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RESUMO 
 

 

Introdução: A lesão nervosa periférica (LNP) que pode gerar um impacto 

negativo na qualidade de vida pela possibilidade de não ocorrer uma completa 

regeneração, resultando em distúrbios motores ou sensoriais. O tratamento com 

fotobiomodulação (FBM) tem demonstrado efeitos positivos nos tratamentos de 

LNP, especificamente no que se refere à diminuição do tempo de recuperação, 

porém seus mecanismos de ação ainda não estão bem estabelecidos na 

literatura. Objetivo: Analisar os efeitos da FBM sobre o reparo neuromuscular. 

Metodologia: o levantamento bibliográfico foi realizado por meio de pesquisa 

nas seguintes bases de dados: PubMed/MEDLINE, SCOPUS e SPIE Digital 

Library, para artigos originais publicados em inglês de janeiro de 2007 a março 

de 2016 sobre o uso da FBM em modelos experimentais de LNP. Na pesquisa in 

vitro foi realizado a cultura de células de Schwann de linhagem ST88-14 para 

análise de viabilidade celular, morfologia e expressão gênica. Para o modelo 

experimental de LNP foram usados 85 ratos Wistar sendo os grupos lesão 

analisados após 1, 2, 3 e 4 semanas. O procedimento de lesão do nervo 

isquiático esquerdo foi realizado pela técnica de esmagamento. O tratamento 

com FBM foi administrado (780nm, 0.04cm2, 1W/cm2, 3.2J) na área de lesão 

nervosa (20J/cm², 0.8J por ponto em 4 pontos), e/ou no músculo tibial anterior 

(10J/cm², 0.4J por ponto em 8 pontos). Animais não lesionados serviram como 

controle. Resultados: Foram selecionados 18 artigos originais que 

demonstraram os efeitos da FBM na aceleração da recuperação funcional, nos 

aspectos morfológicos e na modulação da expressão de citocinas inflamatórias 

e fatores de crescimento. Nos estudos in vitro a FBM promoveu um aumento na 

atividade metabólica, migração celular e ciclo celular sem alterar a viabilidade 

celular, apresentando diferentes resultados  de acordo com os parâmetros 

dosimétricos. A FBM promoveu uma melhora dos aspectos funcionais avaliados 

no que se refere a análise de marcha, hiperalgesia mecânica e massa muscular, 

além de promover um aumento no diâmetro e AST e, modulação gênica nos 

músculos pós LNP, apresentando melhores resultados quando aplicados de 

maneira combinada. 

 

 
Palavras-chave: Regeneração nervosa, terapia a laser em baixa intensidade, 

nervo isquiático, células de Schwann, fotobiomodulação. 
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ABSTRACT 
 

Introduction: Peripheral nerve injury (PNI) can lead to a negative effect on 

quality of life because there is no complete reaction from motor or sensory 

disturbances. The treatment with photobiomodulation (PBM) had its positive 

results in the treatment of PNI, specifically with regard to the reduction of recovery 

time, although its mechanisms of action are still not well founded in the literature. 

Objective: To analyze the effects of PBM on neuromuscular repair. 

Methodology: A bibliographic search was carried out in the following databases: 

PubMed / MEDLINE, Digital Library SCOPUS and SPIE, for original articles 

published in January of 2007 to March of 2016 on the use of LLLT in experimental 

models of PNI. In vitro production was performed on Schwann cells, lineage 

ST88-14 for analysis of cell viability, morphology and gene expression. For the 

experimental model of PNI it was used 85 Wistar rats which were analyzed at 1, 

2, 3 and 4 weeks. PNI was achieved by crushing the left sciatic nerve. Laser 

treatment (780nm, 0.04 cm², 3.2 J) was realized over the nerve (20J/cm², 0.8 J  

per point in 4 points) and/or tibialis anterior muscle (10 J/cm², 0.4 J per point in 8 

points). Results:18 original articles were selected that demonstrated the effects 

of PBM on the acceleration of functional recovery, on the morphological aspects 

and on the modulation of the expression of inflammatory cytokines and growth 

factors. In the in vitro studies PBM promoted an increase in metabolic activity, cell 

migration and cell cycle without altering cell viability, presenting different results 

according to the dosimetric parameters. The PBM promoted an improvement of 

the functional aspects evaluated with regard to gait analysis,  mechanical 

hyperalgesia and muscle mass, besides promoting an increase in the diameter 

and CSA and, gene modulation in the post LNP muscles, presenting better results 

when applied in a combined method. 

 
 
 

Keywords: Nerve regeneration, low-level laser therapy, sciatic nerve, Schwann 

cells, photobiomodulation. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Lesão nervosa periférica 

Clinicamente, uma lesão nervosa periférica (LNP) não apresenta  risco 

de vida ao indivíduo, porém pode gerar um impacto negativo na qualidade de 

vida pois há possibilidade de não ocorrer uma completa regeneração, resultando 

em distúrbios motores ou sensoriais. Aproximadamente 1 a 2% da população 

atendida nos serviços de pronto socorro apresenta esse tipo de lesão (Taylor et 

al. 2008; Eser et al. 2009). Após uma LNP, se inicia um processo de reparo, que 

engloba o crescimento neuronal, a reinervação e a recuperação funcional 

(Seddon, 1975). 

As lesões de nervo periférico podem ser classificadas em três tipos: 

neuropraxia, onde não há mudanças estruturais, com mínima perda sensorial ou 

motora em resultado  de uma pressão leve; axonotmese, havendo uma 

degeneração Walleriana do axônio distalmente, não havendo perda das células 

Schwann (CS), mantendo o tecido conjuntivo; e por fim, a neurotmese, resultante 

da secção completa do nervo, podendo gerar uma fibrose tecidual por 

degeneração proximal e distal (Seddon, 1975). 

Em uma lesão acompanhada de degeneração Walleriana, como as 

lesões do tipo axonotmese e neurotmese, observa-se a ruptura da barreira 

hemato-nervosa, proliferação das CS, recrutamento de macrófagos, 

reorganização tissular e alteração nos componentes  da matriz extracelular 

(Dubový, 2013). 

Como consequência, os músculos que seriam inervados pela fibra 

lesionada sofrem deterioração progressiva (Rochkind et al, 2009 e insuficiência 

no seu reparo (Shen, 2013), as principais alterações decorrentes desta lesão 

incluem a atrofia muscular, diminuição da área de secção transversa (Silva- 

Couto et al. 2012) e diminuição dos receptores nicotínicos de acetilcolina 

(nAChR) da placa motora (Rochkind et al, 2009, Dubový, 2013) resultantes do 

comprometimento de fibras motoras, podendo levar à um distúrbio funcional 

(Dubový, 2013). 

O modelo de LNP ainda não está padronizado, a literatura mostra 

diferentes técnicas como o esmagamento (Bobinski, 2015), compressão nervosa 

(Dubový, 2013; Hsiesh, 2012), laceração, transecções completas (Silva-Couto, 
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2012; Shen, 2013). Os modelos de axonotmese têm como vantagem maior 

padronização da lesão (Tos et al, 2009). 

O isquiático é um dos nervos mais escolhidos neste tipo de modelo de 

lesão por ter sua anatomia bem caracterizada e pela facilidade de acesso 

(Souza, 2007). O nervo isquiático e a medula espinal lombar de alguns 

mamíferos se organizam de maneira similar. Em humanos o nervo isquiático se 

origina entre L4-S3 e em ratos sua origem está situada em L4-L6 (figura 1) 

(Brunner et al, 1980; Swett et al, 1986), sendo os principais ramos similares: 

tibial, fibular comum  e nervo sural  (Prodanov, 2006). Sabendo-se de sua 

localização anatômica e suas ramificações pode se realizar uma lesão pode ser 

realizada de maneira padronizada e reprodutível. O nervo isquiático é composto 

por fibras motoras e sensitivas, tendo em torno de 27.000 axônios, destes 6% 

são axônios motores mielinizados, 23 e 48% são axônios sensitivos mielinizados 

e não mielinizados respectivamente e os 23% restantes são axônios simpáticos 

não mielinizados (Schamlbruch, 1986). 

 

Figura 1: Demonstração esquemática da localização anatômica do nervo 

isquiático de ratos, sua origem e ramificações. 1: n. pudendo, 2: n. glúteo cranial, 

3: n. glúteo caudal, 4: n. isquiático, 5: n. sural, 6: n. fibular comum, 7: n. cut.sural 

med., 8: n. gastrocnêmio lat., 9: n. gastrocnêmio med., 10: n. fibular superficial, 

11: n. fibular profundo, 12: n. tibial (adaptado de Hebel e Stromberg, 1986). 



3  

1.2 Alterações no músculo esquelético desnervado 

Após uma desnervação o músculo esquelético e a junção neuromuscular 

(JNM) apresentam alterações severas. A extensão da desnervação é um dos 

preditores de sucesso do reparo muscular (Wu et al. 2014). 

O músculo gradualmente passa por um processo de atrofia, 

apresentando uma redução de massa muscular, diminuição do diâmetro das 

fibras e da área de secção transversa (Wu et al. 2014). Simultaneamente, o 

alterações da morfologia muscular e matriz extracelular (MEC) ocorrem, além do 

aumento da área do endomísio  e perimísio, podendo esta alteração ser 

associada à diminuição de flexibilidade, fibrose, diminuição da condução das 

forças de tensão e da massa muscular. A reorganização da MEC é importante 

para adaptação muscular pós desnervação, essa adaptação é mediada pelas 

metaloproteinases de matriz (MMP) que são enzimas  proteolíticas  zinco 

dependentes, sendo produzidas no músculo esquelético pelas CS, células 

satélites e fibroblastos especialmente no nervo intramuscular e junção 

neuromuscular (Silva-Couto, 2012, Rochkind, 2013). 

A MMP-2 (gelatinase A) e MMP-9 (gelatinase B) são a chave para o 

processo de remodelamento no músculo esquelético, degradando uma  forma 

não fibrilar de colágeno tipo IV e hidrólise de colágeno intersticial, que interfere 

na formação de fibrose. As MMPs estão envolvidas no processo de reinervação 

nas fibras musculares desnervadas provavelmente promovendo o crescimento 

axonal na MEC (Silva-Couto et al, 2012). 

Além disso, os fenótipos de cadeias pesadas de miosina (CPM) e 

diâmetro das fibras são alterados no músculo desnervado. As fibras musculares 

de fenótipo I (CPM I) e I a (CPM I a) apresentam um diâmetro menor, quando 

comparadas às de fenótipo I x (CPM I x) e I b (CPM I b) que apresentam um 

diâmetro de tamanho intermediário e maior respectivamente. A atrofia de fibras 

musculares I ocorre mais rapidamente do que fibras do tipo I, sendo seu período 

de atrofia ainda é desconhecido. Especificamente, no músculo tibial anterior (TA) 

de ratos, há uma predominância de fibras do tipo I , e após uma desnervação 

completa as fibras do tipo I B e I C se convertem em fibras de fenótipo I e I A (Wu 

et al. 2014; Dow et al. 2006). 
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Se há um processo de reinervação, o córtex motor pode determinar o 

tipo, proporção e distribuição das fibras musculares. Havendo uma relação 

inversamente proporcional entre o diâmetro das fibras musculares e o tempo de 

inervação e uma correlação positiva entre o diâmetro das fibras musculares e 

entre a velocidade de condução da fibra muscular e presença de fasciculações. 

Sendo assim, o diâmetro da fibra muscular é considerado um índice importante 

para investigar a extensão da desnervação e do desuso muscular (Cruz-Martinez 

e Arpa, 1999; Wu et al. 2014). 

Na atrofia muscular também há um aumento da concentração de 

calcineurina, sendo esta uma proteína ativada pelo aumento da concentração de 

cálcio. A ativação de calcineurina altera  o padrão de fenótipo de fibras 

musculares para fibras de fenótipo mais lento  (Zhang  et al. 2007). Além disso, 

há uma alteração na concentração de miostatina, que é um fator regulador 

negativo do crescimento muscular. Após a desnervação completa há  um 

aumento inicial da expressão gênica e proteica muscular de ratos e após 2 

semanas essa concentração diminui ficando em uma  concentração  menor  que 

a normal (Baumann et al. 2003). A miostatina inibe a ativação e diferenciação 

das células satélites em mioblastos e dos mioblastos em miotubos por meio da 

regulação negativa dos fatores de regulatórios miogênicos (FRMs), como MyoD 

e miogenina (McCroskery et al. 2003). 

Há alterações nas expressões gênicas de FRMs no tecido muscular pós 

desnervação, aumentando num período  mais agudo e depois diminuindo 

progressivamente. Especificamente, no tecido muscular do TA de ratos Wistar 

após transecção do nervo isquiático de ratos Wistar, o pico de aumento da 

expressão gênica de MyoD e Myf5 ocorre após 1 mês e o retorno à normalidade 

em 7 meses pós desnervação completa. Contudo, o pico da expressão gênica 

de MRF4 e miogenina ocorre após 9 dias e o retorno à concentração normal em 

2 meses (Adams et al. 1995; Wu et al. 2014). 

Os FRMs regulam  a expressão diferencial  dos genes das subunidades 

de nAChR (Wang et al. 2003). Os nAChR estão presentes no ápice da dobra 

juncional da JNM (Ruff, 2003) e possuem duas formas de apresentação: a forma 

extrajuncional    imatura,  encontrado    nas   fibras   desnervadas   ou   em fibras 
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embrionárias, e a forma juncional madura. As subunidades presentes na forma 

imatura são α1 (2), β1, δ e γ e na forma madura α1(2), β1, δ e ε (figura 2). 

 

Figura 2: Demonstração esquemática das subunidades dos nAChR. 

 
 

Após uma desnervação, há um aumento  da forma  imatura  inicialmente 

e um retorno ao nível normal no processo de reparo, havendo uma reposição da 

subunidade ε-nAChR  pelas subunidades γ-nAChR. Especificamente, no 

músculo TA desnervado por transecção do nervo isquiático de  ratos  Wistar há 

um aumento na expressão gênica das subunidades γ e ε, com um pico em 9 

dias, havendo uma diminuição progressiva da expressão gênica de γ-nAChR e 

um aumento progressivo na expressão gênica de ε-nAChR (Adams et al. 1995; 

Wu et al. 2004). 

Essas alterações do nAChR afeta a estabilidade da JNM e regeneração 

pós desnervação (Wu et al. 2004). Há uma alteração no número e densidade de 

axônios regenerativos na JNM, havendo uma degeneração progressiva da 

bainha axonal do nervo intramuscular, dificultando o infiltrado axonal nas fibras 

musculares levando à uma diminuição no número de unidades motoras com 

consequente diminuição dos receptores da JNM (Wu t al.2004). 

 
1.3 Células de Schwann e reparo nervoso 

Durante o desenvolvimento embrionário, as células da crista neural se 

diferenciam em CS precursoras que por sua vez podem se diferenciar em CS 

imaturas ou outras linhagens, como os melanoblastos que migrariam dos nervos 

para a pele, os fibroblastos endoneurais ou neurônios parassimpáticos (Jessen 
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et al. 2015). A partir da quantidade de neuregulina 1 tipo I I liberada pelos 

axônios, as CS imaturas podem se diferenciar em CS mielínicas ou CS não 

mielínicas (Remak), axônios com maior diâmetro serão envolvidos por uma única 

CS mielínica e vários axônios de menor diâmetro serão envolvidos por uma 

célula Remak (Feltri et al. 2016). 

 

Figura 3: Demonstração das principais linhagens das CS precursoras. (Adaptado de 

Jessen et al. 2015). 

 
As CS desempenham um papel importante no processo de reparo. Estas 

células compõem a glia do sistema nervoso periférico (SNP) e sua interação com 

os neurônios do SNP influenciam no funcionamento  e desenvolvimento  normal 

de uma fibra nervosa (Armati, 2007). As CS apresentam papel essencial na 

regeneração axonal sendo o retardo nesta interação diretamente relacionado a 

um reparo nervoso mais lento ou a progressão para lesão nervosa crônica com 

estabelecimento de diversos tipos de sequelas (Namgung et al. 2015). A 

interação entre o axônio e a CS é importante para a regeneração tecidual, 

levando à rediferenciação das CS sendo que uma falha nessa interação pode 

desencadear uma doença neuromuscular ou dor neuropática (Namgung, 2014). 

Além disso as CS são importantes para a integridade do tecido nervoso 

pela capacidade de armazenamento de glicogênio, que provém suporte 

energético axonal (Lundborg,1993; Brown  et al. 2012). Estas CS por formarem 

a bainha de mielina que envolve o axônio atuam também como isolante elétrico 

permitindo uma rápida propagação dos potenciais de ação denominado impulso 

saltatório, regulam o diâmetro axonal e modulam o sistema imune expressando 
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moléculas do complexo  principal de histocompatilbilidade (Armati, 2007; 

Morrisey, 1991). 

Já após uma lesão, diferentemente do que ocorre no desenvolvimento 

embrionário, há um processo de desdiferenciação. As CS respondem 

rapidamente à interrupção axonal, promovendo  uma mudança no fenótipo, 

havendo uma expressão de moléculas expressas por estas células antes da 

mielinização, contribuindo para o processo de reparo (Namgung, 2014). 

Moléculas são expressas e genes associados à mielina têm sua expressão 

diminuída, como o fator transcricional de mielina Egr2 (Krox20), enzimas 

envolvidas na síntese de colesterol, proteínas associadas de membrana, como 

periaxina e glicoproteína associada à mielina, e proteínas  estruturais,  como P0 

e proteína básica mielínica (Jessen et al. 2015). 

Além disso, há o aparecimento de novos fenótipos, não associados às 

CS imaturas ou normais, sendo essenciais para a contribuição do processo de 

reparo. A regulação de fatores neurotróficos, como o BDNF, GDNF, NT3, NGF, 

VEGF, pleiotrofina e artemina promovem a sobrevivência de neurônios 

lesionados e o prolongamento axonal no coto proximal. Na região do coto distal, 

as CS entram no processo de desdiferenciação, havendo uma proliferação 

celular das CS por entrarem novamente no ciclo celular, expressando citocinas 

inflamatórias incluindo TNF-α, IL-1α, IL-1β,  LIF  e MCP-1 (CCL2) que promovem 

o recrutamento de macrófagos, inicialmente no perfil M1. Além disso, as CS 

iniciam a ruptura da mielina intrínseca, como um processo de autofagia celular 

(Jessen et al. 2015; Chen et al. 2015), pois a mielina tem potencial inibitório sobre 

o crescimento axonal (Jessen et al. 2015). 

Algumas citocinas sintetizadas pelas CS, como IL-6 e LIF, atuam sobre 

os neurônios para promover regeneração axonal, enquanto o infiltrado de 

macrófagos proporciona uma fonte adicional de liberação de citocinas. Além de 

promover a vascularização do coto distal, os macrófagos atuam na eliminação 

da mielina, que inibiria o crescimento axonal. As CS também produzem proteínas 

que são liberadas na matriz extracelular (MEC), como o colágeno VI e CCL2 que 

além de atrair mais macrófagos ao local de lesão, estimulam a polarização para 

o perfil M2 que promovem a regeneração axonal (Chen et al, 2015; Namgung, 

2014). 
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A formação de bandas de regeneração se inicia a partir da alteração da 

morfologia das CS, que assumem uma morfologia bipolarizada formando uma 

camada colunar abaixo da lâmina basal, formando as bandas de Bungner, 

promovendo substratos e guiando a disposição para a regeneração axonal 

(Namgung, 2014; Chen et al. 2015). 

 
1.4 Fotobiomodulação 

A fotobiomodulação (FBM) é um recurso terapêutico utilizado  para 

estimular o reparo tecidual, analgesia e reduzir o processo inflamatório. A FBM 

estimula cromóforos como citocromo C oxidase e os canais de cálcio celulares, 

que leva a um aumento na síntese de adenosina trifosfato (ATP), modulação das 

espécies reativas de oxigênio, aumento do óxido nítrico e modulação dos nívei s 

de cálcio (Hamblin, 2017). 

Há diversos tratamentos para LNP, porém somente em lesões do tipo 

neurotmese há necessidade de intervenção cirúrgica como neurorrafia (Anders, 

2014), enxertia (Moges, 2011) e a tubulização (Shen, 2013). Outros tratamentos, 

como os biológicos, como fatores de crescimento, inoculação celular (Pan, 2006; 

Yang, 2015; Askari, 2015) e estímulos físicos, como eletroterapia, ultrassom 

terapêutico para estimular a reinervação (Kim, 2013) e a FBM (Mohammed, 

2007; Barbosa, 2010; Shen, 2011; Moges, 2011; Câmara, 2011, Silva-Couto, 

2012; Santos, 2012; Hsieh, 2012; Gomes, 2012; Akgul, 2013; Alcântara, 2013; 

Rochkind, 2013; Shen, 2013; Anders, 2014), demonstraram efeitos positivos pós 

LNP. 

