiéncia,
e -100 (menos cem) corresponde a disfungdo total. O tratamento com LBP teve inicio 24 horas apds o
pincamento do nervo isquidtico, foi realizado em dias intercalados, e perdurou até o 21° dia do periodo pds-
operatorio. Os resultados representam a média + e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por comparagio
com a medida inicial (0); # p< 0,05 por comparacdo com o GL+lesado; & p< 0,02 por comparagdo com o grupo
LBP-3 J.
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4.6.3 Efeito do tratamento com o LBP sobre as alteragdes histologicas induzidas pelo

pingamento do nervo isquiatico.

Nossos resultados estdo apresentados tendo como base o estudo da morfologia da parte
distal do coto proximal ao pingamento do nervo isquiatico, devidamente localizado pelo fio de
sutura.

Os animais dos grupos tratados com LBP apresentaram distribuicdo regular de fibras
mielinicas de diferentes didmetros, havendo proporcionalidade entre o tamanho de fibras e a
espessura da bainha de mielina (Figura 36 — B,C,D). Por outro lado, no grupo
lesado+simulado, observou-se diminui¢do do tamanho das fibras mielinicas e também

alteragdo no formato das fibras nervosas, indicando processo degenerativo (figura 36 — A).
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Figura 36 - Efeito do tratamento com LBP sobre as alteracdes histologicas causadas pelo
pincamento do nervo isquiatico.

Fotomicrografia de cortes semifinos de nervo isquiatico, corados com eosina-hematoxilina e transformadas em
imagens de 32-bit. A) Fibras do coto proximal do nervo de um animal do grupo lesado+ simulado em secgdo
transversa. Observar a irregularidade da disposigdo das fibras. B) Fibras do coto proximal do nervo de um animal
do grupo LBP — 3 J em secgdo transversal. C) Fibras do coto proximal do nervo de um animal do grupo LBP —
6], em secdo transversal. D) Fibras do coto proximal do nervo de um animal do grupo LBP — 20,4 J em secgdo
transversal. Observar a regularidade da disposi¢do e quantidade de fibras (BCD) apds o tratamento com LBP. Os
tratamentos tiveram inicio no 1° dia pds-operatdrio, em dias intercalados, durante 21 dias. No 21° dia do pos-
operatorio foi realizada a eutandsia e o nervo isquiatico foi dissecado para a obtencao do tecido. Aumento 100 X.
P: Perineuro; V: Vaso; Seta: fibras mielinizadas; Cabega de seta cheia: axonio; Cabega de seta vazia: nucleo da
célula de Schwann.
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Os grupos que receberam LBP - 0.5 e 1.0 apresentaram aumento significativo do
numero de fibras em relagdo ao LBP-0.2. Para todos os tratamentos, a reversdo foi parcial,
uma vez que houve diferenga significativa no numero de fibras mielinizadas, em comparag@o

com o grupo Naive (Figura 37).

Figura 37 - Representacio grafica do efeito do tratamento com LBP sobre o nimero de
fibras mielinicas.
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Para andlise morfométrica, foram fotografados cinco campos aleatérios da imagem. Para isso utilizamos um
recurso do programa que gera uma grade, com linhas horizontais e verticais, formando quadrados de forma
homogénea. As fibras mielinizadas individuais foram indicadas pelo cursor, contadas automaticamente e foi
entdo calculado um valor médio de cinco cortes de cada segmento do nervo. A linha pontilhada representa a
média do nimero de fibras do grupo Naive (controle). Os tratamentos tiveram inicio no 1° dia do pos-operatoério,
em dias intercalados, durante perdurando 21 dias. No 21° dia do pos-operatério foi realizada a eutanasia e o
nervo isquidtico foi dissecado para a obtengao do tecido. * p<0,05 em comparagdo ao grupo Naive; # p<0,05 em
comparagao ao grupo Simulado; & p<0,05 em comparagao ao grupo LBP — 3J. siml: tratamento simulado.
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4.7 Efeito da associacdo do Ultrassom terapéutico e Laser de baixa poténcia sobre os

fendmenos nociceptivos e as alteracdes funcionais causadas pelo pincamento do nervo

Os grupos experimentais descritos a seguir foram tratados com o Ultrassom
terapéutico (1.0 W/cm?, 21 dias consecutivos a partir do 1° dias pds-operatorio) e Laser de
baixa poténcia (6 J, 21 dias intercalados a partir do 1° dia pos operatdrio). Os animais foram

submetidos aos testes nociceptivos e a avaliagdo funcional, no 7°, 14° 21° dias ap0s a cirurgia.

4.7.1 Efeitos da associagdo do UST e LBP nos fendmenos nociceptivos induzidos pela lesao

do nervo isquiatico

4.7.1.1 Efeito sobre a hiperalgesia mecanica

O pingamento do nervo acarretou diminuicdo significativa do limiar nociceptivo dos
animais (grupo GL+simulado), quando comparado com a medida inicial (basal),
caracterizando o fendmeno de hiperalgesia. Esse fendmeno foi detectado durante todo o
periodo de observagao (Figura 38).

O tratamento associado UST+LBP, bem como o tratamento de cada um dos recursos
terapéuticos, administrados isoladamente, reverteram, durante todo o periodo de observacao, a

hiperalgesia mecanica induzida pelo pingamento do nevo (Figura 38).
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Figura 38 - Efeito da associacio do UST+LBP sobre a hiperalgesia mecanica induzida
pela lesdo do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar nociceptivo, avaliado pelo teste de pressdo de pata e expresso em gramas (g), foi determinado antes
(tempo zero) e 7, 14 e 21 dias apds o pingamento do nervo isquiatico. O tratamento com UST teve inicio 24
horas apds o procedimento cirurgico, perdurando por 21 dias consecutivos. O tratamento com LBP teve inicio 24
horas ap6s o procedimento cirurgico, foi realizado em dias intercalados, e perdurou até o 21° dia do periodo pds-
operatorio. Os resultados representam a média + e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por comparagio
com a medida inicial (0); # p< 0,05 por comparagao com o grupo Lesado+simulado; & p, 0,05 por comparagdo

com o grupo UST.
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4.7.1.2 Efeito sobre a alodinia mecdnica

O pingcamento do nervo acarretou diminui¢do na intensidade do estimulo tatil
necessario para induzir a resposta da retirada da pata, quando comparado com a medida inicial
(basal), caracterizando o fendmeno de alodinia. Esse fenomeno persistiu até o 21° dia pds-
operatorio (Figura 39).

O tratamento associado UST+LBP reverteu, durante todo o periodo de observagdo, a
alodinia mecanica induzida pelo pingamento do nevo. O mesmo foi observado para os
animais tratados com o LBP. Para o grupo UST, a reversdo total desse fendmeno ocorreu

apenas no ultimo dia de avaliagdo (21° dia pos-operatorio).