Shen et al (2013) demonstraram uma redução da atrofia muscular em 

ratos Wistar desnervados (por transecção seguida por tubulização) tratados com 

LBI (660nm, 50mW, 2min, próximo à área de lesão nervosa) diariamente por dez 

dias pós tubulização, quando comparado ao grupo não irradiado, além disso, 

observaram um aumento no índice funcional do ciático (IFC) em 12 semanas e 

maior funcionalidade no teste eletromiográfico. Na análise histológica foi 

observada maior regeneração neural associada à um aumento na área nervosa, 

no diâmetro da fibra nervosa, maior número de fibras nervosas, diâmetro axonal 

e espessura da bainha de mielina. 
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Barbosa et al (2010) demonstraram um aumento  da funcionalidade  em 

8 semanas no nervo fibular de coelhos pós transsecção seguida de neurorrafia 

tratados com LBI (901nm, 10mW, 6J, na área de lesão nervosa) diariamente por 

dez dias. 

Alcântara et al. (2013) demonstrou um aumento na  expressão de TNF- 

α, MMP-9, MMP-2 axonal no nervo isquiático de ratos Wistar tratados com LBI 

(660nm, 40mW, 48J) diariamente em 3 dias pós lesão por esmagamento, com 

irradiação na área correspondente à lesão nervosa. 

Com relação às CS, houve um aumento na sua imunomarcação em 

diversos estudos descritos. Shen et al. (2011) induziram lesão no nervo isquiático 

de ratos por transecção, pós realização da tubulização, tratados com LBI 

(660nm, 50mW, 15J) diariamente por 21 dias, Moges et al. (2011) observaram 

esse aumento no nervo mediano seguido de autoenxertia do nervo sural tratados 

com LBI (810nm, 140.8mW, 175J) por 14 dias e no estudo de Hsieh (2012) 

verificaram também esse aumento em ratos com constrição crônica do nervo 

isquiático tratados com LBI (660nm, 30mW, 1.8J) por 7 dias. 

No estudo de Rochkind et al. (2013), foi demonstrado que o LBI (632nm, 

35mW, 63J) elevou a concentração de creatino-quinase (CK) e do nAChR no 

músculo desnervado por neurectomia. A preservação da placa motora e a 

concentração de CK são parâmetros importantes na recuperação muscular pós 

traumática em decorrência da contração e do relaxamento muscular 

acontecerem através da ação de CK, que é uma enzima importante na para 

suprir a fonte de energia muscular. A fosfocreatina resultante da ação do CK 

constitui uma reserva de fosfato de energia disponível para uma  rápida síntese 

de ATP e após uma LNP o nível de CK e massa muscular diminuem alterando a 

densidade e distribuição do receptor de acetilcolina. 

Nos estudos in vitro que avaliaram o efeito da FBM em células nervosas, 

especificamente em relação as CS dois estudos descritos na literatura foram 

conduzidos demonstrando que a FBM influencia diretamente a proliferação e 

atividade mitocondrial destas células em cultura primária. 

Van Breuge et al. (1993) demonstraram um aumento no número de CS 

obtidas a partir do nervo isquiático de ratos Wistar irradiadas com LBI vermelho 

(632nm, contínuo, 5.98mW) quando comparado ao grupo não irradiado, mas não 
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observaram a diferença na concentração da proteína laminina entre os grupos 

irradiado e não irradiados. 

No estudo de Yazdani et al. (2012), foi demonstrado que o LBI 

infravermelho (810nm, contínuo, 50mW) modulou a atividade mitocondrial de CS 

obtidas do nervo sural de humanos, havendo uma diminuição na atividade 

mitocondrial nos períodos de 1 e 4 dias seguido por um aumento em 7 dias, 

porém não houve alteração na expressão gênica de NGF, BDNF e GDNF. 

Em estudos com irradiação em neurônios,  o LBI (632.8nm, 8min, 

3.6J/cm2) demonstrou um aumento no brotamento neural (Wollman & Rochkind, 

1998), aumento na expressão gênica de BDNF (632.8nm, 10mW, 

12.74mW/cm2)(Meng et al. 2013) e efeito protetor em ensaios de citotoxicidade 

(810nm, 25mW/cm2, 3J/cm2) (Huang et al. 2014). 

Vale ressaltar que os efeitos positivos do LBI no tecido muscular durante 

o processo de reparo após diversos tipos de lesão estão bem descritos na 

literatura e estes incluem melhor remodelamento de colágeno, modulação da 

atividade MMPs, modulação da expressão gênica de FRMs, aumento no número 

de fibras jovens e angiogênese (Alves et al. 2014) e diminuição da concentração 

tecidual de citocinas pró-inflamatórias (Almeida et al. 2013). 

A produção de citocinas pró-inflamatórias e fatores de crescimento pelas 

CS são importantes para o processo de reparo, demonstrando a necessidade de 

investigação dos efeitos fotobiomodulatórios do LBI nas CS visando a 

contribuição para o estabelecimento de protocolos eficazes para a recuperação 

funcional pós LNP e aceleração do processo de reparo no tecido nervoso. 

 
 

1.5 Instrumentos avaliativos pós LNP 

Segundo Monte-Raso  et al. (2006) em estudos experimentais a 

recuperação das LNP é verificada principalmente por meio de análises 

morfológicas, histológicas e eletrofisiológicas, e destaca a importância de 

também avaliar o grau de recuperação funcional. 

Existem diferentes técnicas de análises morfológicas, tais como 

coloração por hematoxilina e eosina, tricromo de Masson, tetróxido de ósmio e 

azul de toluidina, a principal vantagem de se realizar a análise por tetróxido de 
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ósmio e azul de toluidina é o fato dessas colorações permitirem a quantificação 

de fibras mielinizadas e o diâmetro das mesmas, enquanto as outras técnicas 

citadas não permitiriam. Além disso, podem ser realizadas análises de 

imunomarcação de neurofilamentos e células gliais, pincipalmente das CS 

(Raimondo et al. 2009). 

Já a análise cinemática de marcha permite quantificar a recuperação 

funcional da LNP. Em ratos após uma LNP do nervo isquiático há uma diminuição 

na capacidade de espalhar os dedos da pata traseira, sendo esse um parâmetro 

confiável para avaliação. A partir desta premissa foi desenvolvido o IFC e suas 

versões modificadas (Monte-Raso et al. 2006), como a versão de Carlton e 

Goldberg (1986), havendo a retirada do fator de distância à outra pata e a versão 

de Bain, Mackinnon e Hunter (1989), tendo o desenvolvimento de novos fatores 

para avaliação do índice funcional do ciático (IFC) em ratos. As limitações desta 

análise são somente em casos de autotomia, resultante de uma  automutilação 

do membro desnervado do roedor, podendo resultar em uma disestesia dolorosa 

com projeção para os três dedos laterais do membro posterior, portanto, animais 

com esse sinal não teriam um resultado adequado à recuperação funcional 

(Costa et al. 2009). 

Além do distúrbio funcional motor, outra forma  de se avaliar a 

funcionalidade nervosa pós LNP é através da sensibilidade dolorosa, podendo 

ser avaliada pelo teste de von Frey (teste mecânico) (Austin, Wu, Moalem-Taylor, 

2012), e pela hiperalgesia mecânica como descrito por Takasaki et al. (2000). 

 
1.6 Justificativa 

A LNP pode gerar um impacto negativo na qualidade de vida dos 

indivíduos em decorrência das sequelas incapacitantes (Taylor et al. 2008; Eser 

et al. 2009). O estabelecimento de protocolos em modelos experimentais que 

permitam otimizar o reparo muscular e nervoso após LNP e o entendimento dos 

mecanismos envolvidos contribuirá de forma  ímpar para os avanços  da 

reabilitação nesta área e será o ponto de partida para que futuros ensaios 

clínicos possam ser delineados e conduzidos com maior segurança. 

Este projeto busca preencher a lacuna referente aos efeitos da FBM 

quando aplicado tanto nos tecidos muscular quanto nervoso, uma vez que já 
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foram demonstrados os efeitos positivos deste recurso  em cada tecido 

separadamente sendo inédito um estudo que realiza este tratamento combinado, 

além de avaliar os efeitos da FBM sobre a viabilidade de CS que são 

fundamentais para o processo de reparo nervoso. 

Também foram realizadas análises que permitiram uma avaliação 

adequada do processo de atrofia do músculo desnervado e sua modulação pela 

FBM que incluem a regulação de miostatina, calcineurina e a expressão de FRM 

e nAChR. 

Por fim, a avaliação funcional permitirá verificar como este recurso 

modulou a recuperação funcional que depende tanto da integridade muscular 

quanto nervosa. 
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2. OBJETIVO 

 

2.1 Geral 

• Analisar os efeitos da FBM sobre o reparo neuromuscular. 

 

2.2 Específicos 

• Artigo 1. 

o Compilar   uma   revisão  para  demonstrar a aplicabilidade do 

tratamento com FBM em modelos experimentais de in vivo; 

 
• Artigo 2. 

o Avaliar o efeito da FBM sobre as CS no que se refere a: 

o Atividade mitocondrial; 

o Viabilidade celular; 

o Expressão gênica de fatores de crescimento neurotróficos e 

citocinas pró-inflamatórias; 

o Ciclo celular e apoptose. 

 

• Artigos 3 e 4. 

o Avaliar os efeitos da FBM em ratos Wistar pós lesão por 

esmagamento do nervo isquiático no que se refere a: 

o Aspectos funcionais, incluindo a análise do IFC e 

hiperalgesia mecânica 

o Os aspectos morfológicos do músculo desnervado, 

incluindo área de secção transversa (AST) e diâmetro das 

fibras; 

o Expressão de FRMs e proteínas relacionadas ao trofismo 

muscular incluindo miostatina e calcineurina; 

o Expressão das subunidades de nAChR. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Revisão da literatura – Artigo 1 

 
 

Para levantamento bibliográfico foram realizadas nas bases de dados 

PubMed/MEDLINE (Medical Literature Analysis and Retrieval System Online), 

SCOPUS e SPIE Digital Library para artigos originais que utilizaram modelos 

experimentais de LNP e FBM. Foram selecionados artigos publicados em inglês 

de janeiro de 2007 a março de 2016. Os termos utilizados para busca foram 

"lasers", "laser therapy", "low-level laser therapy", "low intensity laser therapy", 

"irradiation", "phototherapy", "photobiomodulation"; "repair", "regeneration", 

"injury" e "peripheral nerve". As referências bibliográficas dos artigos foram 

analisadas para identificar estudos adicionais. 

Os artigos foram selecionados segundo  os critérios de inclusão e 

exclusão. Os critérios de inclusão foram: 

1. Artigos publicados entre janeiro de 2007 a março de 2016; 

2. Estudos experimentais com modelos animais de lesão nervosa 

periférica; 

3. Estudos com descrição dos parâmetros ou que permitiam calcular 

os parâmetros não descritos (comprimento de onda, potência 

média de saída, área do feixe, densidade de potência, densidade 

de energia, energia por ponto, energia total, quantidade de pontos 

irradiados e tempo de irradiação por ponto). 

Já os critérios de exclusão foram: 

1. Ensaios clínicos e estudos in vitro; 

2. Artigos de revisão; 

3. Ausência de um grupo lesionado sem tratamento; 

4. Modelos de lesão em nervos cranianos; 

5. Irradiação não realizada em contato, não permitindo a descrição 

dos parâmetros reais. 
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Figura 4. Fluxograma dos procedimentos de busca. 

 
 

3.2 Ensaios in vitro – Artigo 2 

 
 

3.2.1 Local 

O estudo foi realizado no laboratório de Farmacologia da Faculdade de 

Medicina Dentária da Universidade do Porto (FMDUP). 
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3.2.2 Cultivo celular 

A linhagem ST88-14 (RRID:CVCL_8916) é uma célula de Schwann 

isolada de um paciente com neurofibromatose tipo I (Ryan et al. 1994) pelo Dr. 

Jonathan A. Fletcher (Dana Faber Cancer Institute, Boston, EUA). As células 

ST88-14 foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 

suplementado com 10 mM de HEPES, 2 mM de glutamina, 10% de soro fetal 

bovino (SFB) e 1% de solução antibiótica-antimicótica, mantidas em incubadora 

de CO2 a 5%, sempre a 37ºC. O monitoramento celular foi realizado a cada dois 

dias, utilizando um microscópio invertido de fase sendo mantidas em estado de 

subconfluência. 

 
3.2.3 FBM 

As células foram tripsinadas, centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos a 

10º C e o botão celular (8 x 104 células/tubo) foi irradiada na extremidade inferior, 

sendo utilizado o equipamento Twin Flex® (MM Optics, São Carlos – SP, Brasil). 

Os parâmetros utilizados estão descritos na tabela 1. 

 
Tabela 1: Parâmetros utilizados para o tratamento com FBM. 

 

Meio ativo InGaAlP AsGaAl 

Comprimento 

de onda 
660 nm 780 nm 

Área do feixe  0.04cm²  

Área irradiada  0,196cm²  

Potência  40 mW  

Densidade de 

potência 

  
1W/cm² 

 

Densidade de 

energia 

160J/cm²  
320J/cm² 

160J/cm²  
320J/cm² 

Energia total 3.2J 6.4 3.2J 6.4 

Tempo 80s 160s 80s 160s 
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3.2.4 Grupos experimentais 

A distribuição dos grupos experimentais está ilustrada na figura 5. 
 

 

Figura 5: Fluxograma demonstrando os grupos experimentais. 

 
 

3.2.5 Ensaio da atividade mitocondrial – MTT 

As células foram incubadas em placas de cultura de fundo chato de 24 

poços (1x104 células/poço) e após 1, 3 e 7 dias de incubação foi adicionado 100 

ul de MTT (5 mg/ml) em cada poço. Após 3 horas a 37º C o meio foi removido e 

200 ul de DMSO foi adicionado em cada poço para leitura da absorbância no 

leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek) em 550 de densidade óptica. 

 
3.2.6 Ensaio da atividade mitocondrial – Resazurina 

As células foram incubadas em placas de cultura de fundo chato de 24 

poços (1x104 células/poço) e após 1, 3 e 7 dias de incubação foi adicionado meio 

fresco com 10% (v/v) de resazurina em cada poço. Após 3 horas a 37º C 100 ul 

foi transferido para uma placa de 96 poços e a intensidade da fluorescência foi 

mensurada no leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek) em excitação no 

comprimento de onda de 535 nm e emissão em 590 nm. 

 
3.2.7 Ensaio de ferida 

As células foram incubadas em placas de cultura de fundo chato de 24 

poços (1x104 células/poço) e após 3 dias estavam em confluência adequada 

para ser realizado o ensaio. Uma ponteira de 10 ul foi utilizada  para realização 

da ferida. Os poços foram fotografados no momento da lesão, 2, 4, 6 e 8 h após. 

Para quantificação da distância entre a área lesionada o fundo do poço foi 
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marcado para ser fotografada a mesma área e foi utilizado o software ImageJ 

(National Insitute of Helth – NIH, EUA) na versão standard, plugin básico. 

 
3.2.8 Microscopia confocal 

As culturas celulares foram fixadas com 3.7% de paraformaldeído. Após, 

a lamínula circular foi incubada por 30 min com 0,1% (v/v) de solução de Triton X-

100 e por 30 min com solução de albumina bovina sérica 1% (BSA) . Após, 100 

uL de anticorpo S-100 (1:50 in BSA 1%) foi adicionado e incubado overnight em 

câmara úmida a 4º C e conjugadas com Alexa Fluor 488 (1:500 em BSA 1%) por 

1 h. Os filamentos de F-actina foram visualizados por tratamento das células com 

Alexa Fluor 594-conjugated phalloidin (diluição 1:20; 1 h) e os núcleos com 

iodeto de propídio (1 ug/mL; 10 min). As amostras coradas foram montadas em 

Vectashield® e examinadas por microscopia de fluorescência (Leica SP2 AOBS) 

e analisadas com o software Leica Application Suite X 3.3.0.16799 (Leica 

Microsystems CMS Gmbh, 2017). 

 
3.2.9 Citometria de fluxo 

As amostras foram tripsinizadas, centrifugadas a 1200 rpm por 5 min a 

10º C, o pellet foi lavado duas vezes com PBS (10% SFB), após ressuspendido 

em Annexin Binding Buffer, então foi adicionado 10 uL de iodeto de propídio e 5 

uL de FITC Annexin V em cada amostra. Após 15 minutos 400 uL de Annexin 

Binding Buffer foi adicionado e as amostras foram filtradas para análise em 

citômetro de fluxo BD FACSAria™ I I High Speed Cell Sorter, as amostras foram 

analisadas para o ciclo celular e apoptose através do software FlowJo 10.4.2 

(FlowJo, LLC, 2018). 

 
3.2.10 RT-qPCR 

O RNA total foi isolado de placas usando TRIzol (Invitrogen, CA, USA), 

de acordo com instruções do fabricante. A quantidade e integridade do RNA foi 

mensurada em um leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek). A síntese de 

cDNA foi realizada com o iScript® Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR e 

a RT-qPCR foi realizada usando SSoAdvancedTM Universal SYBR® Green 

Supermix e CFX96 Touch Real Time Detection System (BIO-RAD). As condições 
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de ciclagem térmica foram 96º C por 2 min, seguido de 40 ciclos em 96º C por 5 

s e 60º C por 30 s. Foi adquirido placas customizadas de 96 poços (BIO-RAD ) 

contendo os primers BDNF, GDNF, IL1B, MCP-1, NGF e NTF3 que já estavam 

previamente no site do fabricante. O gene de referência GAPDH (glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase) foi utilizado para normalizar os dados usando a 

mesma quantidade de cDNA. A quantificação foi realizada usando o método 

2−ΔΔCT. 

 
3.2.11 Análise dos resultados 

Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism, versão 

5.00 (GraphPad Software San Diego, California, USA). A distribuição de 

normalidade foi avaliada pelo teste Komolgorov-Smirnov.  Os  dados foram 

expressos em média e erro padrão da média, sendo submetidos ao teste ANOVA 

seguido pelo teste de Tukey para comparação entre os grupos. Os níveis de 

confiança foram ajustados para 95% (p≤0,05). 

 
3.3 Ensaios in vivo – Artigos 3 e 4 

 
 

3.3.1 Local 

O estudo foi realizado no laboratório de pesquisa do curso de Mestrado 

e Doutorado em Ciências da Reabilitação e em Biofotônica aplicada às Ciências 

da Saúde, localizado na Unidade Vergueiro, 3º subsolo, da Universidade Nove 

de Julho (UNINOVE) que foi aprovado pelo comitê de ética no uso  de animais  

da UNINOVE (CEUA 2/2016). 

 
3.3.2 Animais 

Foram utilizados 85 ratos da linhagem Wistar, pesando entre 200-250g 

mantidos no biotério da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) aprovado pelo 

CEUA (2/2016). Os animais foram mantidos em caixas plásticas apropriadas, 

temperatura ambiente entre 22° - 27ºC e luminosidade controlada  com ciclo de 

12 horas (claro/escuro), com comida e água ad libitum. 
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Figura 6: Fluxograma da metodologia de estudo incluindo as análises e diferentes períodos experimentais. 
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3.3.3 Grupos experimentais 

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais: 

• Grupo Controle: os animais não foram submetidos a nenhum 

procedimento (n=5); 

• Grupo Lesão: foi realizado o esmagamento do nervo isquiático 

esquerdo (NIE) dos animais (n=20); 

• Grupo Lesão+LBIn: foi realizado o esmagamento do NIE dos 

animais e estes receberam tratamento com irradiação LBI na área 

correspondente à lesão nervosa (n=20); 

• Grupo Lesão+LBImm: foi realizado o esmagamento do NIE dos 

animais e estes receberam tratamento com irradiação LBI no músculo tibial 

anterior esquerdo (TAE) (n=20); 

• Grupo Lesão+LBIn+LBImm: foi realizado o esmagamento do NIE 

dos animais e estes receberam tratamento com irradiação LBI na área 

correspondente à lesão nervosa e no músculo TAE (n=20); 

 
3.3.4 Procedimento cirúrgico 

O procedimento de esmagamento do nervo isquiático foi realizado 

conforme descrito por Salgado et al. (2011) e Belchior et al. (2009). Após os 

animais terem sido anestesiados com injeção intraperitoneal utilizando-se uma 

mistura de ketamina 10% (100 mg/Kg de peso do animal) e de xylazina 2% (10 

mg/Kg de peso do animal). Para aplicação da anestesia foram utilizadas seringas 

da marca BD 100 Unidades com Agulha BD Ultra-Fine®, modelo insulina com a 

agulha Ultra-Fine® (regular), comprimento: 12,7 mm, calibre: 0,33 mm e bisel 

trifacetado. 