Figura 39 - Efeito do tratamento associado UST+LBP sobre a alodinia mecénica
induzida pela lesdo do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar de resposta ao estimulo tétil estd representado como a intensidade de estimulo (em gramas - g)
necessaria para induzir a retirada da pata. As medidas foram realizadas antes (basal) e 7, 14 e 21 dias apds o
pingcamento do nervo isquidtico. O tratamento com UST teve inicio 24 horas apds o procedimento cirargico,
perdurando por 21 dias consecutivos O tratamento com LBP teve inicio 24 horas apos o procedimento cirargico,
foi realizado em dias intercalados, e perdurou até o 21° dia do periodo pds-operatorio. Os resultados representam
a média * e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por comparacdo com a medida inicial (0); # p< 0,05 por
comparagao com o grupo Lesado+simulado; & p, 0,05 por comparagao com o grupo UST.
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4.7.1.3 Efeito sobre a hiperalgesia térmica

Os animais submetidos a cirurgia apresentaram, durante todo o periodo de observacao,
diminuigdo significativa da laténcia de resposta ao estimulo térmico, em relacdo a medida
basal, evidenciando o fendmeno de hiperalgesia térmica (Figura 40).

O tratamento associado UST+LBP e o tratamento com o UST reverteram, durante
todo o periodo de observagdo, a hiperalgesia térmica, quando comparado com o grupo
Lesado+simulado. Para o grupo LBP, a reversao total desse fenomeno ocorreu apenas no 7° e
21° dias da avaliacdo (Figura 40).

Em comparacgdo com a aplicagdo isolada de cada um dos recursos fisicos, o efeito do

tratamento associado UST + LBP ndo foi estatisticamente diferente (Figura 40).

Figura 40 - Efeito do tratamento associado UST+LBP sobre a hiperalgesia térmica
induzida pela lesdo do nervo isquiatico de ratos.
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O limiar nociceptivo, avaliado pelo teste plantar e expresso em laténcia (segundos), as medidas foram realizadas
antes (tempo zero), e diariamente ap6s o pingamento do nervo isquidtico. O tratamento com UST teve inicio 24
horas apds o procedimento cirurgico, perdurando por 21 dias consecutivos. O tratamento com LBP teve inicio 24
horas ap6s o procedimento cirurgico, foi realizado em dias intercalados, e perdurou até o 21° dia do periodo pds-
operatorio. Os resultados representam a média + e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por comparagio
com a medida inicial (0); # p< 0,05 por comparagdo com o grupo lesado+simulado.
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4.7.2 Efeito da associacdo do UST + LBP sobre as alteracoes do indice funcional do
isquiatico (IFC)

Os animais tratados com UST+LBP apresentaram reversao parcial, mas significativa
das alteracdes do IFC causadas pelo pingamento do nervo isquiatico, em todo o periodo de
observagdo. Contudo, essa reversdo ndo foi significativamente diferente daquela observada

para os tratamentos administrados individualmente (Figura 41).

Figura 41 - Efeito do Laser de baixa poténcia sobre a alteracido do indice funcional de
ratos submetidos a lesdo do nervo isquiatico.
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Para a avaliagdo funcional foi utilizado o indice funcional do isquiatico (IFC). O resultado obtido expressa um
percentual negativo da fung¢@o normal, em que 0 (zero) corresponde a fung@o normal, ou auséncia de deficiéncia,
e -100 (menos cem) corresponde a disfungdo total. O tratamento com UST teve inicio 24 horas apés o
procedimento cirurgico, perdurando por 21 dias consecutivos. O tratamento com LBP teve inicio 24 horas apds o
procedimento cirtrgico, foi realizado em dias intercalados, e perdurou até o 21° dia do periodo pds-operatorio.
Os resultados representam a média = e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por compara¢do com a
medida inicial (0); # p< 0,05 por comparagdo com o grupo lesado+simulado;
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4.8 Analise do envolvimento de opidides endogenos nos efeitos causados pelo UST e/ou

LBP

Para avaliar o envolvimento de opidides enddgenos nos efeitos acarretados pelo
tratamento com UST e LBP, foi utilizada naloxona (10 mg/kg, s.c.), um antagonista de
receptores opidides Essa dose foi testada, em estudo piloto, e ndo inferiu, per se, no limiar

nociceptivo de ratos naive.

4.8.1 Fendmenos nociceptivos

4.8.1.1 Hiperalgesia mecanica

A administragdo de naloxona ndo interferiu, per se, com a hiperalgesia mecénica
induzida pelo pingamento do nervo isquiatico durante todo o periodo de observacio (Figura
42). A administragdo de naloxona reverteu o efeito anti-hiperalgésico do LBP e inibiu
parcialmente a antinocicep¢do causada pela associagdo do UST e LBP. Por outro lado, o

antagonista opidide ndo interferiu com a ag@o anti-hiperalgésica do UST (Figura 42).
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Figura 42 - Envolvimento de opidides endégenos no efeito anti-hiperalgésico do UST
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O limiar nociceptivo, avaliado pelo teste de pressdo de pata e expresso em gramas (g), foi determinado antes
(tempo zero) e 7, 14 e 21 dias apds a lesdo. O tratamento com UST teve inicio 24 horas apds o procedimento
cirtrgico, perdurando por 21 dias consecutivos. O tratamento com LBP teve inicio 24 horas apds o procedimento
cirtrgico, foi realizado em dias intercalados, e perdurou até o 21° dia do periodo pos-operatdrio. Naloxona
(Nalox) 10 mg/kg, s.c, administrada 30 minutos antes das avaliagdes. Os resultados representam a média +
e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por comparacdo com a medida inicial (0); # p< 0,05 por
comparagdo com o grupo Lesado+nalox; & p<0,05 por comparagdo com o grupo LBP; $ p<0.05 por comparagio
com o grupo UST+LBP.
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4.8.1.2 Alodinia mecanica

A administracdo de naloxona ndo interferiu, per se, com a alodinia mecanica induzida
pelo pingamento do nervo isquiatico (Figura 43).

A administracdo de naloxona reverteu o efeito anti-alodinico do LBP e inibiu
parcialmente o efeito do tratamento associado UST+LBP Por outro lado, o antagonista

opidide ndo interferiu com o efeito anti-alodinico causado pelo UST (Figura 43).

Figura 43 - Envolvimento de receptores opidides no feito anti-alodinico do UST e/ou
LBP.
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O limiar de resposta ao estimulo tétil estd representado como a intensidade de estimulo (em gramas - g)
necessaria para induzir a retirada da pata. As medidas foram realizadas antes (basal) e 7, 14 e 21 dias apds o
pingcamento do nervo isquiatico. O tratamento com UST teve inicio 24 horas apds o procedimento cirargico,
perdurando por 21 dias consecutivos O tratamento com LBP teve inicio 24 horas ap6s o procedimento cirargico,
foi realizado em dias intercalados, e perdurou até o 21° dia do periodo pds-operatorio. Naloxona (Nalox) 10
mg/kg, s.c, administrada 30 minutos antes das avaliagdes. Os resultados representam a média * e.p.m. de cinco
animais por grupo. * p< 0,05 por compara¢do com a medida inicial (0); # p< 0,05 por compara¢do com o grupo
Lesado+nalox; & p, 0,05 por comparagao com o grupo LBP.
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4.8.1.3 Hiperalgesia térmica

A administragdo de naloxona ndo interferiu, per se, com a hiperalgesia térmica
induzida pelo pingamento do nervo isquiatico (Figura 44).

A administracdo de naloxona reverteu o efeito anti-hiperalgésico do LBP ¢ inibiu
parcialmente o efeito do tratamento associado UST+LBP. Por outro lado, o antagonista
opidide ndo foi capaz de inibir o efeito anti-hiperalgésico causado pelo o tratamento com UST

(Figura 44).

Figura 44 - Envolvimento de receptores opioides no efeito anti-hiperalgésico do UST
e/ou LBP
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O limiar nociceptivo, avaliado pelo teste plantar, estd expresso em laténcia (segundos - s). As medidas foram
realizadas antes (tempo 0) e 7, 14 e 21 dias apds o pingamento do nervo isquiatico. O tratamento com UST teve
inicio 24 horas ap6s o procedimento cirtrgico, perdurando por 21 dias consecutivos O tratamento com LBP teve
inicio 24 horas apds o procedimento cirtrgico, foi realizado em dias intercalados, e perdurou até o 21° dia do
periodo pos-operatério. Naloxona (Nalox) 10 mg/kg, s.c, administrada 30 minutos antes das avaliagdes. Os
resultados representam a média * e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por compara¢do com a medida
inicial (0); # p< 0,05 por comparagdo com o grupo Lesado+nalox; & p, 0,05 por comparagdo com o grupo LBP.
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4.8.2 Indice funcional do isquiatico (IFC)

A administracdo de naloxona ndo interferiu, per se, com o aparecimento das alteracdes
funcionais ou a recuperagdo dessas alteracdes. Da mesma forma, o antagonista opidide ndo
alterou o efeito dos tratamentos USB e LBP, administrados isoladamente ou em associagdo

(Figura 45).

Figura 45 - Efeito da naloxona sobre a alterac¢iio do indice funcional de ratos submetidos
a lesdo do nervo isquiatico.
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Para a avaliagdo funcional foi utilizado o indice funcional do isquiatico (IFC). O resultado obtido expressa um
percentual negativo da fung@o normal, em que 0 (zero) corresponde a fung@o normal, ou auséncia de deficiéncia,
e -100 (menos cem) corresponde a disfungdo total. O tratamento com UST teve inicio 24 horas apds o
procedimento cirurgico, perdurando por 21 dias consecutivos. O tratamento com LBP teve inicio 24 horas apds o
procedimento cirtrgico, foi realizado em dias intercalados, e perdurou até o 21° dia do periodo pds-operatorio.
Naloxona (Nalox) 10 mg/kg, s.c, administrada 30 minutos antes das avaliagdes. Os resultados representam a
média £ e.p.m. de cinco animais por grupo. * p< 0,05 por compara¢do com a medida inicial (0); # p< 0,05 por
comparac¢do com o grupo lesado+nalox
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4.9 Efeito da associacio UST+LPB sobre as alteracoes histoléogicas do nervo isquiatico

submetido ao pincamento.

Nossos resultados estdo apresentados tendo como base o estudo da morfologia da parte
distal do coto proximal ao pingamento do nervo isquiatico, devidamente localizado pelo fio de
sutura.

O nervo isquiatico dos animais dos grupos tratados com UST associado ao LBP
apresentou distribuigdo regular de fibras mielinicas de diferentes didmetros, havendo
proporcionalidade entre o tamanho de fibras e a espessura da bainha de mielina (Figura 46 —
B). A administragdo de naloxona e salina ndo interferiu com os efeitos do UST+LBP (Figura
46 — C e D respectivamente).

No grupo lesado+simulado, observou-se diminui¢do do tamanho das fibras mielinicas
e também alteragdo no formato das fibras nervosas, indicando a permanéncia de processo

degenerativo (figura 46 — A).
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Figura 46 - Fotomicrografia do nervo isquiatico de animais tratados com UST+LBP

Fotomicrografia de cortes semifinos de nervo isquiatico, corados com eosina-hematoxilina e transformadas em
imagem de 32-bit. A) Fibras do coto proximal do nervo de um animal do grupo lesado+simulado em secgdo
transversal. Observar a irregularidade da disposigdo das fibras. B) Fibras do coto proximal do nervo de um
animal do grupo UST+LBP em secgdo transversal. C) Fibras do coto proximal do nervo de um animal dos
grupos UST+LPB+naloxona em corte transversal. D) Fibras do coto proximal do nervo de um animal dos grupos
UST+LPB+salina em corte transversal. Observar a regularidade da disposi¢ao e quantidade de fibras (BCD)
apOs o tratamento associado. Os tratamentos tiveram inicio no 1° dia pos-operatério perdurando até o 21° do pds-
operatorio. O LBP foi aplicado em dias intercalados, ¢ o UST, durante 21 dias consecutivos. Naloxona (Nalox)
10 mg/kg, s.c, administrada 30 minutos antes das avaliagdes. No 21° dia do pés-operatério foi realizada a
eutanasia e o nervo isquiatico foi dissecado para a obtengdo do tecido. Aumento 100 X. P: Perineuro; V: Vaso;
Seta: fibras mielinizadas; Cabega de seta cheia: axonio; Cabega de seta vazia: nucleo da célula de Schwann
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Os animais tratados com o UST associado ao LBP apresentaram aumento significativo
do numero de fibras mielinizadas, em relagdo ao grupo controle. Ainda, foi detectada
diferenga significativa no numero de fibras mielinizadas entre o grupo UST+LBP ¢ o grupo

UST (Figura 47).

Figura 47 - Representacio grafica do efeito do tratamento com UST+LBP sobre o
numero de fibras mielinicas.
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Para analise morfologica, foram fotografados cinco campos aleatérios da imagem. Para isso utilizamos um
recurso do programa que gera uma grade, com linhas horizontais e verticais, formando quadrados de forma
homogénea. As fibras mielinizadas individuais foram indicadas pelo cursor, contadas automaticamente e foi
entdo calculado um valor médio de cinco cortes de cada segmento do nervo. A linha pontilhada representa a
média do namero de fibras do grupo Naive (controle). Os tratamentos tiveram inicio no 1° dia pds-operatorio
perdurando até o 21° do pds-operatorio. O LBP foi aplicado em dias intercalados, € o UST, durante 21 dias
consecutivos. Naloxona (Nalox) 10 mg/kg, s.c, administrada 30 minutos antes das avalia¢des. No 21° dia do pds-
operatorio foi realizada a eutandsia e o nervo isquiatico foi dissecado para a obtengdo do tecido. * p<0,05 em
comparagao ao grupo Lesado+simulado; # p<0.05 em comparacdo ao grupo UST-1.0
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A administracdo previa de naloxona ndo interferiu com os efeitos dos tratamentos com

UST e/ou LBP (Figura 48).