Os animais foram tricotomizados, posicionados em decúbito ventral e 

limpos com uma solução de clorexidina 2% na face posterior da coxa. Foi 

realizada uma incisão cutânea retilínea paralela ao ísquio e o nervo isquiático foi 

isolado das demais estruturas, sendo realizado o esmagamento utilizando uma 

pinça hemostática com trava (Rhosse Instrumentos e Equipamentos Cirúrgicos, 

Ribeirão Preto, SP, Brasil) 5mm acima da ramificação por meio de uma 

compressão com duração de 30s cada exercendo uma pressão de 6.3MPa 
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(Salgado et al. 2011; Belchior et al. 2009). Este procedimento foi realizado pelo 

mesmo operador em todos os animais. Em seguida foi realizada a sutura das 

áreas incisadas utilizando-se fio de poliamida (Mononylon 6/0) e os animais 

foram mantidos em observação. 

 

 

 

Figura 7: Demonstração do local de esmagamento do nervo isquiático (em 

vermelho) (adaptado de Hebel e Stromberg, 1986). 

 
Nos quatro primeiros dias de pós-operatório, cloridrato de tramadol 

(5mg/kg de peso animal) e dipirona (50mg/kg peso animal) foram administrados 

por via subcutânea de 8/8h para analgesia e uma dose única de tetraciclina 

dihidratada subcutânea (0,1mL/kg, Terramicina LA, Pfizer Inc, Guarulhos, SP) foi 

administrada para profilaxia de complicações secundárias à possíveis infecções 

(Silva-Couto et al. 2012). 
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3.3.5 FBM 

A FBM foi realizada com base nos parâmetros descritos anteriormente 

por Alves et al. (2014) para a irradiação muscular e adaptado de Sousa et al. 

(2009) para a irradiação área de LNP, sendo utilizado o equipamento Twi n 

Laser® (MM Optics, São Carlos – SP, Brasil). Os parâmetros utilizados estão 

descritos na tabela 2. 

 
Tabela 2: Parâmetros utilizados para o tratamento com FBM. 

 

Meio ativo Arseneto de Gálio e Alumínio (AsGaAl) 

Local de irradiação Muscular Nervoso 

Comprimento de onda 780 nm 780 nm 

Área do feixe 0.04cm² 0.04cm² 

Potência média 40 mW 40 mW 

Densidade de potência 1W/cm² 1W/cm² 

Densidade de energia 10J/cm² 20J/cm² 

Energia por ponto 0.4J 0.8J 

Total de pontos 8 pontos 4 pontos 

Tempo por ponto 10s 20s 

Tempo total 80s 80s 

Energia total 3.2J 3.2J 

 
Para evitar refração do feixe do laser foi utilizado para aplicação o ângulo 

de 90 graus entre o emissor e a pele do animal ou entre o emissor e o microtubo. 

No início e final do procedimento experimental, a potência de emissão de luz do 

laser foi aferida utilizando o “LaserCheck power meter” (MM Optics, São Carlos 

– SP, Brasil). 

Nos grupos com irradiação LBI pós LNP o tratamento foi iniciado 2h após 

a realização da indução da lesão, sendo realizada uma única aplicação  diária 

por 5 dias consecutivos semanalmente em cada grupo experimental  até a 

finalização dos diferentes períodos de análise (Silva-Couto et al. 2012; Alves et 

al. 2014). Foi utilizada a técnica pontual diretamente sobre a região da incisão, 

ao redor da área da lesão em quatro pontos, dois acima e dois abaixo da incisão 
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com 1 cm de distância (nos grupos com irradiação na área correspondente à 

lesão nervosa). 

Os grupos que receberam a irradiação no músculo tibial anterior, tiveram 

a aplicação realizada em 8 pontos, conforme descrito por Alves et al. (2014). 

 
3.3.6 Análise funcional da marcha 

A análise funcional de marcha foi realizada utilizando o Índice Funcional 

Ciático (IFC) (De Medicaneli, Freed e Wyatt, 1982), descrito anteriormente por 

Bain 1989. 

Para obtenção das pegadas, as patas foram em tinta, deixando a cor 

impressa nas tiras de sulfite. 

Os animais aprenderam a caminhar na passarela antes do procedimento 

cirúrgico, o dispositivo foi confeccionado seguindo o método de De Medicaneli et 

al. (1982) fechada nas laterais, contendo uma casinhola no final (figura 8). 

 

Figura 8: Vista isométrica e vista superior do modelo da passarela utilizado para 

o IFC (desenhado com o SketchUp make, versão 15.3.331, 2015, Trimble 

Navigation Limited). 

 
As impressões das patas foram digitalizadas e foram analisados os 

parâmetros sugeridos por Bain et al. (1989), conforme figura 9: comprimento da 

pegada (PL, ou print legth), abertura total dos dedos (do 1º ao 5º dedo – TS ou 

total spread of toes), a abertura dos dedos intermediários (do 2º ao 4º dedo (IT 

ou intermediate toes) e a distância ao pé oposto (TOF ou to other foot). 
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Figura 9: Representação dos parâmetros obtidos para cálculo do IFC, da 

esquerda para a direita estão representadas as patas do nervo lesionado e 

normal. 

 

O IFC foi calculado a partir da fórmula: 

𝐼𝐹𝐶 = −38,3 × (
𝐸𝑃𝐿 − 𝑁𝑃𝐿

) + 109,5 × (
𝐸𝑇𝑆 − 

𝑁𝑇𝑆
 

 
  

 
𝐸𝐼𝑇 − 𝑁𝐼𝑇

) − 8,8
 

 

𝑁𝑃𝐿 
𝑁𝑇𝑆 

) + 13,3 × ( 𝑁𝐼𝑇 
𝐼𝐹𝑇 = −37,2 × (

𝐸𝑃𝐿 − 𝑁𝑃𝐿
) + 104,4 × (

𝐸𝑇𝑆 − 
𝑁𝑇𝑆

 
 

  

𝐸𝐼𝑇 − 𝑁𝐼𝑇
) − 8,8

 
 

𝑁𝑃𝐿 
𝑁𝑇𝑆 

) + 45,6 × ( 𝑁𝐼𝑇 
𝐼𝐹𝑃 = −174,9 × (

𝐸𝑃𝐿 − 𝑁𝑃𝐿
) + 80,3 × (

𝐸𝑇𝑆 − 𝑁𝑇𝑆
 

 

 
Sendo: 

E: experimental 

N: normal 

𝑁𝑃
𝐿 

𝑁𝑇𝑆 
) − 13,4 

TOF: distância entre as patas 

PL: comprimento da pata 

TS: distância entre o 1º e o 5º dedo 

IT: distância entre o 2º e 4º dedo 

IFC: Índice Funcional  do Ciático 

IFT: Índice Funcional do Tibial 

IFP: Índice Funcional do Peroneio (fibular) 
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Os resultados próximos de zero correspondem à função normal, quanto 

maior a negatividade do resultado, maior a disfunção, sendo o valor máximo 100 

que representaria à maior disfunção (Bain et al. 1989). 

 
3.3.7 Teste de von Frey 

O teste de von Frey foi realizado para avaliar a hiperalgesia mecânica, 

sendo realizada de acordo com o descrito por Takasaki et al. (2000). Os animais 

foram acondicionados em uma caixa transparente sobre uma tela de arame para 

acesso à superfície plantar da pata dos mesmos e foram habituados por 20min, 

antes da execução de cada teste e nos três dias que antecedem a primeira coleta 

foram habituados por uma hora em ambiente sem nenhum tipo de interrupção 

sonora que puder interferir na realização do teste (agitando os animais). 

Para realização do teste foi utilizado o analgesímetro digital Insight Ltda 

(Ribeirão Preto/SP, Brasil) com transdutor com capacidade de 0,1-1000g e 

tempo de reação de 1ms. O transdutor de pressão foi conectado a um contador 

digital de força que expressou o resultado da pressão detectada em gramas. O 

contato do transdutor com a superfície plantar foi realizado por intermédio  de 

uma ponteira descartável de polipropileno de 0,5mm de diâmetro acoplada à 

ponta do transdutor, sendo percutido por três vezes na região plantar da pata 

traseira esquerda (correspondente à área acometida) pelo mesmo operador e a 

média aritmética da resposta de retirada foi obtida a partir dessas três medidas. 

 
3.3.8 Eutanásia 

Todos os animais foram eutanasiados com superdose de anestésico a 

base de ketamina 10% (300 mg/Kg de peso do animal) e de xylazina 2% (30 

mg/Kg de peso do animal) administrado via intraperitoneal. Para aplicação foram 

utilizadas seringas da marca BD 100 Unidades com Agulha BD Ultra-Fine®, 

modelo insulina com a agulha Ultra-Fine® (regular), comprimento: 12,7 mm, 

calibre: 0,33 mm e bisel trifacetado. 

O tecido nervoso correspondente à área de lesão (NIE) foi retirado para 

análise histológico e os músculos TA foram removidos  e pesados para análise 

da massa muscular e o TAE foi seccionado transversalmente, a porção inferior 
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foi utilizada para análises histológica e de colágeno e a restante para expressão 

gênica e Elisa. 

 
3.3.9 Análise da massa muscular 

Após a eutanásia dos animais nos diferentes períodos de análise, os 

músculos TA direito e esquerdo foram cuidadosamente removidos por meio da 

ressecção do tendão de origem e da inserção óssea e limpos conforme descrito 

anteriormente (Shen, 2013). Os músculos foram pesados em uma balança semi- 

analítica e para cada animal foi calculada a relação de massa muscular  usando 

a seguinte fórmula: 

𝑟 = 
𝐸

 
𝐷 

Sendo: 

r: relação de massa muscular 

E: massa muscular do membro lesionado 

D: massa muscular do membro normal 

 
Conforme descrito por Shen et al. (2013). 

 
 

3.3.10 Avaliação qualitativa e quantitativa dos aspectos morfológicos 

musculares 

As amostras musculares foram também utilizadas para análise 

morfológica e para este procedimento foram fixadas e mantidas em temperatura 

ambiente em formol tamponado a 10% (pH 8,0). 

Em seguida, foi realizada a desidratação do material por meio de 

incubações em soluções com concentração crescente de álcool etílico (70%, 

80%, 90%) num período de 1h cada, passados três vezes em álcool absoluto e 

três vezes em Xilol (Reagen). As amostras foram incubadas por 12h a 60ºC em 

parafina (paraplast, Sigma, USA) e incluídas transversalmente com as porções 

centrais posicionadas mais externamente no bloco. 3 cortes de 10μm de 

espessura foram realizados no micrótomo (Leica RM2125, Nussloch, Alemanha) 

sendo colocados em lâminas de microscopia e mantidos em estufa a 37°C 

durante 12 horas. 
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As lâminas foram submetidas às colorações histológicas de hematoxilina 

e eosina (HE) e avaliadas por microscopia de luz (microscópio Axioplan 2, Zeiss, 

Alemanha) para serem avaliados os seguintes aspectos morfológicos: diâmetro 

das fibras musculares, área de secção transversa (AST) e localização do núcleo. 

Para permitir a análise quantitativa destes aspectos foram consideradas 

5 áreas por lâmina de 5 animais/grupo. Esses campos foram fotografados 

utilizando um microscópio de luz convencional (Zeiss Axioplan2, Alemanha) com 

aumento final de 400X, para permitir a contagem dos aspectos descritos. 

A análise foi realizada através do software Image J (National Institute of 

Health - NIH, EUA) e os dados foram submetidos à análise estatística. 

 
3.3.11 Extração de RNA total 

Para este procedimento foram utilizados 80-100mg do músculo 

gastrocnêmio removido após eutanásia, utilizando para tal procedimento 5 

amostras musculares correspondentes a 5 animais de cada grupo. O tecido foi 

homogeneizado em 1ml do reagente TRIzol (Life Techonologies, São Paulo, 

Brasil), para iniciar o isolamento do RNA total, seguindo as orientações do 

fabricante. Na sequência, foi realizada a centrifugação das amostras e feita à 

transferência do sobrenadante para um novo microtubo. Foram adicionados 

200μl de clorofórmio para separação das diferentes frações (DNA, RNA e 

proteína) e transferência da fase aquosa superior contendo o RNA total para um 

novo microtubo. 

Por fim, foram adicionados 500μl de isopropanol para precipitação do 

RNA total. A ressuspensão do RNA total precipitado foi feita utilizando água livre 

de RNAse e as amostras foram armazenadas a -80° C. 

Para verificação do sucesso do procedimento de extração, as amostras 

de RNA total foram analisadas por meio de eletroforese em gel de agarose- 

formaldeído 1%. O RNA total foi quantificado por espectrometria em 260nm no 

espectofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, EUA) e todas as amostras 

foram tratadas com DNAse (Life Techonologies) para evitar contaminação com 

DNA genômico. Todas as soluções utilizadas para os procedimentos descritos 

foram preparadas com água livre de RNAse tratada com 0,01% de DEPC (Dietil 
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pirocarbonato) e, além disso, os materiais plásticos e vidraria também receberam 

tratamento contra RNAse. 

 
3.3.12 Síntese de cDNA e PCR quantitativo 

O RNA total foi submetido à reação com a enzima transcriptase reversa 

utilizando o Kit High Capacity (Life Techonologies) para a obtenção do cDNA e 

este foi utilizado para a reação de PCR em tempo real utilizando o “SYBR Green 

Kit” (Applied Biosystems, EUA). Para este procedimento as amostras foram 

analisadas em duplicata. O software usado foi o “7500 Fast Real-Time PCR 

System” (Applied Biosystem, EUA). 

Os oligonucleotídeos  iniciadores (“primers”) foram usados para a 

realização deste procedimento, os mesmos estão descritos na tabela 2. Para 

normalização dos dados foram utilizados  primers para GAPDH e para a 

comparação entre os dados entre os grupos (controle e tratado), unidades 

arbitrárias foram calculadas da seguinte forma: 

 

∆∆𝐶𝑇 = ∆𝐶𝑇 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − ∆𝐶𝑇 
𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 

𝑈𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎𝑟𝑏𝑡𝑟á𝑟𝑖𝑎 = 2 − ∆∆𝐶𝑇 

Sendo: 

CT: threshold cycle. 
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Tabela 3: Lista dos primers utilizados na técnica qPCR. 
 

Gene Sequência Nº amplicon Nº acesso 

MyoD 
F: 5′-GGAGACATCCTCAAGCGATGC-3′ 

105 NM_176079.1 
R: 5′-AGCACCTGGTAAATCGGATTG-3′ 

 
Miogenina 

F: 5′-ACTACCCACCGTCCATTCAC-3′  
233 

 
NM_017115.2 

R: 5′-TCGGGGCACTCACTGTCTCT-3′ 

 

Miostatina 
F: 5'-CTACCACGGAAACAATCATTA-3'  

78 
 

NM_019151.1 
R: 5'-AGCAACATTTGGGCTTTCCAT-3' 

 

Calcineurina 
F: 5'-AGGCGATTGATCCCAAGTTG-3'  

58 
 

NM_017041.1 
R: 5'-GGAAATGGAACGGCTTTCAC-3' 

 

AchR Gama 
F: 5'-CCACCAGAAGGTGGTGTTCT-3'  

91 
 

NM_019145.1 
R: 5'-TGAGGAGATGAGCACACAGG-3' 

 
AchR Alfa 1 

F: 5'-TCCCTTCGATGAGCAGAACT-3'  
56 

 
NM_024485.1 

R: 5'-AGCCGTCATAGGTCCAAGTG-3' 

 
AchR Épsilon 

F: 5'-GGCTCAACTTCAGCAAGGAC-3'  
70 

 
NM_017194.1 

R: 5'-AGCCATACATGTTCGGAAGG-3' 

 
AchR Beta 1 

F: 5'-CATCGAGTCTCTCCGTGTCA-3'  
88 

 
NM_012528. 

R: 5'-GGCAACGTCAAAGTTTCCAT-3' 

 F: 5'-ACCACCAAGACGTCACCTTC-3'   

AchR Delta  144 NM_019298.1 
 R: 5'-CCGAGGTCTTCTCTCCACAG-3'   

 

GAPDH 
F: 5'-GCATCCTGGGCTACACTGA-3'  

162 
 

NM_017008.4 
R: 5'-CCACCACCCTGTTGCTGTA-3' 

 
3.3.13 Análise dos resultados 

Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism, versão 

5.00 (GraphPad Software San Diego, California, USA). A distribuição de 

normalidade foi avaliada pelo teste Komolgorov-Smirnov.  Os  dados foram 

expressos em média e erro padrão da média se paramétricos, sendo submetidos 

ao teste ANOVA seguido pelo teste de Tukey para comparação entre os grupos. 

Os níveis de confiança foram ajustados para 95% (p≤0,05). 
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RESUMO 

Introdução: O tratamento com fototerapia tem demonstrado efeitos positivos 

nos tratamentos de lesão nervosa periférica, porém há uma necessidade da 

investigação dos seus parâmetros dosimétricos. Dessa forma, este estudo visa 

revisar os efeitos terapêuticos da fotobiomodulação com o uso do laser em baixa 

intensidade (LBI) no tratamento de LNP em modelos experimentais. 

Metodologia: O levantamento  bibliográfico foi realizado nas seguintes  bases de 

dados: PubMed/MEDLINE, SCOPUS e SPIE Digital Library, para artigos originais 

publicados em inglês de janeiro de 2007 a março de 2016 sobre o uso de LBI 

em modelos experimentais de LNP. Resultados: Foram selecionados 18 artigos 

originais, demonstrando os efeitos do LBI na aceleração da recuperação 

funcional, nos aspectos morfológicos e na modulação na expressão de citocinas 

inflamatórias e fatores de crescimentos. Conclusão: O LBI é um recurso 

fototerapêutico viável para o tratamento de uma LNP, demonstrando efeitos 

positivos sobre o reparo neuromuscular através do uso do LBI vermelho e do 

infravermelho. A maioria dos estudos utilizou uma potência de até 50 mW e 

energia total de até 15 J aplicado no modo de múltiplos pontos. O levantamento 

desses parâmetros é importante para a padronização de um protocolo de 

irradiação com objetivo de evidenciar os efeitos do LBI na regeneração pós LNP. 

 
 

Palavras-chave: Regeneração nervosa, terapia a laser em baixa intensidade, 

nervo isquiático, fotobiomodulação 
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INTRODUÇÃO 

As lesões nervosas periféricas são mais frequentes que as lesões 

medulares. Clinicamente, uma lesão nervosa periférica (LNP) não apresenta 

risco de vida ao indivíduo, mas pode gerar um impacto negativo na qualidade de 

vida já que existe a possibilidade de não ocorrer uma completa regeneração 

deste tecido, resultando em distúrbios motores (paralisia) ou sensoriais 

(anestesia, parestesia, neuropatia dolorosa), portanto há um grande interesse na 

investigação do tratamento mais adequado, visto que as fibras nervosas têm 

potencial regenerativo [1-5]. 

Em situação de LNP, se inicia o processo de reparo englobando o 

crescimento neuronal, reinervação e recuperação funcional. As lesões de nervo 

periférico podem ser classificadas em três tipos: neuropraxia, onde não há 

mudanças estruturais, com mínima perda sensorial ou motora em resultado de 

uma pressão leve; axonotmese, havendo uma degeneração Walleriana do 

axônio distalmente, não havendo perda das células Schwann, mantendo o tecido 

conjuntivo; e, por fim, a neurotmese, resultante da secção completa do nervo, 

podendo gerar uma fibrose tecidual por degeneração proximal e distal [6]. 

Há diferentes modelos de LNP para estudos experimentais, como o 

esmagamento [7],  compressão nervosa [8, 9], laceração e transecções 

completas [10, 11]. Sendo que o maior desafio está na padronização dessas 

lesões. Nos estudos onde é realizado uma axonotmese ou neuropraxia, a 

garantia de uma lesão padronizada é menor quando comparada à neurotmese, 

pois não há garantia da lesão da mesma quantidade de fibras em todos os 

experimentos [12, 13]. Na neurotmese,  há interrupção  da continuidade  nervosa 

e os músculos que seriam inervados por aquela fibra sofrem deterioração 

progressiva por desnervação [14], ocorrendo uma insuficiência na reposição da 

perda degenerativa tecidual [11]. Essas incapacidades regenerativas 

demonstram a necessidade de uma terapêutica adequada a fim de otimizar e 

acelerar o processo de reparo nervoso. 

Recentemente, o Laser em Baixa Intensidade (LBI) tem ganhado 

destaque na literatura devido ao seu efeito fotobiomodulatório (FBM) que pode 

causar uma inibição ou estimulação do metabolismo tecidual. Acredita-se que 

seu mecanismo de ação consista na absorção da luz (fótons) pelos 
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fotorreceptores, alterando a síntese de ATP na mitocôndria através  da 

aceleração da cadeia transportadora de elétrons e, assim, modulando as 

reações celulares [15, 16]. Dessa forma, o LBI pode gerar um aumento da 

funcionalidade pós lesão [17], aumento do diâmetro axonal [18, 19], aumento da 

espessura da bainha de mielina [19], diminuição do infiltrado inflamatório 

mononuclear [20], aumento do número de células de Schwann [21], aumento de 

fatores de crescimento neurotróficos [22] e remodelamento da matriz extracelular 

(MEC) [23]. 

Contudo, não há uma padronização no tratamento com LBI sendo 

utilizados diferentes parâmetros de irradiação em diferentes modelos de LNP, 

resultando em uma diversidade dos efeitos fotobiomodulatórios. Portanto, o 

objetivo do presente estudo  foi compilar uma revisão para demonstrar a 

aplicabilidade do tratamento com LBI em modelos experimentais de LNP. 

 
METODOLOGIA 

As pesquisas foram realizadas nas bases de dados PubMed/MEDLINE 

(Medical Literature Analysis and Retrieval System Online), SCOPUS e SPIE 

Digital Library para artigos originais que utilizaram modelos experimentais de 

LNP e irradiados com LBI. Foram selecionados artigos publicados em inglês de 

janeiro de 2007 a março de 2016. Os termos utilizados para busca foram "lasers", 

"laser therapy", "low-level laser therapy", "low intensity laser therapy", 

"irradiation", "phototherapy", "photobiomodulation"; "repair", "regeneration", 

"injury" e "peripheral nerve". As referências bibliográficas dos artigos foram 

analisadas para identificar estudos adicionais. 

Os artigos foram selecionados segundo  os critérios de inclusão e 

exclusão. Os critérios de inclusão foram: 

1. Artigos publicados entre janeiro de 2007 a março de 2016; 

2. Estudos experimentais com modelos animais de lesão nervosa 

periférica; 

3. Estudos com descrição dos parâmetros ou que permitiam calcular 

os parâmetros não descritos (comprimento de onda, potência 

média de saída, área do feixe, densidade de potência, densidade 
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de energia, energia por ponto, energia total, quantidade de pontos 

irradiados e tempo de irradiação por ponto). 

Já os critérios de exclusão foram: 

1. Ensaios clínicos e estudos in vitro; 

2. Artigos de revisão; 

3. Ausência de um grupo lesionado sem tratamento; 

4. Modelos de lesão em nervos cranianos; 

5. Irradiação não realizada em contato, não permitindo a descrição 

dos parâmetros reais. 

 
Figura 1. Fluxograma dos procedimentos de busca. 
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RESULTADOS 

Foram identificados 179 artigos potencialmente relevantes. Após a 

leitura e análise dos resumos, 139 artigos foram excluídos pelas seguintes 

razões: modelos de lesão em nervos cranianos (n=13), estudos in vitro (n=4), 

estudos com radioterapia (n=2), ensaios clínicos (n=2), revisões sistemáticas 

(n=7), irradiação realizada na prótese (n=1), irradiação LED (n=4), estudos com 

laser em alta potência (n=8), descrição inadequada de parâmetros (n=6), 

irradiação não transcutânea (n=1) e estudos duplicados em bases de dados 

diferentes (n=113). 

Dessa forma, 18 artigos foram incluídos para análise dos efeitos do LBI 

na LNP. Dos 18 artigos selecionados, a maioria realizou irradiação no modo 

contínuo (n=17). Destes, a maioria dos estudos (n=8; 44,4%) utilizaram, a 

irradiação no espectro de luz vermelha, cinco estudos (27,8%) utilizaram o laser 

infravermelho, e quatro estudos (22,2%) utilizaram os dois espectros, sendo 

somente um estudo (5,55%) realizado no modo pulsado com comprimento de 

onda no espectro infravermelho. 

Além disso, os estudos realizaram diferentes modelos experimentais de 

lesão nervosa periférica: esmagamento (n=9; 50%), transsecção seguida por 

neurorrafia ou anastomose (n=4; 22,2%), constrição crônica (n=3; 16,7%) e 

transsecção seguida por tubulização (n=2; 11,1%). Os tipos de nervos utilizados 

foram em sua maioria o nervo isquiático (n=16; 88,9%), um estudo o nervo fibular 

(5,55%) e um estudo (5,55%) o gânglio da raiz dorsal (L4-L5). Os animais 

utilizados nos modelos experimentais foram ratos Wistar (n=12; 66,7%), ratos 

Sprague-Dawley (n=5; 27,8%) e coelhos Nova Zelândia (n=1; 5,55%). 

A seguir, estão apresentados os artigos que utilizaram o laser no modo 

contínuo no espectro vermelho na tabela 1, na tabela 2 os que utilizaram o 

espectro infravermelho no modo contínuo, na tabela 3 no modo  pulsado 

(espectro infravermelho) e na tabela 4 os artigos que compararam os dois 

espectros de laser (vermelho e infravermelho) no modo contínuo. 
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Tabela 1: Estudos selecionados que utilizaram laser no modo contínuo (espectro vermelho). 
 

 

 
Autores 

 
 

Alcântara et al. 

 
Nervo e 

Modelo de lesão 
Animal 

 

 
n. isquiático 

 

Comprimento de 

onda (nm) 

 

Potência 

(mW) 

 

Área do 

feixe (cm²) 

Densidade de 

Energia 

(J/cm²) 

 

Energia total por 

tratamento (J) 

Único ou 

Múltiplos 

pontos 

 
Múltiplos 

 

Início e frequência 

do tratamento 

 
24h pós lesão, 

 
Períodos de 

Resultados 
análise 

(2013) 

 

 
Belchior et al. 

(2009) 

 
 

Gomes et al. 

(ratos Wistar) 
Esmagamento 660 40 0.04 60 4.8 

n. isquiático 
Esmagamento 660 26.3 0.63 4 7.6 

(ratos Wistar) 

n. isquiático 

pontos (2) 

 

 
Múltiplos 

pontos (3) 

 
 

Múltiplos 

diariamente por 2 

dias consecutivos 

 
Após a operação 

por 20 dias 

consecutivos 

 
24h pós lesão, 

3 dias ↑ TNF-α e da MMP9 ativa 

 
 

 
7, 14 e 21 dias ↑ Funcionalidade (IFC) 

 

 
↑ RNAm de BDNF e NGF 

(2012) 

 
 

Hsieh et al. 

(ratos Wistar) 

 

n. isquiático 

Esmagamento 

 
 

Constrição 

632.8 5 0.1 10 1 
pontos (10) 

 
Múltiplos 

diariamente por 21 

dias consecutivos 

 
7 dias pós lesão por 

7, 14 e 21 dias  
↓ RNAm de iNOS 

↑ S100, VEGF e NGF 

(2012) 

 

 
Reis et al. 

(ratos Sprague- 

Dawley) 

 
n. isquiático 

crônica 
660 30 ≈0.2 

 
Transecção 

9 7.2 
pontos (4) 

 

 
Múltiplos 

7 dias consecutivos 
Pré, pós 7 e 14 dias ↓ Expressão de HIF-1α, TNF-α e IL-1β 

↑ Funcionalidade (von Frey, IFC, IFF e IFT) 

Após a operação 

(2009) 

 
 

Shen et al. 

(ratos Wistar) 
seguida de 660 26.3 0.63 4 7.6 

pontos (3) 
por 20 dias 21 dias ↑ Bainha de Mielina 

 

↑ Funcionalidade (IFC) 

1, 2, 4, 6, 8 semanas ↑ Pico de amplitude e CMAPs (ENMG) 

(2011) 

 
 
 

Shen et al. 

(2013) 

 
 

 
Takhtfooladi et 

 
 
 

 
n. isquiático 

(ratos Sprague- 

Dawley) 

 

 

n. isquiático 

 
 
 

 
Transecção 

seguida de 

tubulização 

 
 
 
 

 
660 

 
 
 
 

 
50 314 

 
 
 
 

5.76 

 

 
0.96 

 
 
 
 

90 

Único ponto 

15 

 
 
 
 

Imediatamente pós 

cirurgia e 

por 9 dias 

consecutivos 

 
Após a operação 

(IFC) e 8 semanas 

 
 
 

 
12 semanas 

↑ Fibras nervosas, diâmetro axonal e bainha de 

mielina 

↑ S100 e MAP2 

↑ Funcionalidade (IFC) 

↑ CMAPs (ENMG) 

↓ Atrofia muscular 

↑ Imunomarcação de S100 e NF 

↑ Diâmetro e número de fibras nervosas, diâmetro 

axonal, espessura da bainha de mielina 

al. (2015) (ratos Wistar) 
Esmagamento 685 15 0.028 3 0.15 Único ponto por 21 dias 

consecutivos 

7, 14 e 21 dias ↑ Funcionalidade (IFC, IEC) 

 
 

 
TNF-α: fator de necrose tumoral α; MMP9: metaloproteinase de matriz 9; IFC: índice funcional do ciático; BDNF: fator neurotrófico derivado do cérebro; NGF: fator de necrose neuronal; iNOS: óxido nítrico sintase induzida; 

S100: marcador de células de Schwann; VEGF: fator de crescimento do endotélio vascular; HIF-1α: fator induzido por hipóxia 1α; IL-1β: interleucina 1β; IFF: índice funcional do fibular; IFT: índice funcional do tibial; 

ENMG: eletroneuromiografia; MAP2: proteína associado ao microtúbulo; CMAP: potencial de ação muscular composto; NF: neurofilamento; IEC: índice estático do ciático. 

 anastomose       consecutivos 

n. isquiático 

(ratos Sprague- 

Transecção 

seguida de 

 

660 

 

50 

 

314 

 

3,84 

 

15 

 

Único ponto 
Primeiro dia pós 

operatório por 21 
Dawley) tubulização       dias consecutivos 
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Tabela 2: Estudos selecionados que utilizaram laser no modo contínuo (espectro infravermelho). 
 

 
Autores 

 
 

Nervo e 
Modelo de lesão 

Animal 

 

Comprimento 

de onda (nm) 

 

Potência 

(mW) 

 

Área do 

feixe (cm²) 

 
Densidade de 

Energia 

 
Energia total 

por 

 
Único ou 

Múltiplos 

 
 

Início e frequência  
Períodos de análise Resultados 

do tratamento 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
TNF-α: fator de necrose tumoral α; IL-1β: interleucina 1β; GAP43: proteía associada ao crescimento 43; IFF: índice funcional do fibular; ADM: amplitude de movimento. 

 
 
 
 

Tabela 3: Estudo selecionado que utilizou laser no modo pulsado (espectro infravermelho). 
 

Autores 

 
Nervo e 

Animal 

 
Modelo de 

lesão 

 
Comprimento 

de onda (nm) 

 
Potência 

(mW) 

Potência 

média 

(mW) 

Área do 

feixe 

(cm²) 

Densidade 

de Energia 

(J/cm²) 

Energia total 

por    

tratamento (J) 

Único ou 

Múltiplos 

pontos 

 
Início e frequência do 

tratamento 

 
Períodos 

Resultados 
de análise 

Mohammed 

et al. (2007) 

n. fibular 

(coelhos Nova 

Zelândia) 

Transecção 

seguida por 

Neurorrafia 

 

901 10 2 16 0.075 1.2 
Único 

ponto 

Pós operatório e por 10 

dias consecutivos 

2, 4, 6 e 8 

semanas 

↑ Comprimento da 

fibra e diâmetro 

internodal 

 (J/cm²) tratamento (J) pontos 

Chen et al. 
Gânglio da raiz 

(2014) 
dorsal L4-L5 Constrição crônica 

(ratos Sprague- 

 
808 

 
190 

 
0.5 

 
72 

24h pós lesão, 4 e 8 dias ↓ Hiperalgesia mecânica e térmica 

36 Único ponto    diariamente por 8 
8 dias 

↓ RNAm de TNF-α, IL-1β e GAP43 

dias ↑ GAP43 e ↓ TNF-α 

Dias et al. n. isquiático 

(2013) (ratos Wistar) 
Esmagamento

 

 

780 
 

30 
 

0.04 
 

15 
Múltiplos 

A cada 48h, ↑ Mielina/área de secção transversa 

1.8 
pontos (3) 

totalizando 6 4 e 8 semanas 

sessões ↑ Vasos sanguíneos 

Dias et al. n. isquiático 

(2015) (ratos Wistar) 
Esmagamento

 

 

780 
 

30 
 

0.04 
 

15 
Múltiplos 

A cada 48h, 

1.8 
pontos (3) 

totalizando 6 4 e 8 semanas ↑ Diâmetro das fibras nervosas 

sessões 

Sousa et al. n. isquiático 
Esmagamento

 

(2009) (ratos Wistar) 
830 40 0.03464 20 2.77 

Múltiplos Diariamente por 28 Pré-operatório, 2, 3 e 
↑ Funcionalidade (IFF)

 

pontos (4) dias 4 semanas 

Wang et al. 
n. isquiático 

   
3 11.4 

Diariamente por 20 
↑ Funcionalidade (IFC) 

(2014) 
(ratos Sprague- Esmagamento 808 170 3.8 8 30.4 Único ponto 

dias 
20 dias ↑ ADM 

Dawley)    15 57 ↑ Espessura da bainha de mielina e GAP43 
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Tabela 4: Estudos selecionados que utilizaram laser no modo contínuo (espectro vermelho e infravermelho). 
 
 

Autores 

 
Nervo e 

Animal 

 
Modelo de 

lesão 

 
Comprimento 

de onda (nm) 

 
Potência 

(mW) 

 
Área do 

feixe (cm²) 

 
Densidade de 

Energia 

(J/cm²) 

 
Energia total 

por    

tratamento (J) 

 
Único ou 

Múltiplos 

pontos 

 

Início e frequência 
Períodos de análise  Resultados 

do tratamento 

 
Barbosa et al. 

(2010) 

 
Masoumipoor 

 
n. isquiático 

(ratos Wistar) 

 
n. isquiático 

 
Esmagamento 

660 0.06 0.6 

30 10 

830 0.116 1.16 

 
Único ponto 

 

 
Múltiplos 

Imediatamente pós 

cirurgia e por 20 

dias consecutivos 

Pós cirúrgico, 

Pré-operatório, pós 1, 
↑ Funcionalidade (IFC) 

2 e 3 semanas 

 
Pré-operatório, pós 1 

et al. (2014) (ratos Wistar) 
≈0.238 4 3.4 

pontos (3) 
diariamente por 2 

semanas 
e 2 semanas 

↑ Limiar térmico e mecânico de retirada da pata 

10 0.81 

8 

 
Múltiplos 

pontos (3) 

24h pós operatório, 

5 irradiações 

semanais por 3 

 
A cada 3 semanas 

(IFC) e 4 meses 

↑ Funcionalidade (IFC) 

↑ Diâmetro da fibra nervosa e axonal 

↑ Densidade da fibra nervosa, espessura da 

ielina e mielina/axônio 

 
 
 
 

 

IFC: índice funcional do ciático. 

50 4.23 semanas m 

10 2.4  
Pós operatório por 

60 4.8 10 dias Pré-operatório, pós 1 
120 9.6 

Múltiplos 
consecutivos e em e 84 dias (IFC) e 84 

10 2.4 
pontos (2)      

dias alternados por dias 

60 4.8 mais um mês 

120 9.6  

 

Medalha et al.  n. isquiático 
Transecção 

(2012) (ratos Wistar) 
seguida de

 
anastomose 

660 

 
808 

 
30 0.02 

 
Silva-Couto et  n. isquiático 

Transecção 

al. (2012) (ratos Wistar) 
seguida de

 
Neurorrafia 

660 

 

 
780 

 

 
40 0.04 

 

Constrição 660 100 

crônica 980 70 
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DISCUSSÃO 

Anualmente nos Estados Unidos da América e na Europa, 

aproximadamente 100.000 pessoas são submetidas a operações com objetivo 

de recuperação nervosa periférica, havendo um avanço tecnológico na área de 

microcirurgia. Porém, sem uma recuperação funcional satisfatória, 

demonstrando a necessidade de maior investigação do processo de reparo 

neste tecido [3]. 

Há diversos tratamentos cirúrgicos, como a neurorrafia [24], enxertia [25] 

e a tubulização [11]. Além da cirurgia, há outros tipos de terapia, como o LBI [24], 

eletroterapia e ultrassom terapêutico, que são estímulos físicos com objetivo de 

modular a reinervação [1], além das terapias biológicas, como inoculação celular 

e de fatores de crescimento na região lesionada [26, 27]. 

Especificamente, o LBI demonstra efeitos variados em diferentes 

parâmetros de aplicação, como aumento de funcionalidade [9], amplitude de 

movimento [28], atenuação da disestesia [29] e modulação da concentração de 

citocinas inflamatórias [30]. Assim, a necessidade da compreensão dos 

mecanismos de ação envolvidos na modulação do processo inflamatório se torna 

evidente, a fim de atingir os efeitos desejados. 

A descrição inadequada dos parâmetros impossibilitou a inclusão de 

muitos estudos com resultados promissores. A ausência da descrição do modo 

de aplicação, da frequência (modo pulsado), área do feixe, fluência e energia 

impossibilitam a reprodutibilidade dos experimentos, assim como a frequência e 

início do tratamento,  já que esses parâmetros levam a diferentes efeitos, 

deixando assim uma barreira na interpretação dos resultados. 

Nos artigos selecionados, verifica-se que não há uma padronização dos 

parâmetros. Além disso, modelos experimentais diferentes testariam aspectos 

diferentes de uma LNP. Em modelos de constrição crônica há uma 

predominância de alterações sensitivas [9, 30], enquanto modelos de 

transsecção e esmagamento [19, 22] possuem alterações mistas, sendo 

importante para a investigação dos aspectos motores e sensitivos de uma LNP 

de acordo com o modelo experimental escolhido. Ressaltando que em modelos 

de neurotmese, há uma garantia do processo de degeneração walleriana, com 
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consequente atrofia muscular, alterando a distribuição de colágeno muscular e 

consequentemente a função muscular [10, 31, 32]. 

Modelos de axonotmese tem como vantagem a maior padronização da 

lesão e a ausência de treinamento microcirúrgico, porém devido à alta velocidade 

de retorno às condições basais, há uma maior dificuldade em obter diferenças 

significantes da terapêutica proposta em relação ao grupo submetido somente à 

lesão, em contrapartida, modelos de neurotmese apresentam velocidade de 

regeneração mais lenta, sendo mais crítico para transposição do modelo para 

ensaios clínicos [31]. 

 
Efeitos do LBI na funcionalidade 

Após uma LNP, a recuperação funcional se inicia após 12 dias em uma 

axonotmese e em 30 dias em uma neurotmese, atingindo um platô em 28 e 120 

dias respectivamente [31]. 