Figura 48 — Efeito da naloxona sobre a contagem de fibras mielinicas dos grupos
tratados com UST+LBP.
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Para andlise morfométrica, foram fotografados cinco campos aleatérios da imagem. Para isso utilizamos um
recurso do programa que gera uma grade, com linhas horizontais e verticais, formando quadrados de forma
homogénea. As fibras mielinizadas individuais foram indicadas pelo cursor, contadas automaticamente e foi
entdo calculado um valor médio de cinco cortes de cada segmento do nervo. A linha pontilhada representa a
média do nimero de fibras do grupo Naive (controle). * p<0,05 em comparagdo ao grupo lesado; # p< 0.05 em
comparagao ao grupo UST 1.0 Os tratamentos tiveram inicio no 1° dia pds-operatorio perdurando até o 21° do
pos-operatorio. O LBP foi aplicado em dias intercalados, e o UST, durante 21 dias consecutivos. Naloxona
(Nalox) 10 mg/kg, s.c, administrada 30 minutos antes das avaliagdes. No 21° dia do pds-operatorio foi realizada
a eutanasia e o nervo isquiatico foi dissecado para a obtengao do tecido.
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5 DISCUSSAO

O sucesso da recuperacdo funcional e do controle da dor, na vigéncia de lesdo nervosa,
depende de diversos fatores, como a idade, natureza, tipo e extensdo da lesdo, tipo e diametro
das fibras nervosas afetadas, distdncia entre o local da les@o e o corpo celular do neurénio
afetado, tempo transcorrido entre a lesdo e o inicio do tratamento e a escolha adequada do
tratamento® ¥ %°.

Apos a lesdo de um nervo periférico, varios eventos complexos sdo observados. Os
fendmenos que ocorrem durante o processo regenerativo, se manifestam de maneira
sincronizada e sdo caracterizados por fagocitose (por macrdéfagos) dos axdnios em
degeneracdo, proliferagdo das células de Schwann, sintese de fatores de crescimento no coto
distal, entre outros. Esses eventos favorecem a formac¢ao de um microambiente adequado para
o crescimento axonal e para a resposta regenerativa do nervo, apds a lesio®.

A lesdo do tipo axoniotmese, definida como lesdo no nervo periférico em que ha
ruptura da continuidade axonal, com degeneragio walleriana distal”®, ¢ um modelo
considerado ideal em estudos experimentais, pois ndo ha sec¢do total do nervo. Neste tipo de
lesdo preservam-se os envoltorios conjuntivos, com degeneracdo completa do axdnio e da
bainha de mielina no segmento distal a lesdo. A preservagdo dos envoltdrios conjuntivos
permite o direcionamento adequado dos axdnios em crescimento, favorecendo a
reinervagdo®’. Lesdes do tipo axoniotmese sdo as mais comumente observadas na clinica de
fisioterapia e, consequentemente, as mais estudadas®®.

As lesdes do tipo axoniotmese s3o observadas, por exemplo, em modelos
experimentais de pingamento de nervo, como o modelo por noés empregado. A lesdo por
pincamento tem a vantagem de ndo envolver as varidveis detectadas em outros modelos lesdo,
como, por exemplo, na lesdo por secgdo seguida de sutura'™. Na lesdo por pingamento do
nervo, apesar de haver dano ou morte dos axonios distais ao local da lesdo, os corpos das
células neurais normalmente sobrevivem e os revestimentos do tecido conjuntivo do nervo
permanecem intactos. Neste modelo, ndo ha a necessidade de tratamento cirurgico, pois as
bainhas dos tecidos conjuntivos que permanecem intactos, guiam o brotamento dos axdénios
aos orgios/tecidos®'. Cabe ressaltar ainda, que, em decorréncia da semelhanga anatdmica com
o nervo isquidtico de humanos, modelos experimentais de compressdo do nervo isquiatico em
ratos, como o realizado no presente estudo, vém sendo utilizados para avaliar a dor

neuropética e seu controle, recuperacio motora e também a regeneragio nervosa® .
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Mazzer et al. (2006)*® observaram, em modelo de pingamento (cargas de 500 a 15.000
g, 10 minutos, pinga hemostatica de Crile) do nervo isquidtico de ratos, que a lesdo nervosa ¢
diretamente proporcional & carga aplicada e que uma carga de 500 g ja induz dano severo®.
Nno modelo experimental por nés utilizado, uma carga estatica de 5000 g foi aplicada no
nervo, por um periodo de 5 minutos, utilizando uma pinga regulavel e calibrada previamente.
Esta pinga muito simples, tanto no desenho, como na confeccdo, foi desenvolvida baseado na
técnica descrita por Monte-Raso et al. (2009)°. Foi possivel, nas nossas condi¢des
experimentais, realizar a calibragem da pinga, feita por meio de uma maquina universal de
ensaios, que permite a adocdo de cargas variando de alguns gramas a quilogramas.

O modelo de pingamento do nervo, ora empregado, mostrou-se eficaz na inducdo de
manifestacdes compativeis com lesdo nervosa periférica, uma vez que os animais
apresentaram marcante alteracdo funcional e fendmenos nociceptivos (hiperalgesia mecénica
e térmica, além de alodinia mecénica), ambos de longa duragdo (21 dias). E importante
salientar que os fendmenos nociceptivos foram detectados ja a partir do 1° dia do pos-
operatorio (dados ndo mostrados).

A dor neuropatica periférica ¢ mediada por diferentes mecanismos, que ocorrem em
diversas areas do sistema nervoso e em diferentes tempos apds a lesdo. Assim, a
caracterizacdo dos mecanismos envolvidos nesse fendmeno requer a utilizacdo de modelos
experimentais que mimetizem, tanto quanto possivel, as diferentes alteragdes fisiopatologicas
detectadas nos pacientes’. A maioria dos modelos experimentais descritos na literatura
envolve lesdes periféricas traumaticas (lesdo constritiva cronica/CCI), metabdlicas (causadas,
por exemplo, por estreptozotocina, para mimetizar neuropatia diabética) ou toxicas (causadas,
por exemplo, por analogos de glutamato) **. A lesdo por compressdo tem mostrado ser um
modelo adequado em estudos experimentais, particularmente em pesquisas sobre a terapéutica
da lesdo dos nervos periféricos®®.

Em relagfo a caracterizagdo da recuperagdo das lesdes nervosas periféricas, diferentes
métodos tém sido utilizados, como por exemplo, analises histologicas do tecido afetado
eletrofisiologia e a analise funcional do nervo® *** ** **_ Os resultados presentemente obtidos
mostraram que, nas nossas condigdes experimentais, o pingamento do nervo isquiatico
acarretou alteragdes motoras, detectadas pelo indice funcional do isquiatico. Foi também
detectada recuperagdo funcional parcial, porem significativa, no 21° dia do periodo pds-
operatdrio (quando comparado ao 7° dia). Os resultados presentemente descritos corroboram
os dados obtidos por Monte-Raso et al. (2009)*°. Nesse estudo, o IFC foi medido por quatro

examinadores distintos, antes e depois da inducdo de lesdo por esmagamento do nervo
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isquiatico, com carga de 5.000 g. E importante salientar que, nesse estudo, as mediadas nio
mostraram diferengas estatisticamente significativas entre os avaliadores, sugerindo que o
modelo experimental é plenamente reprodutivel.

No nosso estudo, as alteracdes funcionais foram acompanhadas por alteragdes
histopatoldgicas (diminuicdo significativa do numero de fibras mielinicas e irregularidade da
distribuicdo das fibras), as quais podem ter contribuido para o déficit motor.

A reinervagdo, em termos de correspondéncia anatdmica e funcional, ¢ um problema
chave para a recuperacgdo funcional apds lesdes dos nervos periféricos. A manutencdo de uma
distribuicdo padrdo normal dos fasciculos distais apds a lesdo do nervo, ¢ importante para
permitir a projecio topografica precisa de axonios em regeneragdo’®. Nesse sentido a
regeneragdo do coto proximal ¢ orientada pelos tubos endoneurais, favorecendo a correta
reinervagio’’.