O LBI demonstrou um aumento na velocidade de recuperação funcional, 

tanto no espectro vermelho, quanto  infravermelho.  Em modelos  experimentais 

de axonotmese por esmagamento, o LBI vermelho demonstrou melhora na 

funcionalidade através do estudo de Belchior et al. [33], onde o grupo irradiado 

após a operação por 20 dias consecutivos (660 nm, 26.3 mW, 7.6 J) demonstrou 

um aumento do índice funcional do ciático (IFC) pós 21 dias de lesão, 

corroborando com Takhfooladi et al. [34] que demonstraram esse aumento no 

grupo irradiado após a operação por 21 dias consecutivos (660 nm, 15 mW, 0.15 

J) em 14 e 21 dias pós lesão, tanto no IFC, quanto no IEC (índice estático do 

ciático), entretanto, Barbosa et al. [17] observaram esse aumento no índice 

somente em 14 dias pós lesão no grupo irradiado imediatamente após a cirurgia 

por 20 dias consecutivos (660 nm, 30 mW, 0.6 J). Já em grupos irradiados com 

LBI infravermelho, foi demonstrado um aumento no índice funcional do fibular 

(IFF) nos estudos de Sousa et al. [35] com irradiação diária por 28 dias (830 nm, 

40 mW, 2.77 J) em 14 dias e no IFC no estudo de Wang et al. [28] (808 nm, 170 

mW) nos grupos irradiados diariamente por 20 dias consecutivos com 3 e 8 J, 

além de um aumento na amplitude de movimento no grupo 8J. 

Com relação aos modelos de constrição crônica, Hsieh et al. [9] 

demonstraram um aumento da funcionalidade nos grupos irradiados 7 dias pós 
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lesão por 7 dias consecutivos com LBI vermelho (660 nm, 30 mW, 7.2 J) no 

aspecto motor (IFC, IFF e índice funcional do tibial – IFT) e no aspecto sensitivo 

(hiperalgesia mecânica) em 7 dias pós lesão. No estudo de Chen et al. [30] foi 

demonstrado uma diminuição da hiperalgesia mecânica e térmica em 4 e 8 dias 

nos grupos irradiado 24h pós lesão diariamente por 8 dias com LBI infravermelho 

(808 nm, 190 mW, 36 J), esses estudos corroboram com Masoumipoor et al. [29] 

que demonstraram um aumento no limiar térmico e mecânico de retirada da pata 

dos animas nos grupos irradiados pós cirúrgico e diariamente por 2 semanas 

com LBI vermelho (660 nm, 100 mW, 3.4 J) e infravermelho (980 nm, 70 mW, 

3.4 J). 

Em modelos de neurotmese seguida por tubulização como no estudo de 

Shen et al. [19] foi demonstrado um aumento do IFC e do pico de amplitude e 

potencial de ação muscular composto (CMAP) em 8 nos grupos irradiados no 

primeiro dia pós-operatório por 21 dias consecutivos com LBI vermelho (660 nm, 

50 mW, 15 J). Já em outro estudo deste mesmo grupo [11] os mesmos resultados 

foram obtidos em animais irradiados no primeiro dia pós cirurgia e por 9 dias 

consecutivos, porém após 12 semanas (660 nm, 50 mW, com diferentes doses 

de energia; imediatamente pós lesão a energia foi de 90 J e nos 9 dias seguintes 

de 15 J). O aumento na velocidade de recuperação funcional também foi 

demonstrado em modelos de neurotmese seguida por anastomose em animais 

irradiados 24h pós-operatório com frequência de 5 irradiações semanais por 3 

semanas, como no estudo de Medalha et al. [36] os grupos irradiados (660 nm, 

30 mW, 0.81 e 4.23 J) demonstraram um aumento no IFC  em 4 meses. Porém 

no estudo de Silva-Couto et al. [10] em ratos lesionados por neurotmese seguida 

por neurorrafia, nenhum dos parâmetros de irradiação (660 e 780 nm, 40 mW, 

2.4, 2.4 e 9.6 J) demonstrou uma alteração na recuperação funcional avaliados 

através do IFC. 

Esses achados demonstram que diferentes parâmetros alteram a 

velocidade de recuperação funcional motora e sensorial, sendo assim, a 

necessidade de um protocolo de irradiação se faz necessário para uma 

otimização dessa recuperação. 
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Efeitos do LBI nos aspectos morfológicos 

A quantificação dos aspectos morfológicos das fibras nervosas, 

principalmente das fibras mielinizadas, é um parâmetro importante para 

investigação do processo regenerativo [4].  O número de fibras nervosas, 

densidade de fibras nervosas, diâmetro axonal e das fibras, área de secção 

transversa axonal e de fibras nervosas, perímetro axonal e das fibras nervosas e 

espessura da bainha de mielina são importantes para a análise da recuperação 

pós LNP [37]. Após uma LNP, mudanças morfológicas e metabólicas se tornam 

evidentes no sítio de lesão. Há alterações no corpo celular, no segmento distal e 

proximal da lesão nervosa, segmento distal na placa motora ou no receptor 

sensorial. Lesões por axonotmese e por neurotmese apresentam taxas de 

regeneração diferentes, sendo 3.0-4.4 mm/dia e 2.0-3.5 mm/dia em ratos e 

coelhos, respectivamente [37]. 

Em modelos de lesão por esmagamento, no estudo de Dias et al. [38] o 

LBI infravermelho com irradiação a cada 48h totalizando 6 sessões (780 nm, 30 

mW, 1.8 J) demonstrou um aumento na concentração de mielina por área de 

secção transversa e no número de vasos sanguíneos em 4 e 8 semanas  pós 

lesão. No estudo de Dias et al. [39] com os mesmos parâmetros (780 nm, 30 mW, 

1.8 J) os achados demonstraram um aumento no diâmetro das fibras nervosas 

após 4 e 8 semanas pós lesão. Entretanto, Wang et al. [28] realizou irradiação 

com LBI infravermelho (808 nm, 170 mW, 11.4 e 30.4 J) demonstrando um 

aumento na espessura da bainha de mielina pós 20 dias de lesão. 

Nos modelos de lesão por neurotmese, Mohammed et al. [18] 

demonstraram um aumento no comprimento da fibra e diâmetro internodal do 

nervo fibular de coelhos lesionados com transsecção seguida por neurorrafia após 

irradiação no pós-operatório e por 10 dias consecutivos com LBI infravermelho no 

modo pulsado (901 nm, 2 mW, 1.2 J) em 2, 4, 6 e 8 semanas pós lesão. No estudo 

de Shen et al. [19], o LBI vermelho (660 nm, 50 mW, 15 J) demonstrou um 

aumento no número de fibras nervosas, diâmetro axonal e da bainha  de mielina 

em 8 semanas pós transsecção do n. isquiático de ratos seguida por tubulização. 

Shen et al. [11] realizaram irradiação no primeiro dia pós-operatório por 21 dias 

consecutivos com os mesmos parâmetros (660 nm, 50 mW, 15 J) por 9 dias 

consecutivos, porém com maior energia no pós-operatório imediato (660 nm, 50 
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mW, 90 J) demonstrando diferentes achados: aumento no número de células de 

Schwann, neurofilamento, diâmetro axonal, espessura da bainha de mielina, 

diâmetro e número de fibras nervosas no mesmo modelo de lesão em 12 

semanas, demonstrando que uma alteração nos parâmetros de irradiação pode 

levar à diferentes achados. Em modelos de transsecção seguida por anastomose, 

Reis et al. [40] utilizaram o LBI vermelho com irradiação após a operação por 20 

dias consecutivos (660 nm, 26.3 mW, 7.6 J) tendo um aumento na bainha de 

mielina em 21 dias, diferente do estudo de Medalha et al. [36] com irradiação 24h 

pós-operatório, sendo 5 irradiações semanais por 3 semanas, utilizaram dois 

comprimentos de onda, com LBI vermelho (660 nm, 30 mW, 4.23 J) e com LBI 

infravermelho (808 nm,30 mW, 4.23 J), e demonstrou um aumento no diâmetro 

axonal e das fibras nos animais irradiados com estes comprimentos de onda 

quando comparados ao grupo lesionado. 

Os efeitos fotobiomodulatórios do LBI vermelho e infravermelho são 

positivos sobre os aspectos morfológicos dos estudos selecionados, sendo 

necessário a investigação dos mecanismos de ação dos diferentes parâmetros 

para confirmar as vias de sinalização. 

 
Efeitos do LBI na expressão de citocinas e fatores de crescimento 

Em uma LNP, há um aumento da óxido nítrico sintase induzida (iNOS) 

resultando em um aumento no recrutamento de células inflamatórias para o local 

de lesão, levando a um aumento na produção e liberação de citocinas pró 

inflamatórias [22], como as associadas à dor neuropática, como o fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) e a interleucina 1 beta (IL-1β) [9, 30]. Essa 

liberação pode ser estimulada pelo fator induzido por hipóxia 1 alfa (HIF-1α), sua 

concentração aumenta durante um processo inflamatório, isquemia e hipóxia [9]. 

Concomitantemente à liberação das citocinas pró inflamatórias, fatores 

neurotróficos são liberados para evitar a necrose  do tecido nervoso e promover a 

regeneração axonal. Dentre estes o Fator de crescimento nervoso (NGF), fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e neurotrofinas 3, 4 e 5 (NT3, NT4, 

NT5), além de outros fatores de crescimento, como o fator de crescimento do 

endotélio vascular (VEGF) ganham destaque [9, 22]. Além disso, a concentração 

da proteína 43 associada ao crescimento (GAP-43) pode ser usada como um 
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indicativo de regeneração nervosa pois é proporcional a frequência do 

brotamento nervoso, exclusivamente na regeneração nervosa do organismo 

adulto [30]. 

Especificamente em modelos de constrição crônica, Hsieh et al. [9] 

demonstraram que o LBI vermelho (660 nm, 30 mW, 7.2 J) aumentou a 

concentração de VEGF e NGF e diminuiu a expressão de HIF-1α, TNF-α e IL- 

1β. Essa diminuição de TNF-α corrobora com os resultados de Chen et al. [30], 

onde o LBI infravermelho (808 nm, 190 mW,  36 J) diminuiu a expressão gênica 

e tecidual de TNF-α em 3 dias pós lesão, além da diminuição da expressão 

gênica de GAP-43 e IL-1β. Entretanto, a concentração tecidual de GAP-43 

aumentou. 

Nos modelos experimentais de lesão por esmagamento, Wang et al. [28] 

realizaram irradiação com LBI infravermelho (808 nm, 170 mW, 11.4 e 30.4 J) 

que demonstrou aumentou na concentração de GAP-43 em 20 dias pós lesão. 

Gomes et al. [22] realizaram irradiação com LBI vermelho (632.8 nm, 5 mW, 1 J) 

levando à diminuição da expressão gênica de iNOS em 21 dias, aumento da 

expressão gênica de BDNF e NGF em 14 e 21 dias pós lesão, entretanto não 

houve uma alteração na expressão gênica de NT3 em nenhum dos períodos 

experimentais. Alcântara et al. [23] realizaram irradiação com LBI vermelho (660 

nm, 40 mW, 4.8 J) aumentando a concentração de TNF-α. 

Em geral, os resultados demonstram os efeitos positivos da 

fotobiomodulação com LBI, porém a necessidade de um parâmetro ideal se 

confirma com a divergência de resultados. Enquanto a terapia com LBI visa a 

diminuição de citocinas pró-inflamatórias e o aumento de fatores de crescimento, 

o LBI pôde levar ao aumento na concentração de TNF-α, demonstrando  um 

efeito modulatório no tecido nervoso como verificado nos estudos  de Alcântara 

et al. [23], sendo necessário mais estudos para a investigação dos mecanismos 

de ação do LBI. 

 
CONCLUSÃO 

O LBI é um recurso fototerapêutico viável para o tratamento de uma LNP, 

demonstrando efeitos positivos sobre o reparo neuromuscular através do uso do 

LBI vermelho e do infravermelho, havendo melhora nos índices funcionais, nos 
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aspectos morfológicos e na expressão de citocinas e fatores de crescimento. A 

maioria dos estudos utilizou uma potência de até 50 mW e energia total de até 

15 J aplicado no modo de múltiplos pontos. O levantamento desses parâmetros 

é importante para a padronização de um protocolo de irradiação com objetivo de 

evidenciar os efeitos do LBI na regeneração pós LNP. 
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RESUMO 

Introdução: O tratamento com fototerapia tem demonstrado efeitos positivos 

nos tratamentos de lesão nervosa periférica, porém há uma necessidade da 

investigação com objetivo de elucidar os mecanismos de ação envolvidos neste 

processo de forma a otimizar a terapêutica fotobiomodulatória. Metodologia: 

Células de Schwann da linhagem ST88-14 foram cultivadas em meio RPMI 

suplementado com 10 mM de HEPES, 2 mM de glutamina, 10% de soro fetal 

bovino (SFB) e 1% de solução antibiótica-antimicótica, mantidas em incubadora 

de CO2 a 5%, sempre a 37ºC. As células foram irradiadas com laser vermelho e 

infravermelho (660 e 780 nm, 40 mW) em duas doses de energia diferentes (3.2 

e 6.4 J, em 80 e 160 s). Foi realizado o teste para viabilidade celular MTT e 

resazurina, ensaio de ferida, Citometria de fluxo com Annexina V e PI e qPCR 

para BDNF, NGF, NT3, GDNF, CCL2 e IL-1β, imunofluorescência para S-100 e 

actina. Resultados: O LBI promoveu um aumento na atividade mitocondrial 

avaliada por MTT em 3 e 7 dias. O grupo 780 6.4 J demonstrou um aumento na 

migração celular em 4, 6, e 8h e no grupo 780 3.2 J em 6h. A expressão gênica 

de BDNF e NGF aumentou em todos os grupos irradiados. A expressão de GDNF 

e de IL-1β não apresentou diferenças. Os genes CCL2 e NT3 não foram 

expressos. Não houve alteração da morfologia celular e da viabilidade celular 

avaliado por Citometria de fluxo, porém o LBI aumentou a população das células 

na fase G2/M em 1 e 3 dias. Conclusão: A FBM promoveu um aumento na 

atividade metabólica e mitose sem alterar a viabilidade celular, apresentando 

melhores resultados  sobre a migração celular quando realizada com laser 

infravermelho. 

 
Palavras-chave: Regeneração nervosa, terapia a laser em baixa intensidade, 

nervo, fotobiomodulação 
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INTRODUÇÃO 
 

As células de Schwann (CS) desempenham um papel importante no 

sistema nervoso periférico (SNP) e a interação axônio-CS é importante no 

desenvolvimento normal e funcionamento de uma fibra nervosa [1].  Essa 

interação interfere no processo de reparo uma vez que as CS apresentam papel 

essencial na regeneração axonal sendo o retardo nesta interação diretamente 

relacionado a um reparo nervoso mais lento ou a progressão para lesão nervosa 

crônica com estabelecimento de diversos tipos de sequelas [2]. 

Após uma lesão nervosa periférica (LNP) as CS respondem rapidamente 

à interrupção axonal, promovendo uma mudança no fenótipo,  expressando 

fatores de crescimento como BDNF, GDNF, NT3, NGF que promovem a 

sobrevivência de neurônios lesionados e o prolongamento  axonal no coto 

proximal. Na região do coto distal, as CS entram no processo de 

desdiferenciação, havendo uma proliferação celular das CS por entrarem 

novamente no ciclo celular, expressando citotinas inflamatórias  incluindo  TNF-α 

e MCP-1 que promovem o recrutamento de macrófagos. Além disso, as CS 

iniciam a ruptura da mielina intrínseca, como um processo de autofagia  celular 

[3, 4], pois a mielina tem potencial inibitório sobre o crescimento axonal [3]. 

A formação de bandas de regeneração se inicia a partir da alteração da 

morfologia das CS, que assumem uma morfologia bipolarizada formando uma 

camada colunar abaixo da lâmina basal, formando as bandas de Bungner, 

promovendo substratos e guiando a disposição para a regeneração axonal [2]. A 

interação entre o axônio-CS é importante para a regeneração tecidual,  levando 

à rediferenciação das CS sendo que uma falha nessa interação pode 

desencadear uma doença neuromuscular ou dor neuropática [2]. 

A fotobiomodulação (FBM) é um recurso para a terapia após uma LNP 

[5], em específico, o laser em baixa intensidade (LBI) possui efeito 

fotobiomodulatório, podendo causar uma inibição ou estimulação do 

metabolismo tecidual. Seu mecanismo de ação consiste na absorção de luz 

(fótons) pelos fotorreceptores, modulando as reações celulares, alterando a 

síntese de ATP na mitocôndria, através da aceleração da cadeia transportadora 

de elétrons [6, 7]. Estudos in vivo demonstram efeitos positivos deste recurso 

modulando diferentes etapas e células participantes incluindo a diminuição de 
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citocinas pró inflamatórias como TNF-α e IL-1β [8] e aumento na expressão de 

fatores de crescimento, como o BDNF e NGF [9]. 

A produção de citocinas pró-inflamatórias e fatores de crescimento pelas 

CS são importantes para o processo de reparo, demonstrando a necessidade de 

investigação dos efeitos fotobiomodulatórios do LBI nas CS visando a 

contribuição para o estabelecimento de protocolos eficazes para a recuperação 

funcional pós LNP e aceleração do processo de reparo no tecido nervoso. 

O objetivo do estudo foi avaliar em diferentes comprimentos de onda e 

energia os efeitos do LBI sobre as CS através da análise da viabilidade, 

morfologia e expressão gênica de citocinas e fatores de crescimento. 

 
METODOLOGIA 

Local 

O estudo foi realizado no laboratório de Farmacologia da Faculdade de 

Medicina Dentária da Universidade do Porto (FMDUP). 

 
Cultivo celular 

A linhagem ST88-14 (RRID:CVCL_8916) é uma célula de Schwann 

isolada de um paciente com neurofibromatose tipo I (Ryan et al. 1994) pelo Dr. 

Jonathan A. Fletcher (Dana Faber Cancer Institute, Boston, EUA). As células 

ST88-14 foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 

suplementado com 10 mM de HEPES, 2 mM de glutamina, 10% de soro fetal 

bovino (SFB) e 1% de solução antibiótica-antimicótica, mantidas em incubadora 

de CO2 a 5%, sempre a 37ºC. O monitoramento celular foi realizado a cada dois 

dias, utilizando um microscópio invertido de fase sendo mantidas em estado de 

subconfluência. 

 
Fotobiomodulação (FBM) 

As células foram tripsinadas, centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos a 

10º C e o botão celular (8 x 104 células/tubo) com o meio de cultura completo foi 

irradiado na extremidade inferior, sendo utilizado o equipamento Twin  Laser® 

(MM Optics, São Carlos – SP, Brasil). Os parâmetros utilizados estão descritos 

na tabela 1. 
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Tabela 1: Parâmetros utilizados para o tratamento com FBM. 
 

Meio ativo InGaAlP AsGaAl 

Comprimento 

de onda 
660 nm 780 nm 

Área do feixe  0.04cm²  

Área irradiada  0,196cm²  

Potência  40 mW  

Densidade de 

potência 

  
1W/cm² 

 

Densidade de 

energia 

160J/cm²  
320J/cm² 

160J/cm²  
320J/cm² 

Energia total 3.2J 6.4 3.2J 6.4 

Tempo 80s 160s 80s 160s 

 
Ensaio da atividade mitocondrial – MTT 

As células foram incubadas em placas de cultura de fundo chato de 24 

poços (1x104 células/poço) e após 1, 3 e 7 dias de incubação foi adicionado 100 

uL de MTT (5 mg/ml) em cada poço. Após 3 horas a 37º C o meio foi removido e 

200 ul de DMSO foi adicionado em cada poço para leitura da absorbância no 

leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek) em 550 de densidade óptica. 

 
Ensaio da atividade mitocondrial – Resazurina 

As células foram incubadas em placas de cultura de fundo chato de 24 

poços (1x104 células/poço) e após 1, 3 e 7 dias de incubação foi adicionado meio 

fresco com 10% (v/v) de resazurina em cada poço. Após 3 horas a 37º C 100 ul 

foi transferido para uma placa de 96 poços e a intensidade da fluorescência foi 

mensurada no leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek) em excitação no 

comprimento de onda de 535 nm e emissão em 590 nm. 

 
Ensaio de ferida 

As células foram incubadas em placas de cultura de fundo chato de 24 

poços (1x104 células/poço) e após 3 dias estavam em confluência adequada 
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para ser realizado o ensaio. Uma ponteira de 10 ul foi utilizada para realização 

da ferida. Os poços foram fotografados no momento da lesão, 2, 4, 6 e 8 h após. 

 
Microscopia confocal 

As culturas celulares foram fixadas com 3.7% de paraformaldeído. Após, 

a lamínula circular foi incubada por 30 min com 0,1% (v/v) de solução de Triton X-

100 e por 30 min com solução de albumina bovina sérica 1% (BSA) . Após, 100 

uL de anticorpo S-100 (1:50 in BSA 1%) foi adicionado e incubado overnight em 

câmara úmida a 4º C e conjugadas com Alexa Fluor 488 (1:500 em BSA 1%) por 

1 h. Os filamentos de F-actina foram visualizados por tratamento das células com 

Alexa Fluor 594-conjugated phalloidin (diluição 1:20; 1 h) e os núcleos com 

iodeto de propídio (1 ug/mL; 10 min). As amostras coradas foram montadas em 

Vectashield® e examinadas por microscopia de fluorescência (Leica SP2 AOBS) 

e analisadas com o software Leica Application Suite X 3.3.0.16799 (Leica 

Microsystems CMS Gmbh, 2017). 

 
Citometria de fluxo 

As amostras foram tripsinizadas, centrifugadas a 1200 rpm por 5 min a 

10º C, o pellet foi lavado duas vezes com PBS (10% SFB), após ressuspendido 

em Annexin Binding Buffer, então foi adicionado 10 uL de iodeto de propídio e 5 

uL de FITC Annexin V em cada amostra. Após 15 minutos 400 uL de Annexin 

Binding Buffer foi adicionado e as amostras foram filtradas para análise em 

citômetro de fluxo BD FACSAria™ I I High Speed Cell Sorter, as amostras foram 

analisadas para o ciclo celular e apoptose através do software FlowJo 10.4.2 

(FlowJo, LLC, 2018). 

 
RT-qPCR 

O RNA total foi isolado de placas usando TRIzol (Invitrogen, CA, USA), 

de acordo com instruções do fabricante. A quantidade e integridade do RNA foi 

mensurada em um leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek). A síntese de 

cDNA foi realizada com o iScript® Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR e 

a RT-qPCR foi realizada usando SSoAdvancedTM Universal SYBR® Green 

Supermix e CFX96 Touch Real Time Detection System (BIO-RAD). As condições 
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de ciclagem térmica foram 96º C por 2 min, seguido de 40 ciclos em 96º C por 5 

s e 60º C por 30 s. Foi adquirido placas de 96 poços (BIO-RAD) contendo os 

primers BDNF, GDNF, IL1B, MCP-1, NGF e NTF3. O gene de referência GAPDH 

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) foi utilizado para normalizar os 

dados usando a mesma quantidade de cDNA. A quantificação foi realizada 

usando o método 2−ΔΔCT. 

 
Análise dos resultados 

Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism, versão 

5.00 (GraphPad Software San Diego, California, USA). A distribuição de 

normalidade foi avaliada pelo teste Komolgorov-Smirnov.  Os  dados foram 

expressos em média e erro padrão da média, sendo submetidos ao teste ANOVA 

seguido pelo teste de Tukey para comparação entre os grupos. Os níveis de 

confiança foram ajustados para 95% (p≤0,05). 

 
RESULTADOS 

Efeitos da FBM na atividade metabólica 

A FBM promoveu um aumento na atividade mitocondrial aos 3 e 7 dias 

avaliado pelo ensaio MTT em todos os parâmetros utilizados (figura 1B e 1C). 

Não foram encontradas diferenças estatísticas no ensaio Resazurina (figura 1D, 

1E e 1F). 

 

Figura 1: Efeitos do FBM na atividade metabólica mensurada pelo ensaio MTT 

após 1 (A), 3 (B) e 7 (C) dias (ANOVA/Tukey). * p <0,05 vs grupo controle. 
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Figura 2: Efeitos do PBM na atividade metabólica mensurada pelo ensaio de 

resazurina após 1 (A), 3 (B) e 7 (C) dias (ANOVA/Tukey). * p <0,05 vs grupo 

controle. 

 
Efeitos da FBM na expressão gênica 

A expressão gênica dos fatores de crescimento BDNF e NGF aumentou 

após a irradiação LLLT (figuras 3 e 4). Não foram encontradas diferenças 

estatísticas na  expressão do gene da IL-1B e não foram expressos GDNF, NT3  

e MCP-1 em nenhuma das condições experimentais. 

 
 

Figura 3: Efeitos de PBM na expressão do gene BDNF após 1 (A), 3 (B) e 7 dias 

(ANOVA/Tukey). * p <0,05 vs grupo controle. 

 

Figura 4: Efeitos de PBM na expressão do gene NGF após 1 (A), 3 (B) e 7 dias 

(ANOVA/Tukey). * p <0,05 vs grupo controle. 
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Efeitos da PBM na migração de SC 

O PBM aumentou a migração celular para a área correspondente a ferida 

após 4, 6 e 8 h com o comprimento de onda de 780 nm (2-way ANOVA/ 

Bonferroni) (figuras 5 e 6). 

 

Figura 5: Efeitos do FBM na migração do SC após a lesão. A porcentagem foi 

calculada como a razão entre a área de lesão no tempo 0h e os períodos 

remanescentes (2-way ANOVA/Bonferroni). *p> 0,05 vs grupo Controle. 

 

 
Efeitos da FBM na viabilidade celular 

Não foram encontradas diferenças nas células viáveis, apoptóticas e 

necróticas após a irradiação LBI em 1 (figura 7), 3 (figura 8) e 7 (figura 9) dias 

(ANOVA/Tukey). 

 
Efeitos da FBM no ciclo celular 

O LBI induziu um aumento da população das células G2/M em 1 (figura 

10) e  3  (figura  11) dias (ANOVA/Tukey). Nenhuma diferença estatística foi 

encontrada nas células após 7 dias (figura 12). 
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Figura 6: Fotomicrografias da ferida após 2 e 8 h. 



Figura 7: Análise da viabilidade celular por Anexina-V e PI de SC irradiadas com FBM após 1 dia. (A) Citometria de fluxo de SC após 

LLLT. (B) Representação gráfica da população celular. 
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Figura 8: Análise da viabilidade celular por Anexina-V e PI de SC irradiadas com FBM após 3 dias. (A) Citometria de fluxo de SC após 

LLLT. (B) Representação gráfica da população celular. 
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Representação gráfica da população celular. 
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Figura 9: Análise da viabilidade celular por Anexina-V e PI de SC irradiadas com FBM após 7 dias. (A) Citometria de fluxo de SC após LLLT. (B) 
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Figura 10: Efeitos da FBM no ciclo celular após 1 dia. A população G2/M aumentou em todos os grupos irradiados. (A) Citometria de fluxo de SC 

após LLLT. (B) Representação gráfica da população celular. 
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Figura 11: Efeitos da FBM no ciclo celular após 3 dias. A população G2/M aumentou em todos os grupos irradiados. (A) Citometria de fluxo 

de SC após LLLT. (B) Representação gráfica da população celular. 
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Figura 12: Efeitos da FBM no ciclo celular após 7 dias. (A) Citometria de fluxo de SC após LLLT. (B) Representação gráfica da população celular. 
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Figura 13: Efeitos da FBM sobre células ST88-14 após 1 dia. Marcação nuclear 

com DAPI (azul), AlexaFluor 488 para S-100 (verde), Phalloidin para F-actin 

(vermelho). (barra de escala = 25 μm). 
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Figura 14: Efeitos da FBM sobre células ST88-14 após 3 dias. Marcação nuclear 

com DAPI (azul), AlexaFluor 488 para S-100 (verde), Phalloidin para F-actin 

(vermelho). (barra de escala = 25 μm). 
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Figura 15: Efeitos da FBM sobre células ST88-14 após 7 dias. Marcação nuclear 

com DAPI (azul), AlexaFluor 488 para S-100 (verde), Phalloidin para F-actin 

(vermelho). (barra de escala = 25 μm). 
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Efeitos da FBM sobre a morfologia celular 

As células apresentaram morfologia do tipo neuronal com marcação 

positiva para S100, sem alterações nos grupos irradiados após 1 (figura 13), 3 

(figura 14) e 7 dias (figura 15). 

 
DISCUSSÃO 

A FBM tem demonstrado potencial terapêutico em situações de LNP 

como o aumento da funcionalidade motora e atividade muscular em pacientes 

tradados com LBI infravermelho (780 nm, 250 mW) quando comparados ao 

grupo placebo, demonstrando os efeitos positivos da FBM neste tipo de lesão 

[10]. Há relatos sobre os efeitos da FBM sobre o tecido muscular durante o 

processo de reparo após diferentes modelos experimentais de LNP, porém os 

efeitos variam de acordo com os parâmetros utilizados, sendo necessário a 

compreensão dos mecanismos celulares e moleculares  envolvidos neste 

processo [5]. 

Estudos in vitro conduzidos  utilizando CS da linhagem ST88-14 

demonstraram a presença de um receptor de manose demonstrando que esse 

modelo é viável para a investigação da ação das células da glia no tecido 

nervoso periférico na defesa do hospedeiro em processos infecciosos, doenças 

degenerativas e neoplasias [11]. 

Foram realizados estudos investigando a resposta das CS da linhagem 

ST88-14 a um processo infeccioso por Mycobacterium leprae e forma 

observados modulação de metalopeptidase [12], em específico da 

metalopeptidase PHEX, além de ativação do fator transcricional NF-κB induzido 

pelo processo infeccioso [13] e aumento na expressão gênica de outras 

metaloproteinases MMP2, MMP9 e do inibidor TIMP1 [14]. 

Contudo, estudos com a utilização de LBI neste tipo celular não foram 

conduzidos até o momento. Assim como células de cultura primária elas 

expressam S-100, P0 e MBP [15-17], sendo viáveis para investigação dos 

mecanismos de ação do laser tendo em vista que o isolamento de CS de cultura 

primária é um processo delicado pelo fato do nervo apresentar outros tipos 

celulares que suportam o tecido conjuntivo e as células do fascículo nervoso, 

como fibroblastos ou endotélio vascular. 
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Em relação a atividade metabólica os resultados demonstraram que o 

LBI modula a atividade metabólica, havendo um aumento na atividade 

mitocondrial nos grupos irradiados com LBI vermelho e infravermelho. Diferente 

do estudo de Yazdani et al. [18], no qual foi demonstrado que o LBI infravermelho 

(810 nm, contínuo, 50 mW, 0.4 e 1.6 J) modulou a atividade mitocondrial de CS 

obtidas do nervo sural de humanos, havendo um aumento na atividade 

mitocondrial nos períodos de 3 dia e 7 dias, além disso, a FBM promoveu um 

aumento na população de células mitóticas no ciclo celular sem induzir a 

apoptose ou necrose celular. 

Em relação aos fatores de crescimento, o LBI demonstrou um aumento 

na expressão gênica de BDNF e NGF, no estudo realizado por Yazdani  et al. 

(810 nm, 50 mW, 0.4 e 1.6 J) houve um aumento na expressão de NGF em 20 

dias, porém sem alterações na expressão de BDNF e GDNF por CS obtidas do 

nervo sural de humanos, evidenciando que diferentes parâmetros de irradiação 

podem alterar os efeitos fotobiomodulatórios do LBI, além disso, Meng et al. [19] 

demonstraram um aumento da expressão de BDNF em neurônios obtidos do 

hipocampo de camundongos irradiados com LBI (632.8 nm, 10 mW, 1.5 J) 

revelando que diferentes populações celulares  respondem de maneira diferente 

à FBM. 

Van Breugel & Bär [20] demonstraram um aumento no número de CS 

obtidas a partir do nervo isquiático de ratos Wistar irradiadas com LBI vermelho 

(632 nm, 5.98 mW) quando comparado ao grupo não irradiado. Sendo analisado 

através da contagem de células ressuspendidas em tampão PBS suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (SFB), no presente estudo o LBI vermelho e 

infravermelho aumentou a porcentagem de células na fase G2 e mitótica sem 

alterar a porcentagem de células viáveis, além de um aumento na migração 

celular evidenciado somente no grupo irradiado com LBI infravermelho. 

Segundo o estudo realizado por Wang et al. [21] para que a regeneração 

pós LNP ocorra, é necessário a polimerização dos filamentos de actina das CS, 

sendo um dos elementos chave para o adequado processo de regeneração 

axonal e migração das CS. No presente estudo as células apresentaram 

morfologia preservada e marcação positiva para S100, proteína presente nas CS 

que inibe a apoptose, estimula a proliferação celular e migração dos macrófagos 
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e CS, além da liberação de citocinas e fatores de crescimento que estimulam a 

regeneração axonal [22]. 

A fotobiomodulação (FBM) é um recurso terapêutico utilizado  para 

estimular o reparo tecidual, analgesia e reduzir o processo inflamatório. A FBM 

estimula cromóforos como citocromo C oxidase e os canais de cálcio celulares, 

[23]. A FBM ativa metabolismo mitocondrial podendo levar a resultados falso 

positivos, porém neste estudo foi analisado a apoptose, ciclo celular, fatores de 

crescimento e migração celular. 

Os resultados do presente estudo demonstram os efeitos 

fotobiomodulatórios do LBI vermelho e infravermelho  nas CS. Os estudos sobre 

a FBM das CS ainda são escassos na literatura sendo necessários maiores 

investigações sobre os efeitos da FBM sobre este tipo celular isolado e sobre um 

processo de lesão induzida, além de maiores variações dos parâmetros de 

irradiação como energia e potência diferentes. 

 
CONCLUSÃO 

A FBM promoveu um aumento na atividade metabólica e mitose sem 

alterar a viabilidade celular, apresentando melhores resultados sobre a migração 

celular quando realizada com laser infravermelho. 
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RESUMO 

Introdução: A lesão nervosa periférica (LNP) pode resultar em distúrbios 

motores ou sensoriais. A terapia a laser de baixa intensidade (TLBI) têm 

demonstrado resultados positivos como uma opção de tratamento para PNI. 

Metodologia: Ratos Wistar (oram divididos aleatoriamente em 5 grupos: 

Controle, Lesão, Lesão+LBIn (nervo), Lesão+LBImm (músculo) e 

Lesão+LBIn+LBImm (irradiação no nervo e músculo). Os grupos foram 

analisados após 1, 2, 3 e 4 semanas. LNP foi obtida por esmagamento do nervo 

isquiático esquerdo. O tratamento com laser (780nm, 3.2J) foi realizado na área 

de lesão nervosa e/ou no músculo tibial. Resultados: Na análise de marcha os 

os grupos irradiados na área de lesão nervosa apresentaram uma melhora em 

relação ao grupo Lesão em 2 semanas. Na análise da sensibilidade mecânica o 

grupo Lesão+LBIn apresentou uma diminuição em 1 semana em comparação 

com o grupo Lesão, em 2 semanas os grupos Lesão+LBIn+m e Lesão+LBIm 

apresentaram um aumento quando comparados ao grupo Lesão, os irradiados 

apresentaram uma redução da nocicepção em 4 semanas quando comparados 

ao grupo Lesão. Na análise da atrofia muscular, o grupo Lesão+LBIn apresentou 

um aumento de massa muscular em 2 semanas. Conclusão: A TLBI promoveu 

uma melhora dos aspectos funcionais no que se refere a análise de marcha, 

sensibilidade mecânica e massa muscular, sendo mais evidentes resultados 

positivos quando feita a aplicação na área de lesão nervosa no aspecto motor e 

na massa muscular; e no aspecto sensitivo na área muscular. 

 
Palavras-chave: Regeneração nervosa, terapia a laser em baixa intensidade, 

nervo isquiático. 



77  

INTRODUÇÃO 

Clinicamente, uma lesão nervosa periférica (LNP) não apresenta  risco 

de vida ao indivíduo, porém pode gerar um impacto negativo na qualidade de 

vida pois há possibilidade de não ocorrer uma completa regeneração, resultando 

em distúrbios motores ou sensoriais, aproximadamente 1 a 2% da população 

atendida no pronto socorro apresenta esse tipo de lesão [1, 2]. 

Após uma LNP, se inicia um processo de reparo, englobando  o 

crescimento neuronal, reinervação e recuperação funcional [3]. Em uma lesão 

acompanhada de degeneração Walleriana, como as lesões por esmagamento 

por exemplo, os músculos que seriam inervados por aquela  fibra sofrem 

deterioração progressiva [4], ocorrendo uma insuficiência na reposição da perda 

degenerativa tecidual [5],  as principais alterações decorrentes desta lesão 

incluem atrofia muscular, diminuição da área de secção transversa [6] e 

diminuição dos receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChR) da placa motora 

[4, 7] resultantes do comprometimento de fibras motoras, podendo levar à um 

distúrbio funcional [7]. 

Como opção de tratamento não invasivo para uma LNP, o LBI 

demonstrou efeitos positivos, através do efeito fotobiomodulatório, que pode 

causar uma inibição ou estimulação do metabolismo tecidual. Seu mecanismo 

de ação consiste na absorção de luz (fótons) pelos fotorreceptores, modulando 

as reações celulares, alterando a síntese de ATP na mitocôndria, através da 

aceleração da cadeia transportadora de elétrons [8, 9]. Em modelos 

experimentais de axonotmese por esmagamento, o LBI demonstrou melhora na 

funcionalidade através dos estudos de Belchior et al. [10], Takhfooladi et al. [11], 

Barbosa et al. [12], Sousa et al. [13] e Wang et al. [14] porém todos os estudos 

avaliaram os efeitos do tratamento com LBI somente na área de lesão nervosa 

ou o efeito da irradiação LBI no músculo desnervado, não há estudos com 

associação dos locais de irradiação. 

Portanto, este projeto busca preencher a lacuna referente aos efeitos 

combinados do LBI quando aplicado tanto nos tecidos muscular quanto nervoso, 

uma vez que já foi demonstrado na literatura os efeitos positivos deste recurso 

em cada tecido separadamente. 
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METODOLOGIA 

Local 

O estudo foi realizado no laboratório de pesquisa do curso de Mestrado 

e Doutorado em Ciências da Reabilitação e em Biofotônica aplicada às Ciências 

da Saúde, localizado na Unidade Vergueiro, 3º subsolo, da Universidade  Nove 

de Julho (UNINOVE), e já foi aprovado pelo comitê de ética no uso de animais  

da UNINOVE (CEUA 2/2016). 

 
Animais 

Foram utilizados 85 ratos da linhagem Wistar, pesando entre 200-250g 

mantidos no biotério da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) aprovado pelo 

CEUA (2/2016). Os animais foram mantidos em caixas plásticas apropriadas, 

temperatura ambiente entre 22° - 27ºC e luminosidade controlada  com ciclo de 

12 horas (claro/escuro), com comida e água ad libitum. 

 
Grupos experimentais 

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais: 

• Grupo Controle: os animais não foram submetidos a nenhum 

procedimento (n=5); 

• Grupo Lesão: foi realizado o esmagamento do nervo isquiático 

esquerdo (NIE) dos animais (n=20); 

• Grupo Lesão+LBIn: foi realizado o esmagamento do NIE dos 

animais e estes receberão tratamento com irradiação LBI na área 

correspondente à lesão nervosa (n=20); 

• Grupo Lesão+LBImm: foi realizado o esmagamento do NIE dos 

animais e estes receberão tratamento com irradiação LBI no músculo tibial 

anterior esquerdo (TAE) (n=20); 

• Grupo Lesão+LBIn+LBImm: foi realizado o esmagamento do NIE 

dos animais e estes receberão tratamento com irradiação LBI na área 

correspondente à lesão nervosa e no músculo TAE (n=20). 
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Procedimento cirúrgico 

O procedimento de esmagamento do nervo isquiático foi realizado 

conforme descrito por Salgado et al. [15] e Belchior et al. [10]. Após os animais 

terem sido anestesiados com injeção intraperitoneal utilizando-se uma  mistura 

de ketamina 10% (100 mg/Kg de peso do animal) e de xylazina 2% (10 mg/Kg 

de peso do animal). Para aplicação da anestesia foram utilizadas seringas da 

marca BD 100 Unidades com Agulha BD Ultra-Fine®, modelo insulina com a 

agulha Ultra-Fine® (regular), comprimento: 12,7 mm, calibre: 0,33 mm e bisel 

trifacetado. 

Os animais foram tricotomizados, posicionados em decúbito ventral e 

limpos com uma solução de clorexidina 2% na face posterior da coxa. Foi 

realizada uma incisão cutânea retilínea paralela ao ísquio e o nervo isquiático foi 

isolado das demais estruturas, sendo realizado o esmagamento utilizando uma 

pinça hemostática com trava (Rhosse Instrumentos e Equipamentos Cirúrgicos, 

Ribeirão Preto, SP, Brasil) 5mm acima da ramificação por meio de uma 

compressão com duração de 30s cada exercendo uma pressão de 6.3Mpa [10, 

15]. Este procedimento foi realizado pelo mesmo operador em todos os animais. 