E importante mencionar que, apesar da recuperagio funcional, os fendmenos
nociceptivos foram detectados durante todo o periodo de observacao (21 dias). Esse fato pode
ter contribuido para a recuperacdo parcial do déficit motor. Tem sido observado que a analise
da locomog@o serve como um método alternativo para avaliar a nocicepgdo’®.

No presente estudo, a padronizagdo de 21 dias de duragdo do experimento, considerou
os resultados obtidos por Gorio et al. (1983)”. Estes autores observaram, 10 dias apés
axoniotmese, auséncia de axonios no musculo desnervado de ratos. Contudo, 15 dias apds a
inducdo da lesdo, os autores observaram que 25% das fibras estavam reinervadas por mais de
um axonio e que, entre 21 e 25 dias, a maioria das fibras musculares estava poliinervada. Aos
26 dias da lesdo, era evidente a emissdo sinaptica e, por volta de 90 dias, as jungdes
neuromusculares ja estavam recuperadas. Cabe ressaltar que o esses autores utilizaram, como
modelo de axoniotmese, a ressec¢do do nervo periférico no nivel de L5, diferentemente do
modelo por nés empregado. Nas nossas condi¢des experimentais, observamos diminuig¢do
significativa no numero de fibras mielinicas no local da lesdo, mesmo apds os 21 dias.

Como mencionado na Introdugéo, a reparacdo funcional e o controle da dor apés lesdo
nervosa, dependem de diversos fatores, incluindo o tipo de conduta terapéutica. Este fato
reforca a importancia da avaliagdo de resultados de trabalhos que estudam formas de
intervengdo terapéutica apds lesdo do sistema nervoso periférico. Outro fator a ser
considerado ¢ a resposta inflamatoria. Ha relatos sugerindo que essa resposta pode
desempenhar papel fundamental no desenvolvimento e manutengdo da dor neuropatica
decorrente de lesdo periférica do nervo* *. Assim, no intuito de ampliar a caracteriza¢do do

nosso modelo experimental, investigamos, no presente estudo, o envolvimento de mediadores
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inflamatérios (prostandides) no desenvolvimento e manutengdo da dor neuropatica e
disfuncdo motora. Para esta avaliacdo, foi utilizada indometacina, inibidor ndo seletivo da
ciclooxigenase, administrada diariamente, 1 h antes das avaliagdes comportamentais. Esse
tratamento reverteu, parcialmente, os fendmenos nociceptivos, até o 7° dia do periodo pos-
operatorio. Estes dados sugerem que os prostandides estdo envolvidos na inflamagdo
acarretada pela cirurgia e esmagamento do nervo, contribuindo em parte, para a hiperalgesia
mecanica, térmica e alodinia observadas nos periodos iniciais desse processo. Esses resultados
corroboram dados obtidos por Gutierrez et al. (2008)"’, que observaram em modelo de
constri¢ao cronica do nervo do nervo isquiatico de ratos, que a administra¢do de indometacina
inibe a hiperalgesia e alodinia mecanicas até o 7° dia do periodo pds-operatério?’. Alguns
dados de literatura t€ém mostrado de que a administrac@o periférica de anti-inflamatérios ndo
esteroidais (AINEs) alivia a dor cronica, como a decorrente de neuralgia pos-herpética,
distrofia simpatico-reflexa e dor neurogénica cronica. No entanto, os AINEs ndo sdo
atualmente considerados como um tratamento eficaz para causalgia ou outras formas de dor
neuropatica'”.

Na clinica médica, a terapia farmacologica tem sido a principal forma de tratamento da
dor neuropatica, sendo alguns anticonvulsivantes, como a carbamazepina e¢ a fenitoina,
considerados drogas de primeira escolha. A utilizagdo de farmacos opidides também ¢
indicada para o controle da dor neuropéticaml. Entretanto, pesquisas por novos tratamentos
tém sido conduzidas devido aos efeitos colaterais significativos advindos do uso destes
diferentes farmacos, e em alguns casos, 4 ineficacia do tratamento'** ',

Em nosso estudo, utilizamos a morfina, o protdtipo dos farmacos opidides, para
avaliarmos o efeito de drogas analgésicas nesse tipo de dor neuropatica. Os resultados
mostraram que este opiodide ¢ efetivo em inibir os fenomenos nociceptivos decorrentes da
lesdo nervosa, até o oitavo dia do tratamento. Dados de literatura tém indicado que a eficacia
da morfina pode variar, dependendo do modelo experimental de indugdo de dor neuropatica e

do tipo de estimulo nocivo aplicado'*.

Contudo, nas nossas condi¢des experimentais, nao €

possivel inferir se a perda da eficacia da morfina seja decorrente da progressdo da lesdo

nervosa e/ou do desenvolvimento de tolerancia ao efeito antinociceptivo, usualmente
r 71 105 £

detectado apo6s o tratameto prolongado com esse opidide . E importante ressaltar que no

nosso estudo, os resultados obtidos em um grupo controle adicional, em que animais naive

foram tratados com morfina e avaliados, quanto a o limiar nocicpetivo, no teste de pressdo da

pata, mostraram que a morfina acarretou aumento do limiar, em relacdo a medida basal,

apenas até o 6° dia do tratamento, sugerindo o possivel desenvolvimento de tolerancia, apos
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esse periodo. Contudo, no nosso estudo, ndo foi avaliada a resposta dos animais a doses
maiores de morfina, apos esse periodo, para confirmar o desnevolvimento desse fenomeno.

Em relagdo as altera¢des funcionais, os tratamentos farmacologicos (indometacina ¢
morfina) ndo interferiram com a evolugdo da recuperacdo motora nesse modelo experimental.
Piesla et al. (2009)*, avaliando o efeito de diferentes farmacos analgésicos na alteragio da
marcha e na hiperalgesia em ratos submetidos a diferentes tipos de dor inflamatéria ou
neuropatica, observaram que a indometacina ¢ morfina reduziram a dor e as alteragdes da
marcha causadas pelo processo inflamatorio agudo e que a alteragdo da marcha estava
correlacionada com a presenga de dor. Por outro lado nos modelos de dor neuropética, o
tratamento com gabapentina e duloxetina causaram antinocicep¢do, mas ndo interferiram com
as alteracdes na marcha, sugerindo que nestes modelos as alteragdes locomotoras sao
decorrentes de alteragdes no sistema motor™".