Em seguida foi realizada a sutura das áreas incisadas utilizando-se fio de 

poliamida (Mononylon 6/0) e os animais foram mantidos em observação (figura 

1). Nos quatro primeiros dias de pós-operatório, cloridrato de tramadol (5mg/kg 

de peso animal) e dipirona (50mg/kg peso animal) foram administrados por via 

subcutânea de 8/8h para analgesia e uma dose única de oxitetracicina 

dihidratada subcutânea (0,1mL/kg, Terramicina LA, Pfizer Inc, Guarulhos, SP) foi 

administrada para profilaxia de complicações secundárias à possíveis infecções 

[6]. 
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Figura 1. Demonstração de esmagamento do nervo isquiático. (A) Tricotomia da 

pata traseira esquerda. (B) Incisão. (C) Exposição do nervo  isquiático esquerdo. 

(D)  Isolamento   do nervo   isquiático  esquerdo.   (E)  Esmagamento   do  nervo 

isquiático esquerdo. (F) área suturada. 

 
 

Tratamento com laser em baixa intensidade (TLBI) 

O TLBI foi realizado com base nos parâmetros descritos anteriormente 

por Alves et al. [16] para a irradiação muscular e adaptado de Sousa et al. [13] 

para a irradiação área de LNP, sendo utilizado o equipamento Twin Laser® (MM 

Optics, São Carlos – SP, Brasil). Os parâmetros a serem utilizados estão 

descritos na tabela 1. 
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Tabela 1: Parâmetros utilizados para o tratamento com LBI. 
 

Meio ativo Arseneto de Gálio e Alumínio (AsGaAl) 

Local de irradiação Muscular Nervoso 

Comprimento de onda 780 nm 780 nm 

Área do feixe 0.04cm² 0.04cm² 

Potência média 40 mW 40 mW 

Densidade de potência 1W/cm² 1W/cm² 

Densidade de energia 10J/cm² 20J/cm² 

Energia por ponto 0.4J 0.8J 

Total de pontos 8 pontos 4 pontos 

Tempo por ponto 10s 20s 

Tempo total 80s 80s 

Energia total 3.2J 3.2J 

 
Para evitar refração do feixe do laser foi utilizado para aplicação o ângulo 

de 90 graus entre o emissor e a pele do animal ou entre o emissor e o microtubo. 

No início e final do procedimento experimental, a potência de emissão de luz do 

laser foi aferida utilizando o “LaserCheck power meter” (MM Optics, São Carlos 

– SP, Brasil). 

Nos grupos com irradiação LBI pós LNP o tratamento foi iniciado 2h após 

a realização da indução da lesão, sendo realizada uma única  aplicação diária 

por 5 dias consecutivos semanalmente em cada grupo experimental  até a 

finalização dos diferentes períodos de análise [6, 16]. Foi utilizada a técnica 

pontual diretamente sobre a região da incisão, ao redor da área da lesão em 

quatro pontos, dois acima e dois abaixo da incisão com 1 cm de distância (nos 

grupos com irradiação na área correspondente à lesão nervosa). Os grupos que 

receberão a irradiação no músculo tibial anterior, terão a aplicação realizada em 

8 pontos, conforme descrito por Alves et al. [16]. 

 

Análise funcional da marcha 

A análise funcional de marcha foi realizada utilizando o Índice Funcional 

Ciático (IFC) [17], descrito anteriormente por Bain et al. [18]. Para obtenção das 

pegadas, as patas foram em tinta, deixando a cor impressa nas tiras de sulfite. 
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Os animais aprenderam a caminhar na passarela antes  do procedimento 

cirúrgico, o dispositivo foi confeccionado seguindo o método de De Medicaneli et 

al. [17] fechada nas laterais, contendo uma casinhola no  final.  As impressões 

das patas foram digitalizadas e foram analisados os parâmetros sugeridos por 

Bain et al. [18]: comprimento da pegada (PL, ou print legth), abertura total dos 

dedos (do 1º ao 5º dedo – TS ou total spread of toes), a abertura dos dedos 

intermediários (do 2º ao 4º dedo (IT ou intermediate toes). 

 

O IFC foi calculado a partir da fórmula: 

𝐼𝐹𝐶 = −38,3 × (
𝐸𝑃𝐿 − 𝑁𝑃𝐿

) + 109,5 × (
𝐸𝑇𝑆 − 

𝑁𝑇𝑆
 

 
  

 
𝐸𝐼𝑇 − 𝑁𝐼𝑇

) − 8,8
 

 

𝑁𝑃𝐿 
𝑁𝑇𝑆 

) + 13,3 × ( 𝑁𝐼𝑇 
𝐼𝐹𝑇 = −37,2 × (

𝐸𝑃𝐿 − 𝑁𝑃𝐿
) + 104,4 × (

𝐸𝑇𝑆 − 
𝑁𝑇𝑆

 
 

  

𝐸𝐼𝑇 − 𝑁𝐼𝑇
) − 8,8

 
 

𝑁𝑃𝐿 
𝑁𝑇𝑆 

) + 45,6 × ( 𝑁𝐼𝑇 
𝐼𝐹𝑃 = −174,9 × (

𝐸𝑃𝐿 − 𝑁𝑃𝐿
) + 80,3 × (

𝐸𝑇𝑆 − 
𝑁𝑇𝑆

 
 

 
Sendo: 

E: experimental 

N: normal 

𝑁𝑃
𝐿 

𝑁𝑇𝑆 
) − 13,4 

PL: comprimento da pata 

TS: distância entre o 1º e o 5º dedo 

IT: distância entre o 2º e 4º dedo 

IFC: Índice Funcional  do Ciático 

IFT: Índice Funcional do Tibial 

IFP: Índice Funcional do Peroneio (fibular) 

 
 

Os resultados próximos de zero correspondem à função normal, quanto 

maior a negatividade do resultado, maior a disfunção, sendo o valor máximo 100 

que representaria à maior disfunção [18]. 
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Figura 2. Linha do tempo dos procedimentos experimentais. 
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Teste de von Frey 

O teste de von Frey foi realizado para avaliar a hiperalgesia mecânica, 

sendo realizada de acordo com o descrito por Takasaki et al. [19]. Os animais 

foram acondicionados em uma caixa transparente sobre uma tela de arame para 

acesso à superfície plantar da pata dos mesmos e foram habituados por 20min, 

antes da execução de cada teste e nos três dias que antecedem a primeira coleta 

foram habituados por uma hora em ambiente sem nenhum tipo de interrupção 

sonora que puder interferir na realização do teste (agitando os animais). 

Para realização do teste foi utilizado o analgesímetro digital Insight Ltda 

(Ribeirão Preto/SP, Brasil) com transdutor com capacidade de 0,1-1000g e 

tempo de reação de 1ms. O transdutor de pressão foi conectado a um contador 

digital de força que expressará o resultado da pressão detectada em gramas. O 

contato do transdutor com a superfície plantar foi realizado por intermédio  de 

uma ponteira descartável de polipropileno de 0,5mm de diâmetro acoplada à 

ponta do transdutor, sendo percutido por três vezes na região plantar da pata 

traseira esquerda (correspondente à área acometida) e a média aritmética da 

resposta de retirada foi obtida a partir dessas três medidas. 

 
Eutanásia 

Todos os animais foram eutanasiados com superdose de anestésico a 

base de ketamina 10% (300 mg/Kg de peso do animal) e de xylazina 2% (30 

mg/Kg de peso do animal) administrado via intraperitoneal. Para aplicação foram 

utilizadas seringas da marca BD 100 Unidades com Agulha BD Ultra-Fine®, 

modelo insulina com a agulha Ultra-Fine® (regular), comprimento: 12,7 mm, 

calibre: 0,33 mm e bisel trifacetado. O tecido nervoso correspondente à área de 

lesão (NIE) foi retirado para análise histológico e os músculos TA foram 

removidos e pesados para análise da massa muscular. 

 
Análise da massa muscular 

Após a eutanásia dos animais nos diferentes períodos de análise, os 

músculos TA direito e esquerdo foram cuidadosamente removidos por meio da 

ressecção do tendão de origem e da inserção óssea e limpos conforme descrito 
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anteriormente [5]. Os músculos  foram pesados em uma  balança semi-analíti ca 

e para cada animal foi calculada a relação de massa muscular usando a seguinte 

fórmula: 

𝑟 = 
𝐸

 
𝐷 

Sendo: 

r: relação de massa muscular 

E: massa muscular do membro lesionado 

D: massa muscular do membro normal 

 
Conforme descrito por Shen et al. [5]. 

 
 

Análise dos resultados 

Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism, versão 

5.00 (GraphPad Software San Diego, California, USA). A distribuição de 

normalidade foi avaliada pelo teste Komolgorov-Smirnov.  Os  dados foram 

expressos em média e erro padrão da média, sendo submetidos ao teste ANOVA 

seguido pelo teste de Tukey para comparação entre os grupos. Os níveis de 

confiança foram ajustados para 95% (p≤0,05). 

 
RESULTADOS 

Análise funcional da marcha 

O grupo controle apresentou um índice dentro do padrão de normalidade 

com resultados mais próximos de zero, enquanto todos os grupos lesionados 

(Lesão, Lesão+LBIn, Lesão+LBIn+m e Lesão+LBIm) apresentaram uma piora 

nos índices funcionais avaliados (IFC, IFT e IFP) após 1 semana de  lesão 

(figuras 3A, 4A e 5A). Com relação ao IFC foi observado em 2 semanas os 

grupos irradiados (Lesão+LBIn, Lesão+LBIn+m e Lesão+LBIm) apresentaram 

uma melhora no IFC em relação ao grupo Lesão não tratado que demonstrou 

ainda uma piora em relação ao grupo Controle (figura 3B). A avaliação do IFP e 

IFT apresentaram resultados similares, com uma melhora da funcionalidade nos 

grupos irradiados (Lesão+LBIn, Lesão+LBIn+m e Lesão+LBIm), havendo um 

maior aumento na funcionalidade no grupo Lesão+LBIn (figuras 4B e 5B). Após 

três e quatro semanas os grupos experimentais não demonstraram diferença 
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estatisticamente significante entre si e em comparação ao grupo controle sem 

lesão (p>0,05; figuras 3C, 3D, 4C, 4D, 5C e 5D). 

 

Figura 3: Efeitos da fotobiomodulação sobre o IFC de ratos Wistar pós 

esmagamento do nervo isquiático após 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4 semanas (D). 

*p<0,05 quando comparado ao grupo Controle. 
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Figura 4: Efeitos da fotobiomodulação sobre o IFP de ratos Wistar pós 

esmagamento do nervo isquiático após 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4 semanas (D). 

*p<0,05 quando comparado ao grupo Controle, **p<0,05 quando comparado ao 

grupo Lesão. 
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Figura 5: Efeitos da fotobiomodulação sobre o IFT de ratos Wistar pós 

esmagamento do nervo isquiático após 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4 semanas (D). 

*p<0,05 quando comparado ao grupo Controle, **p<0,05 quando comparado ao 

grupo Lesão. 
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Análise von Frey 

Em 1 semana o grupo Lesão+LBIn demonstrou uma diminuição na 

nocicepção em relação ao grupo Controle (figura 6A), não havendo diferença 

entre os demais grupos experimentais (p<0,05). Em duas semanas (figura 6B)  

os grupos que receberam irradiação no músculo (Lesão+LBIn+m e Lesão+LBIm) 

apresentaram um aumento na pressão média máxima em relação ao grupo 

Lesão (p<0,05), havendo um aumento na pressão média máxima no grupo 

Lesão+LBIn+m quando comparado ao grupo Lesão+LBIn. Após três semanas 

(figura 6C) não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos 

experimentais (p>0,05). Em 4 semanas (figura 6D) os grupos que receberam 

irradiação no músculo (Lesão+LBIn+m e Lesão+LBIm) demonstraram uma 

melhora em relação ao grupo Lesão. 

 
Análise da massa muscular 

Os animais do grupo Controle apresentaram valores próximos de 1, 

como esperado, demonstrando uma similaridade entre as massas musculares 

dos músculos tibial anterior esquerdo e direito. Após uma semana, o grupo 

Lesão+LBIm demonstrou uma diminuição da relação de massa muscular 

indicando aumento de atrofia quando comparado ao grupo Controle (figura 7A). 

Em duas semanas, os grupos Lesão, Lesão+LBIn+m e LBIm demonstraram uma 

diminuição da massa muscular quando comparado ao grupo Controle e o grupo 

Lesão+LBIn demonstrou uma melhora quando comparado ao grupo Lesão 

(figura 7B). Em três e quatro semanas os grupos lesionados (Lesão, 

Lesão+LBIn, Lesão+LBIn+m e Lesão+LBIm) demonstraram uma diminuição em 

relação ao grupo Controle, sem diferenças intergrupos (figuras 7C e 7D). 
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Figura 6: Efeitos da fotobiomodulação sobre a nocicepção de ratos Wistar pós 

esmagamento do nervo isquiático após 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4 semanas (D). 

*p<0,05 quando comparado ao grupo Controle, **p<0,05 quando comparado ao 

grupo Lesão, *** p<0,05 quando comparado ao grupo Lesão+LBIn. 
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Figura 7: Efeitos da fotobiomodulação sobre a atrofia muscular (r=E/D) de ratos 

Wistar pós esmagamento do nervo isquiático após 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4 semanas 

(D). *p<0,05 quando comparado ao grupo Controle, **p<0,05 quando comparado 

ao grupo Lesão. 
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DISCUSSÃO 

As lesões nervosas periféricas são mais frequentes que as lesões 

medulares, podendo ser uma lesão incapacitante de acordo com o tipo de lesão 

e grau de acometimento. O LBI tem demonstrado potencial terapêutico em 

diversas situações. Especificamente na LNP, o LBI demonstrou um aumento da 

funcionalidade motora e na atividade muscular voluntária no estudo de Rochkind 

et al. [20] em pacientes com LNP, sendo observado uma melhora nos grupos 

tratados (780 nm, 250 mW, irradiados na área de lesão nervosa e no segmento 

correspondente da medula espinal) quando comparado ao grupo  placebo, 

exibindo a viabilidade deste recurso na recuperação funcional pós LNP. No 

presente estudo, a TLBI foi realizada em animais com lesão controlada no nervo 

isquiático para garantir a padronização da lesão e do acometimento, exibindo 

resultados promissores visando o estabelecimento de um protocolo de 

irradiação. 

Vale ressaltar que os efeitos positivos do LBI no tecido muscular durante 

o processo de reparo após diversos tipos de lesão estão bem descritos na 

literatura e estes incluem melhor remodelamento de colágeno, modulação da 

expressão gênica de fatores regulatórios miogênicos, aumento no número de 

fibras jovens e angiogênese [16, 21] e diminuição da concentração tecidual de 

citocinas pró-inflamatórias [22]. No entanto, há efeitos variados de acordo com 

os diferentes parâmetros de aplicação, como por exemplo,  aumento de 

funcionalidade [23], amplitude de movimento  [14],  atenuação da disestesia [24] 

e modulação da concentração  de citocinas inflamatórias [25]. Assim, a 

necessidade da compreensão dos mecanismos de ação envolvidos na 

modulação do processo inflamatório se torna evidente, a fim de atingir os efeitos 

desejados. 

Em relação a análise funcional da marcha, os resultados permitiram 

concluir que os grupos irradiados na área de lesão nervosa apresentaram uma 

melhora em 2 semanas quando comparado ao grupo Lesão, corroborando com 

os estudos descritos na literatura sobre o uso de LBI nas lesões por 

esmagamento do nervo isquiático como o de Belchior et al. [10], no qual o grupo 

irradiado após a indução da lesão durante 20 dias consecutivos (660 nm, 26.3 

mW, 7.6 J) demonstrou um aumento do índice funcional do ciático (IFC) pós 21 
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dias de lesão, Takhfooladi et al. [11] que demonstraram esse aumento no grupo 

irradiado após a operação por 21 dias consecutivos (660 nm, 15 mW, 0.15 J) em 

14 e 21 dias pós lesão no IFC, entretanto, Barbosa et al. [12] observaram esse 

aumento no índice somente em 14 dias pós lesão no grupo irradiado 

imediatamente após a cirurgia por 20 dias consecutivos (660 nm, 30 mW, 0.6 J). 

Nos estudos de Sousa et al. [13] foi demonstrado um aumento no  índice 

funcional do fibular (IFF) nos estudos de com irradiação diária por 28 dias (830 

nm, 40 mW, 2.77 J) em 14 dias e no IFC no estudo de Wang et al. [14] (808 nm, 

170 mW) nos grupos irradiados diariamente por 20 dias consecutivos com 3 e 8 

J, além de um aumento na amplitude de movimento no grupo 8J. Nestes estudos 

a irradiação foi no local da lesão nervosa, a região muscular não recebeu 

tratamento. 

No presente estudo não foi observado diferença nos índices de marcha 

nos períodos de três a quatro semanas, isso pode ser decorrente do tempo de 

recuperação funcional, sendo iniciado nas lesões por esmagamento após 12 

dias atingindo um platô em 28 dias [26], último período de avalição dos animais. 

Com relação a sensibilidade, o grupo Lesão+LBIn apresentou o menor resultado 

em 1 semana e os grupos irradiados na área muscular (Lesão+LBIn+m e 

Lesão+LBIm) demonstraram aumento nos resultados em relação aos demais 

grupos experimentais em 2 semanas, esse achado demonstra o efeito atenuante 

da fotobiomodulação sobre a dor, como demonstrado no estudo de Hsieh et al. 

[23]. A hiperalgesia, hipoalgesia ou alodinia são distúrbios sensitivos e nenhum 

deles são esperados em condições normais, mas no reestabelecimento 

sensorial, valores próximos ao grupo  controle são esperados conforme o 

processo de reparo, como nos grupos irradiados (Lesão+LBIn, Lesão+LBIn+m e 

Lesão+LBIm) no nosso estudo. Não há na literatura outros estudos com 

irradiação na área do músculo correspondente e avaliação da sensibilidade, no 

entanto há estudos com irradiação na área de lesão nervosa. Hsieh et al. [23] 

demonstraram um aumento no reflexo de retirada da pata após 14 dias pós 

lesão. Chen et al. [25] demonstraram uma diminuição da hiperalgesia mecânica 

e térmica em 4 e 8 dias nos grupos irradiados 24h pós lesão diariamente por 8 

dias com LBI infravermelho (808 nm, 190 mW, 36 J), esses estudos corroboram 

com Masoumipoor et al. [24] que demonstraram um aumento no limiar térmico e 
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mecânico de retirada da pata dos animas nos grupos irradiados pós cirúrgico e 

diariamente por 2 semanas com LBI vermelho (660 nm, 100 mW, 3.4 J) e 

infravermelho (980 nm, 70 mW, 3.4 J). Esses resultados apresentaram uma 

melhora, porém foram realizadas irradiações na área correspondente a lesão 

nervosa e em todos esses estudos o modelo de lesão foi o de constrição crônica, 

demonstrando que o LBI possui efeito de diminuição da estimulação dos 

receptores nociceptivos. No estudo in vitro, Yachnev et al. [27], demonstraram a 

diminuição da ativação dos canais de sódio dependente em neurônios do gânglio 

dorsal de ratos Wistar irradiados com laser infravermelho (fluência: 10-11 J/cm-2) 

diminuindo o potencial de ação de neurônios sensitivos. 

Com relação à massa muscular, o grupo com irradiação na área de lesão 

nervosa apresentou uma atenuação da atrofia muscular no período de duas 

semanas, porém a desnervação levou a uma atrofia nos períodos subsequentes, 

no estudo de Shen et al [5], os animais do grupo que receberam TLBI (660 nm, 

50 mW, 2 min, próximo à área de lesão nervosa) demonstraram um aumento do 

índice quando comparado aos animais que não foram irradiados após 12 

semanas da neurotmese (a diferença no tempo de avaliação foi decorrente do 

tipo de lesão nervosa – neurotmese acompanhada de uma intervenção cirúrgica 

de tubulização. 

Como citado anteriormente, a recuperação funcional atinge um platô em 

28 dias aproximadamente, porém para determinação do reestabelecimento da 

massa muscular o tempo de investigação seria maior, em decorrência da 

regeneração axonal progressiva com reestruturação da junção neuromuscular 

(JNM) e normalização dos receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChR). No 

estudo de Pissulin et al [28] o LBI (904 nm, 50 mW, 4.8 J) foi capaz de aumentar 

a área da JNM e da expressão proteica do nAChR (subunidade ε) em ratos 

Wistar pós anestesia local com bupivacaína, um anestésico que possui 

propriedades pró-inflamatórias e tóxicas. Estudos futuros usando os mesmos 

parâmetros e modelo experimental do presente estudo devem ser conduzidos 

para elucidar uma possível fotobiomodulação desses aspectos quando 

irradiados na área de lesão muscular e nervosa. 