Adicionalmente as abordagens farmacolégicas, recursos fisicos vém sendo utilizados
para o tratamento de lesdes de nervos, musculos, pele, ossos, cartilagem. Tem sido
evidenciado que esses tratamentos podem acelerar a reparacdo tecidual nas diferentes fases do
processo (inflamagdo, proliferagdo e remodelamento tecidual)*® > 1% Um desses recursos
¢ o ultrassom terapéutico (UST). Dados de literatura tem mostrado que o UST ¢é capaz de
causar antinocicepcdo, em decorréncia de seu efeito mecanico (atérmico). O UST altera o
potencial da membrana celular ¢ mecanismos de transporte celularsg, além de reduzir a
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expressao de NOS neuronal na medula espinal™

. Outro tratamento fisico que vem sendo
estudo ¢ o Laser de baixa poténcia. A radiacdo Laser apresenta efeitos primarios (bioquimico,
bioelétrico e bioenergético), que ocorrem na célula, promovendo aumento do metabolismo,
aumento da proliferacdo, maturacdo e locomogdo de fibroblastos e linfécitos, incremento da
reabsor¢do de fibrina, aumento da quantidade de tecido de granulagdo e diminuigdo da
liberagdo de mediadores inflamatorios, acelerando assim o processo de cicatrizagdo. O reparo
tecidual mediado pelo Laser tem sido bastante estudado, porém, com resultados controversos
e pouco reprodutiveis, devido a falta de detalhes sobre os pardmetros fisicos utilizados nos
experimentos. Varios pesquisadores tém mostrado a necessidade da existéncia de protocolos

19:20: 53 Cabe ressaltar

padronizados e a investigacdo controlada das altera¢cdes observadas
que, apesar da existéncia de dados de literatura mostrando o efeito do UST e LBP na
recuperagdo das lesdes nervosas, ndo existem estudos sobre a efetividade da aplicagdo
conjunta do UST e LBP na dor neuropatica e nas alteracdes funcionais decorrentes de lesdo
nervosa periférica. Uma vez que a avaliacdo da efetividade do tratamento conjunto desses

dois recursos foi um dos nossos objetivos, realizamos inicialmente, a padronizagdo dos
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pardmetros mais adequados do UST e do Laser, administrados separadamente, para a
recuperacdo funcional e controle da nocicepg¢do decorrente da lesdo por pingamento do nervo
isquiatico. A intensidade e tempo de tratamentos utilizados no nosso estudo, estiveram
baseados em dados de literatura. Assim, foram propostos trés protocolos para cada tipo de
recurso fisico. Estes protocolos se basearam na capacidade de indugo de regeneracdo nervosa
e recuperacdo funcional, por cada um desses tratamentos.

Nas nossas condi¢des experimentais, foi observada agdo antinociceptiva para o UST.
Nos testes de avaliagdo nociceptiva (hiperalgesia mecanica, térmica, e alodinia) aqui
empregados, o UST-1.0 acarretou reversao total da hipernocicep¢do, indicando ser essa dose a
mais indicada para o tratamento da dor nesse tipo de lesdo. Estes resultados sdo importantes
particularmente pelo fato de que, até o presente momento, ndo foram encontrados dados na
literatura sobre a efetividade do UST no controle da dor decorrente de pingamento do nervo
isquiatico. Estes dados sugerem que o ultrassom pode ser um instrumento util e eficaz no
tratamento e controle da dor observada em neuropatias por compressdo. Estudos evidenciando
o efeito do UST em modelos de dor neuropatica utilizam, por exemplo, como modelo de
neuropatia aquela causada pela constri¢do cronica do nervo isquidtico (CCI) em ratos. Ciena
et al. (2009)** compararam duas diferentes dosimetrias de poténcia (0,5 W/cm? ou 1,0 W/cm?;
modo continuo; com inicio no terceiro dia pos-operatorio, perdurando por 10 dias
consecutivos, com o tempo de 5 minutos de aplica¢do) sobre a nocicepcio (tempo de elevagdo
da pata) causada pela CCI. O tratamento com UST inibiu a nocicep¢ao causada por esse tipo
de lesdo. No grupo tratado foi observada ainda, recuperacdo funcional mais precoce e
eficiente *>. Resultados semelhantes foram obtidos por Lopes (2006)'”. Esses autores
observaram que o UST (frequéncia 100 Hz, intensidades 0,4 W/cm? ¢ 0,3 W/cm?, modo
pulsado, aplicado por 2 minutos, por 10 dias consecutivos, iniciando-se o tratamento no 14°
dia po6s-operatorio) reverte a hiperalgesia térmica em ratos submetidos a constrigdo crénica do
nervo infraorbitario (dor neuropatica trigeminal). Este efeito ndo ¢ mediado pela liberacdo de
opidides endogenos, uma vez que ndo foi revertido pela administragdo de naloxona, um
antagonista de receptores opidides. Os autores sugerem que o UST pode ser um recurso
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potencialmente util e eficaz no tratamento da neuralgia do trigémeo
corroboram nossos resultados, uma vez que observamos que o efeito antinociceptivo
provocado pelo UST ndo ¢ mediado pela liberagdo de opidides endogenos.

Além do efeito sobre a nocicep¢do causada pelo esmagamento do nervo isquiatico,
avaliamos também o efeito do UST sobe a regeneracdo nervosa e recuperagdo motora. A

maioria dos estudos sobre a regeneracdo dos nervos periféricos emprega métodos
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histomorfométricos, histomorfologicos e eletrofisiologicos, os quais podem ser
correlacionados com a recuperacdo funcional correspondente. Nossos resultados mostraram
que o UST-1.0, na frequéncia de 1 MHz, modo pulsado, intensidade 1.0 W/cm?, durante 2
minutos, aplicado por 21 dias consecutivos, foi superior aos demais grupos UST, no
restabelecimento da fungdo; contudo, esse restabelecimento foi parcial. Da mesma forma, a
analise histomorfométrica revelou que no grupo tratado com o UST hé regularidade da
disposi¢do das fibras, bem como aumento das fibras nervosas mielinicas. Dados de literatura
tém mostrado que a recuperacdo funcional depende do protocolo de tratamento utilizado e o
tipo de lesio. Comparando diversas intensidades de UST, Mourad et al. (2000) 7 sugeriram
que o melhor protocolo de tratamento, que resultou na aceleragdo da recuperagdo funcional,
ap6s esmagamento do nervo isquiatico, apresentou as seguintes caracteristicas: intensidade
0,25 W/cm?, frequéncia 2,25 MHz e tempo de aplicagdo de 1 minuto, por um periodo de 30
dias, trés vezes por semana, a partir do 3° dia pos-operatorio. Os resultados mostraram
aceleragdo significativa da recuperacdo funcional (que foi parcial), no 14° dia ap6s a lesdo por
pingamento, enquanto que no grupo sem tratamento, essa recuperagdo parcial foi observada a

Y Crisci et al. (2002)", avaliaram os efeitos do UST pulsado apos

partir do 18° dia
neurotomia do nervo isquiatico, por meio de histomorfologia e histomorfometria. Os autores
observaram que apos 12 dias consecutivos de tratamento, com duragdo de 20 min, houve
rapida regeneragdo nervosa. Estas observagoes estdo baseadas na contagem de diferentes tipos
de componentes de fibra dos nervos mistos ¢ da recuperagdo morfologica dos mesmos, em
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. Em outro estudo experimental sobre a
influéncia do ultrassom terapéutico sobre a regeneragao do nervo isquiatico submetido a les@o
por esmagamento (15.000g durante 10 minutos), os autores avaliaram a recuperacdo funcional
e morfologica, além de correlacionaram os dados do IFC e morfometria. O IFC melhorou
progressivamente para ambos os nervos tratados e ndo tratados, mas de um modo mais
acentuado e significativo para os nervos tratados. A densidade de fibras nervosas ndo retornou
ao normal, mas aumentou significativamente nos nervos tratados, com predominancia de
fibras de pequeno didmetro e de bainha de mielina tipicos da regenera¢do dos nervos. Os
autores concluem que a baixa intensidade do ultrassom terapéutico acelera a regeneracao
nervosa'®. Chen et al. (2010)%°, utilizando outros pardmetros do UST (intensidade 0,25
W/cm?, frequéncia 2,25 MHz e tempo de aplicagdo de 1 minuto, por um periodo de 30 dias),
em modelo de pingamento do nervo isquiatico, obtiveram resultados semelhantes, uma vez
que foi detectada recuperagdo significativa da fung¢@o, mas a partir da terceira semana pos-

tratamento. Recentemente, um estudo pioneiro objetivou analisar em ratos submetidos ao
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esmagamento do nervo isquiatico, os efeitos de parametros alterados da radiac@o ultrassonica
Apds axoniotmese (esmagamento), os animais foram expostos a radia¢do ultrassOnica
alterando frequéncias, intensidades e tempo de exposi¢do. Os resultados do indice funcional
do isquiatico mostraram a efetividade dos tratamentos na recuperagdo funcional. Estes autores
sugerem ainda que os efeitos ndo térmicos do ultrassom sdo superiores aos seus efeitos
térmicos'”’.

E importante salientar que a literatura tem mostrado também resultados diferentes e
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conflitantes para o efeito do UST na regeneragdo nervosa periférica  *> °

. Tal fato pode
ser explicado pelos diferentes pardmetros utilizados nas aplicacdes do UST. Ha grande
dificuldade na padronizagdo dos protocolos experimentais, gerando deficiéncias
metodologicas que tornam dificil determinar pardmetros confiaveis e estabelecer a seguranga
e a eficacia de um recurso terapéutico. Cabe ressaltar que a eficicia do UST tem sido
demonstrada apenas para a regeneracdo nervosa, havendo poucos estudos sobre o controle da
nocicepgao.

Outro recurso fisico que vem sendo estudado em modelos experimentais de
axoniotmese ¢ o laser de baixa poténcia'''. Geralmente, a fototerapia é aplicada por via
transcutanea no local da lesdo, com emissdo de luz continua, comprimentos de onda entre 600
a 904 nm, iniciando-se o tratamento no primeiro dia pos-operatorio'.

Em estudo piloto realizado no inicio do desenvolvimento do nosso projeto, o
tratamento com o LBP foi feito, da mesma forma que para o UST, envolvendo aplicacdo
diaria, por 21 dias consecutivos. Contudo, foi observado que a irradiagdo aplicada todos os
dias acarretava alto indice de autofagia/autotomia, agitacdo e agressividade dos animais. Estes

resultados estdo de acordo com os dados obtidos por Rochkind et al. (2009)'"?

, que tambem
observaram estes fenomenos para o tatamento diario.

Por esse motivo, modificamos o protocolo de tratamento, com aplicagdes intercaladas
(dia sim, dia ndo).

No presente estudo, utilizamos trés doses diferentes do LBP. Este protocolo esteve
baseado em dados controversos da literatura indicando que: (a) a exposi¢do prolongada ao
laser associada a utilizacdo de equipamentos de alta poténcia era necessario para obter uma
resposta celular adeqauda ou (b) que um tempo menor de exposi¢do associado a equipamentos

de baixa e média poténcia, acarreta maior absor¢do do laser, induzindo assim respostas

celulares mais satisfatorias''>.
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Do mesmo modo que para o UST, procuramos, inicialmente, padronizar os parametros
mais adequados do Laser para a recuperacdo funcional e o controle da nocicep¢do, no nosso
modelo de lesdo nervosa.

Em relacdo a recuperagdo funcional, os resultados mostraram que os grupos tratados
com LBP, 6 e¢ 20,4 J, apresentam restabelecimento da fungdo, que foi parcial, mas
significativo, no 14° dia pds-cirirgico. Ainda, ao final do periodo experimental, foi observada
recuperagdo significativamente superior para o grupo LBP-6 J, quando comparado aos demais
grupos, na avaliagdo histomorfologica.

Estudos realizados por Rochkind et al. (2009)''* evidenciaram que os efeitos do LBP
dependem da dose. Estes autores avaliaram, em cultura de fibroblastos, a agdo de diferentes
comprimentos de onda e de doses de LBP administrados. Os resultados mostraram que o
melhor comprimento de onda foi de 630 (em comparagdo com 360 nm e 780 nm), o qual
gerou numero maior de mitoses destas células. A maior efetividade foi detectada para a dose
1,5 J. Esses autores observaram que a aplicagdo de doses baixas promove a regula¢io da oxi-
redug¢do do metabolismo celular, enquanto doses elevadas podem causar danos
fotodinamicos''?,

No nosso estudo, foi empregado o LBP ArGaAL com comprimento de onda de 830
nm. Nestas condigdes observamos que a dose de 6 J interferiu com a nocicepgdo ¢ as
alteragdes histopatologicas.

Uma revisdo critica da literatura mostrou que em 80% dos estudos experimentais de
axoniotmese, a laser terapia ¢ efetiva em acarretar regeneracdo nervosa periférica Em um
estudo mais recente, Andraus et al. (2010)1 concluiram que o LBP acelera e, provavelmente,
potencializa o processo de recuperagdo do nervo fibular de ratos, no 21° dia ap6s a lesdo por
pingamento. No estudo conduzido por esses autores, foi utilizado o mesmo aparelho do nosso
estudo, mas com densidade de energia diferente (140 J/cm?)'. O mesmo foi observado nos
estudos realizados por Barbosa et al. (2010)*, Santos et al. (2012)"'* e Hsieh et al. (2012)'",
utilizando dosagens e aparelhos diferentes. Por outro lado, em estudo realizado por Bagis et
al.’, ndo foi detectada nenhuma evidéncia de melhora na regeneragio nervosa, o que pode ser
atribuido, entretanto, ao tempo curto de tratamento (7 dias consecutivos).

Em relagdo aos fendmenos nociceptivos, observamos, no presente estudo, que o LBP
causa antinocicepcdo. Os mecanismos exatos pelos quais o LBP alivia a dor ndo sdo ainda
totalmente conhecidos. Tem sido demonstrado que a fototerapia aumenta a microcirculacdo
local e sistémica, reduzindo assim a dor. O aumento do fluxo sanguineo esta associado com a

sintese de Oxido nitrico (NO) e varios dados de literatura tém mostrado que o NO causa
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analgesia''°. Outros estudos demonstraram que o LBP modula a sintese de mediadores da
inflamac@o, como por exemplo, reduzindo a sintese/liberagdo de prostaglandina E2. Além
disso, tem sido postulado que a fotoestimula¢do induz rea¢des fotoquimicas, alterando os
gradientes de Ca?", Na" e K" e assim, reduzindo o limiar de ativagdo dos nociceptores''’.

A aplicacdo local do LBP promove a liberagao periférica de opidides, particularmente
de B-endorfina, das células do sistema imunoldgico''®. Baseado nestes dados, avaliamos a
possivel participagdo dos opidides endogenos no efeito antinociceptivo do Laser de baixa
poténcia. Os resultados mostraram que a naloxona reverte o efeito do LBP, sugerindo o
envolvimento de opidides endogenos nesse efeito. Cabe ressaltar que no presente estudo, ndo
avaliamos quais opidides endogenos estdo envolvidos no efeito antinociceptivo do laser.

Resultados semelhantes foram observado por Meireles et al. (2012)'"

, que evidenciaram o
envolvimento de opidides endégenos no efeito antinociceptivo do LBP em um modelo
experimental de artrite em joelhos de ratos. Por outro lado, estudo realizado por Ferreira et al.
(2005)*', utilizando modelo de hiperalgesia induzida por carragenina, mostrou que a
irradiacdo acarreta efeito analgésico e antiedematogénico. Contudo, nesse modelo, o efeito
analgésico do laser ndo ¢ mediado pela ativacdo de receptores opiodides periféricos, uma vez
que ndo foi revertido pela administragdo local de naloxona. Cabe ressaltar ainda, que o
equipamento utilizado por esses autores (Laser Hélio-Neonio — 632,8 nm) ¢ indicado para
lesdes cutaneas, diferentemente do equipamento utilizado no nosso estudo.

Em relacdo a utilizacdo de diferentes equipamentos, Bjordal et al. (2003)120,
analisando o efeito da transmissdo, através da pele (primeira barreira para o laser), de
diferentes tipos de Laser, observaram que a perda de energia para o laser continuo HeNe
(632nm), é de 90%, para o Laser continuo GaAlAs (820 nm) e o laser infravermelho
Nd:YAG (1064 nm), a perda ¢ de 80%, enquanto que para o Laser infravermelho pulsado
GaAs (904 nm), ¢ de 50%. Essa diferenca deve-se ao pulsar e pode ser atribuido ao fenomeno
da fotodegradacdo. Nesse fendmeno, o primeiro impulso forte “branqueia” (clareia) a barreira
opaca do tecido, favorecendo a menor perda de energia na segunda passagem de impulsos'?'.

Os resultados presentemente obtidos, em conjunto, indicam que o UST e o LBP, nas
nossas condi¢cdes experimentais, sdo efetivos no controle da nocicep¢do induzida pelo
pincamento do nervo isquiatico e parcialmente efetivos na recuperagdo funcional. Estes
resultados sugerem ainda, que a terapia Laser ¢ mais efetiva em interferir com os fenomenos
nociceptivos ¢ também com as altera¢des histopatologicas acarretadas pelo esmagamento do
nervo isquidtico, comparativamente ao UST. Dados de literatura sobre estudos comparativos

entre os dois agentes fisicos, aplicados em modelos de lesdo 6ssea, musculotendineas e em
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’ . o] 122; 123; 124,
culturas de fibroblastos tem também mostrado diferencas na eficacia desses agentes *~ = °"

125 126 127 © A recuperagdo funcional e regeneragio neuronal foi estuda por Oliveira et al.
(2012)'*, que observaram melhor recuperagdo neuromotora, apds lesio por compressio do
nervo isquiatico, para a laserterapia, quando comparado a aplicagdo do ultrassom'*®. Nao
foram encontrados relatos na literatura atual, dos efeitos UST, comparativamente ao LBP,
sobre as alteracdes hisotopatoldgicas e comportamentais (antinocicep¢do) comparativos, em
modelos de lesdo nervosa periférica.

Uma vez determinadas as doses efetivas do UST e LBP neste modelo de lesdo
nervosa, a proxima etapa desse estudo foi verificar se a aplicagdo conjunta dos dois agentes
fisicos favoreceria a melhor recuperacdo funcional dos animais submetidos a lesao.

As terapias combinadas sdo pratica comum no dia a dia do fisioterapeuta, porem

125; 127

poucos sdo os relatos sobre a utilizacdo conjunta do UST e LBP no tratamento de

122; 127

diferentes patologias , ndo sendo ainda, encontrado relatos sobre a associacdo dos

agentes fisicos aplicados a nocicep¢do e recuperacdo funcional. Nas nossas condigdes
experimentais, selecionamos as doses de 1.0 W/cm? para o UST e de 6 J para o LBP, que
foram aquelas que induziram melhor efeito nos pardmetros presentemente avaliados. Nossos
resultados evidenciaram que a aplicacdo conjunta dos recursos fisicos promoveu modificagdes
das alteracdes histopatologicas. Foram observados aumento maior da quantidade de fibras
mielinicas e alteracdo na morfologia na disposicdo das fibras, em comparagdo a aplicagdo
individual. Em compara¢do ao grupo naive, ndo foi observada diferenga estatisticamente
significativa destes parametros, demonstrado os efeitos benéficos da terapia combinada. No
entanto, em relag@o a antinocicepcao ou recuperagdo funcional, a aplicagdo conjunta do Laser
e UST ndo acarretou efeitos diferentes daqueles obtidos apos a aplicacdo individual de cada
um dos recursos fisicos. Cabe ressaltar que, em relagdo aos fendmenos nociceptivos, os
tratamentos em separado, ja haviam causado reversdo destes fendmenos. Em relag¢do a funcao
motora, a auséncia de recuperagdo mais significativa deste parametro, quando da utiliza¢do
dos tratamentos em associacao, pode ser decorrente do fato do pingamento do nervo isquiatico
induzir diminuicdo marcante das fibras mielinicas, ndo havendo tempo habil para o
brotamento axonal.

Os receptores opidides contribuem, pelo menos em parte, para o efeito antinociceptivo
causado pela aplicagdo conjunta dos recursos fisicos, uma vez que esse efeito foi parcialmente
inibido pela naloxona.

Os resultados presentemente obtidos indicam que o pingamento do nervo isquiatico de

ratos acarreta fendmenos nociceptivos de longa duragdo e alteragdes motoras e
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histopatologicas, compativeis com neuropatia periférica. Os dados sugerem ainda que o UST
e o LBP sdo efetivos no controle deste tipo de dor neuropatica e parcialmente efetivos na
recuperagdo funcional. A associacdo dos recursos fisicos mostra-se mais eficaz na

regeneragdo nervosa, podendo consequentemente, acarretar melhor recuperacdo funcional.
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6 CONCLUSAO

O modelo de lesdo nervosa periférica utilizado neste estudo (pingamento do nervo
isquidtico de ratos), resultou em marcante disfungdo motora e nocicepc¢ao (hiperalgesia
térmica e mecanica, alodinia mecénica), de longa duragdo. Os fendmenos nociceptivos foram
parcialmente inibidos por indometacina, indicando a contribuicdo de prostandides para a
génese destes fendmenos. O tratamento com morfina causou antinocicepgdo, indicando que
este tipo de dor neuropatica pode ser inibida por essa classe de drogas. Esses dados, em
conjunto, sugerem que, nas nossas condigdes experimentais, o pingamento do nervo isquiatico
resultou em um modelo de neuropatia. A aplicagdo do Ultrassom terapéutico e do Laser de
baixa poténcia ¢ eficaz no controle da dor neuropética resultante do pingamento do nervo
isquiatico. A aplica¢do conjunta destes recursos favorece o processo de regeneracao nervosa,

podendo contribuir para o restabelecimento da fungdo motora.
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