Os resultados do presente estudo demonstram os efeitos positivos do 

LBI na recuperação pós LNP corroborando com os dados descritos na literatura . 
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Na revisão de Andreo et al. [29] estudos usando parâmetros aproximados ao do 

presente estudo demonstraram efeitos positivos da fotobiomodulação quando 

aplicados somente na área de lesão demonstram melhores  resultados 

relacionados à funcionalidade, aumento no  diâmetro das fibras nervosas  (Dias 

et al., 780 nm, 30 mW, 1.8 J em 3 pontos) [30], melhor recuperação da 

sensibilidade mecânica e térmica (Chen et al. 2014, 808 nm, 190 mW, 36 J, 1 

ponto) [25] e modulaçõa de fatores neurotróficos  como um aumento na 

expressão gênica de GAP43 (Chen et al. 2014, 808 nm, 190 mW, 36 J, 1 ponto) 

[25]. Diferentes resultados foram obtidos em parâmetros de irradiação que se 

assemelham, porém em locais de irradiação diferentes. Estudos futuros 

envolvendo análises da histologia muscular e nervosa, além da  expressão 

gênica de algumas proteínas seriam de grande valor para a compreensão dos 

mecanismos de ação do LBI nestes parâmetros e das diferenças nos 

parâmetros, como o local de irradiação. 

 
CONCLUSÃO 

A TLBI promoveu uma melhora dos aspectos funcionais avaliados no 

presente estudo no que se refere a análise de marcha,  sensibilidade mecânica  

e massa muscular, com melhores resultados nos aspectos motores e de massa 

muscular quando administrada na área de lesão nervosa em 1 e 2 semanas e 

melhores resultados no aspecto sensitivo quando administrado na área de lesão 

muscular em 2 semanas. 
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RESUMO 

Introdução: A lesão nervosa periférica (LNP) tem a capacidade de gerar um 

impacto negativo na qualidade de vida pela possibilidade de deixar sequelas, 

como distúrbios sensoriais ou motores. Como opção de tratamento para uma 

LNP, a fotobiomodulação demonstrou efeitos positivos. Metodologia: Foram 

utilizados 85 ratos Wistar, divididos em 5 grupos: Controle, Lesão, Lesão+LBIn, 

Lesão+LBInm   e  Lesão+LBIn+LBIm (n=20/  grupo) sendo os grupos lesão 

analisados após 1, 2, 3 e 4 semanas. A lesão do nervo isquiático esquerdo foi 

realizada pela técnica de esmagamento. O tratamento com laser foi administrado 

com LBI (780 nm, 0.04 cm2, 1 W/cm2, 3.2 J) na área de lesão nervosa (20J/cm², 

0.8J por ponto em 4 pontos), e/ou no músculo tibial anterior (10J/cm², 0.4J por 

ponto em 8 pontos). Foi realizada a análise da morfologia muscular e expressão 

gênica. Resultados: Na análise histológica os grupos irradiados apresentaram 

um aumento no diâmetro das fibras e na área de secção transversa em 3 e 4 

semanas. A expressão de calcineurina diminuiu em todos os grupos que 

receberam irradiação em relação ao grupo Lesão. A expressão de miostatina 

aumentou em 3 semanas no grupo Lesão e nos grupos Lesão+LBIn e 

Lesão+LBInm diminuiu quando comparados ao grupo Lesão. A expressão de 

miogenina diminuiu nos grupos Lesão e Lesão+LBIm em 1 semana, em 2 

semanas diminuiu no grupo Lesão e aumentou  nos grupos irradiados. A 

expressão de β-nAChR diminuiu  nos grupos Lesão, Lesão+LBInm e 

Lesão+LBIm em 1 semana e em 2 semanas aumentou no grupo Lesão+LBIn e 

Lesão+LBInm. A expressão de δ-nAChR em 1 semana foi diminuída no grupo 

Lesão e Lesão+LBIm, em 2 e 3 semanas somente o grupo Lesão apresentou 

uma diminuição. Nos grupos lesionados a expressão de γ-nAChR foi diminuída 

nos períodos avaliados. E o ε-nAChR diminuiu em todos os grupos lesionados 

em 1 semana, em 2, 3 e 4 semanas diminuiu nos grupos Lesão e Lesão+LBIm. 

Conclusão: O LBI foi capaz de promover um aumento no diâmetro e AST, além 

de  modulação gênica  nos   músculos pós LNP,  sendo mais indicado a 

administração tanto na área de lesão nervosa, quanto no músculo afetado. 

 
Palavras-chave: Regeneração nervosa, terapia a laser em baixa intensidade, 

nervo isquiático, calcineurina, miostatina, MyoD, miogenina, nAChR. 
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INTRODUÇÃO 

A lesão nervosa periférica (LNP) tem a capacidade de gerar um impacto 

negativo na qualidade de vida pela possibilidade de deixar sequelas, como 

distúrbios sensoriais ou motores. Cerca de 1 a 2% de pacientes atendidos no 

pronto-socorro apresentam esta lesão [1, 2]. 

Após uma LNP, se inicia um processo de reparo, englobando  o 

crescimento neuronal, reinervação e recuperação funcional [3]. Em uma lesão 

acompanhada de degeneração Walleriana, como as lesões por esmagamento 

por exemplo, os músculos que seriam inervados por aquela  fibra sofrem 

deterioração progressiva [4], ocorrendo uma insuficiência na reposição da perda 

degenerativa tecidual [5]. 

As principais alterações decorrentes desta lesão incluem atrofia 

muscular, havendo um aumento na concentração de calcineurina, sendo  esta 

uma proteína ativada pelo aumento da concentração de cálcio. A ativação de 

calcineurina altera o padrão de fenótipo de fibras musculares para fibras de 

fenótipo mais lento [6]. Além disso, há uma alteração na concentração de 

miostatina, que é um fator regulador negativo do crescimento muscular. Após a 

desnervação completa há um aumento inicial da expressão gênica e proteica 

muscular de ratos e após 2 semanas essa concentração diminui ficando em uma 

concentração menor  que a normal  [7].  A miostatina inibe a ativação e 

diferenciação das células satélites em mioblastos e dos mioblastos em miotubos 

através da regulação negativa  dos fatores regulatórios miogênicos (FRMs), 

como MyoD e miogenina [8]. 

Há alterações nas expressões gênicas de FRMs no tecido muscular pós 

desnervação, aumentando num período mais agudo e diminuindo 

progressivamente. Especificamente, no tecido muscular músculo TA por 

transecção do nervo isquiático de ratos Wistar, o pico de aumento da expressão 

gênica de MyoD e Myf5 ocorre 1 mês e o retorno à normalidade em 7 meses pós 

desnervação completa. Contudo, o pico da expressão gênica de MRF4 e 

miogenina pós 9 dias e o retorno à concentração normal em 2 meses [9,10]. 

Os FRMs regulam a expressão diferencial dos genes das subunidades 

de nAChR [11]. Os nAChR estão presentes no ápice da dobra juncional da  

junção neuromuscular (JNM) [12] e possuem duas formas de apresentação: a 
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forma extrajuncional imatura, encontrado nas fibras desnervadas ou em fibras 

embrionárias, e a forma juncional madura. As subunidades presentes na forma 

imatura são α1 (2), β1, δ e γ e na forma madura α1(2), β1, δ e ε. 

Após uma desnervação, há um aumento  da forma  imatura  inicialmente 

e um retorno ao nível normal no processo de reparo, havendo uma reposição da 

subunidade ε-nAChR pelas subunidades γ-nAChR. Especificamente,  no 

músculo TA desnervado por transecção do nervo isquiático de ratos  Wistar há 

um aumento na expressão gênica das subunidades γ e ε, com um pico em 9 

dias, havendo uma diminuição progressiva da expressão gênica de γ-nAChR e 

um aumento progressivo na expressão gênica de ε-nAChR [9,10]. 

Essas alterações do nAChR afetem a estabilidade da JNM e 

regeneração pós desnervação [10]. Há uma alteração no número e densidade  

de axônios regenerativos na JNM, havendo uma degeneração progressiva da 

bainha axonal do nervo intramuscular, dificultando o infiltrado axonal nas fibras 

musculares levando à uma diminuição no número de unidades motoras com 

consequente diminuição dos receptores da JNM [10]. 

O LBI demonstrou ser uma opção viável de tratamento não invasivo para 

LNP, seu efeito fotobiomodulatório tem a capacidade de modular o metabolismo 

celular através da absorção de fótons pelos fotorreceptores que acelera a cadeia 

transportadora de elétrons e por consequência altera a síntese de ATP [13,14]. 

Em estudos com modelos in vivo com indução da LNP por esmagamento do 

nervo, o LBI demonstrou melhora na funcionalidade através dos estudos de 

Belchior et al. [15], Takhfooladi et al. [16], Barbosa et al. [17], Sousa et al. [18] e 

Wang et al. [19] porém todos os estudos avaliaram os efeitos do tratamento com 

LBI somente na área de lesão nervosa ou o efeito da irradiação LBI no músculo 

desnervado, não há estudos publicados previamente sobre a associação dos 

locais de irradiação. 

Portanto, este estudo busca preencher a lacuna referente aos efeitos 

combinados do LBI quando aplicado tanto nos tecidos muscular quanto nervoso, 

uma vez que já foi demonstrado na literatura os efeitos positivos deste recurso 

em cada tecido separadamente. 
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METODOLOGIA 

Local 

O estudo foi realizado no laboratório de pesquisa do curso de Mestrado 

e Doutorado em Ciências da Reabilitação e em Biofotônica aplicada às Ciências 

da Saúde, localizado na Unidade Vergueiro, 3º subsolo, da Universidade Nove 

de Julho (UNINOVE), e já foi aprovado pelo comitê de ética no uso de animais  

da UNINOVE (CEUA 2/2016). 

 
Animais 

Foram utilizados 85 ratos da linhagem Wistar, pesando entre 200-250g 

mantidos no biotério da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) aprovado pelo 

CEUA (2/2016). Os animais foram mantidos em caixas plásticas apropriadas, 

temperatura ambiente entre 22° - 27ºC e luminosidade controlada  com ciclo de 

12 horas (claro/escuro), com comida e água ad libitum. 

 
Grupos experimentais 

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais: 

• Grupo Controle: os animais não foram submetidos a nenhum 

procedimento (n=5); 

• Grupo Lesão: foi realizado o esmagamento do nervo isquiático 

esquerdo (NIE) dos animais (n=20); 

• Grupo Lesão+LBIn: foi realizado o esmagamento do NIE dos 

animais e estes receberão tratamento com irradiação LBI na área 

correspondente à lesão nervosa (n=20); 

• Grupo Lesão+LBImm: foi realizado o esmagamento do NIE dos 

animais e estes receberão tratamento com irradiação LBI no músculo tibial 

anterior esquerdo (TAE) (n=20); 

• Grupo Lesão+LBIn+LBImm: foi realizado o esmagamento do NIE 

dos animais e estes receberão tratamento com irradiação LBI na área 

correspondente à lesão nervosa e também no músculo TAE (n=20). 
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Procedimento cirúrgico 

O procedimento de esmagamento do nervo isquiático foi realizado 

conforme descrito por Salgado et al. [20] e Belchior et al. [15]. Após os animais 

terem sido anestesiados com injeção intraperitoneal utilizando-se uma  mistura 

de ketamina 10% (100 mg/Kg de peso do animal) e de xylazina 2% (10 mg/Kg 

de peso do animal). Para aplicação da anestesia foram utilizadas seringas da 

marca BD 100 Unidades com Agulha BD Ultra-Fine®, modelo insulina com a 

agulha Ultra-Fine® (regular), comprimento: 12,7 mm, calibre: 0,33 mm e bisel 

trifacetado. 

Os animais foram tricotomizados, posicionados em decúbito ventral e 

limpos com uma solução de clorexidina 2% na face posterior da coxa. Foi 

realizada uma incisão cutânea retilínea paralela ao ísquio e o nervo isquiático foi 

isolado das demais estruturas, sendo realizado o esmagamento utilizando uma 

pinça hemostática com trava (Rhosse Instrumentos e Equipamentos Cirúrgicos, 

Ribeirão Preto, SP, Brasil) 5mm acima da ramificação por meio de uma 

compressão com duração de 30s cada exercendo uma pressão de 6.3Mpa [10, 

15]. Este procedimento foi realizado pelo mesmo operador em todos os animais. 

Em seguida foi realizada a sutura das áreas incisadas utilizando-se fio de 

poliamida (Mononylon 6/0) e os animais foram mantidos em observação. Nos 

quatro primeiros dias de pós-operatório, cloridrato de tramadol (5mg/kg de peso 

animal) e dipirona (50mg/kg peso animal) foram administrados por via  

subcutânea de 8/8h para analgesia e uma dose única de oxitetracicina 

dihidratada subcutânea (0,1mL/kg, Terramicina LA, Pfizer Inc, Guarulhos, SP) foi 

administrada para profilaxia de complicações secundárias à possíveis infecções 

[6]. 

 
Tratamento com laser em baixa intensidade (TLBI) 

O TLBI foi realizado com base nos parâmetros descritos anteriormente 

por Alves et al. [21] para a irradiação muscular e adaptado de Sousa et al. [18] 

para a irradiação área de LNP, sendo utilizado o equipamento Twin Laser® (MM 

Optics, São Carlos – SP, Brasil). Os parâmetros a serem utilizados estão 

descritos na tabela 1. 
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Tabela 1: Parâmetros utilizados para o tratamento com FBM. 
 

Meio ativo Arseneto de Gálio e Alumínio (AsGaAl) 

Local de irradiação Muscular Nervoso 

Comprimento de onda 780 nm 780 nm 

Área do feixe 0.04cm² 0.04cm² 

Potência média 40 mW 40 mW 

Densidade de potência 1W/cm² 1W/cm² 

Densidade de energia 10J/cm² 20J/cm² 

Energia por ponto 0.4J 0.8J 

Total de pontos 8 pontos 4 pontos 

Tempo por ponto 10s 20s 

Tempo total 80s 80s 

Energia total 3.2J 3.2J 

 
Para evitar refração do feixe do laser foi utilizado para aplicação o ângulo 

de 90 graus entre o emissor e a pele do animal ou entre o emissor e o microtubo. 

No início e final do procedimento experimental, a potência de emissão de luz do 

laser foi aferida utilizando o “LaserCheck power meter” (MM Optics, São Carlos 

– SP, Brasil). 

Nos grupos com irradiação LBI pós LNP o tratamento foi iniciado 2h após 

a realização da indução da lesão, sendo realizada uma única  aplicação diária 

por 5 dias consecutivos semanalmente em cada grupo experimental  até a 

finalização dos diferentes períodos de análise [22, 21]. Foi utilizada a técnica 

pontual diretamente sobre a região da incisão, ao redor da área da lesão em 

quatro pontos, dois acima e dois abaixo da incisão com 1 cm de distância (nos 

grupos com irradiação na área correspondente à lesão nervosa). Os grupos que 

receberão a irradiação no músculo tibial anterior, terão a aplicação realizada em 

8 pontos, conforme descrito por Alves et al. [21]. 

 

Eutanásia 

Todos os animais foram eutanasiados com superdose de anestésico a 

base de ketamina 10% (300 mg/Kg de peso do animal) e de xylazina 2% (30 

mg/Kg de peso do animal) administrado via intraperitoneal. Para aplicação foram 
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utilizadas seringas da marca BD 100 Unidades com Agulha BD Ultra-Fine®, 

modelo insulina com a agulha Ultra-Fine® (regular), comprimento: 12,7 mm, 

calibre: 0,33 mm e bisel trifacetado. O tecido nervoso correspondente à área de 

lesão (NIE) foi retirado para análise histológico e os músculos TA foram 

removidos e pesados para análise da massa muscular. 

 
Avaliação qualitativa e quantitativa dos aspectos morfológicos musculares 

As  amostras musculares foram também utilizadas para análise 

morfológica e para este procedimento foram fixadas e mantidas em temperatura 

ambiente em formol tamponado a 10% (pH 8,0). 

Em seguida, foi realizada a desidratação do material por meio de 

incubações em soluções com concentração crescente de álcool etílico (70%, 

80%, 90%) num período de 1h cada, passados três vezes em álcool absoluto e 

três vezes em Xilol (Reagen). As amostras foram incubadas por 12h a 60ºC em 

parafina (paraplast, Sigma, USA) e incluídas transversalmente com as porções 

centrais posicionadas mais externamente no bloco. 3 cortes de 10μm de 

espessura foram realizados no micrótomo (Leica RM2125, Nussloch, Alemanha) 

sendo colocados em lâminas de microscopia e mantidos em estufa a 37°C 

durante 12 horas. 

As lâminas foram submetidas às colorações histológicas de hematoxilina 

e eosina (HE) e avaliadas por microscopia de luz (microscópio Axioplan 2, Zeiss, 

Alemanha) para serem avaliados os seguintes aspectos morfológicos: diâmetro 

das fibras musculares, área de secção transversa  (AST), localização  do núcleo 

e número total de vasos. 

Para permitir a análise quantitativa destes aspectos foram consideradas 

5 áreas por lâmina de 5 animais/grupo. Esses campos foram fotografados 

utilizando um microscópio de luz convencional (Zeiss Axioplan2, Alemanha) com 

aumento final de 400X, para permitir a contagem dos aspectos descritos. 

A análise foi realizada através do software Image J (National Institute of 

Health - NIH, EUA) e os dados foram submetidos à análise estatística. 
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Extração de RNA total 

Para este procedimento foram utilizados 80-100mg do músculo 

gastrocnêmio removido após eutanásia, utilizando para tal procedimento 5 

amostras musculares correspondentes a 5 animais de cada grupo. O tecido foi 

homogeneizado em 1ml do reagente TRIzol (Life Techonologies, São Paulo, 

Brasil), para iniciar o isolamento do RNA total, seguindo as orientações do 

fabricante. Na sequência, foi realizada a centrifugação das amostras e feita à 

transferência do sobrenadante para um novo microtubo. Foram adicionados 

200μl de clorofórmio para separação das diferentes frações (DNA, RNA e 

proteína) e transferência da fase aquosa superior contendo o RNA total para um 

novo microtubo. 

Por fim, foram adicionados 500μl de isopropanol para precipitação do 

RNA total. A ressuspensão do RNA total precipitado foi feita utilizando água livre 

de RNAse e as amostras foram armazenadas a -80° C. 

Para verificação do sucesso do procedimento de extração, as amostras 

de RNA total foram analisadas por meio de eletroforese em gel de agarose- 

formaldeído 1%. O RNA total foi quantificado por espectrometria em 260nm no 

espectofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, EUA) e todas as amostras 

foram tratadas com DNAse (Life Techonologies) para evitar contaminação com 

DNA genômico. Todas as soluções utilizadas para os procedimentos descritos 

foram preparadas com água livre de RNAse tratada com 0,01% de DEPC (Dietil 

pirocarbonato) e, além disso, os materiais plásticos e vidraria também receberam 

tratamento contra RNAse. 

 
Síntese de cDNA e PCR quantitativo 

O RNA total foi submetido à reação com a enzima transcriptase reversa 

utilizando o Kit High Capacity (Life Techonologies) para a obtenção do cDNA e 

este foi utilizado para a reação de PCR em tempo real utilizando o “SYBR Green 

Kit” (Applied Biosystems, EUA). Para este procedimento as amostras foram 

analisadas em duplicata. O software usado foi o “7500 Fast Real-Time PCR 

System” (Applied Biosystem, EUA). 

Os oligonucleotídeos  iniciadores (“primers”) foram usados para a 

realização deste procedimento, os mesmos estão descritos na tabela 2. Para 
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normalização dos dados foram utilizados  primers para GAPDH e para a 

comparação entre os dados entre os grupos (controle e tratado), unidades 

arbitrárias foram calculadas da seguinte forma: 

 

∆∆𝐶𝑇 = ∆𝐶𝑇 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − ∆𝐶𝑇 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 

𝑈𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎𝑟𝑏𝑡𝑟á𝑟𝑖𝑎 = 2 − ∆∆𝐶𝑇 

Sendo: 

CT: threshold cycle. 

 
 

Tabela 2: Lista dos primers utilizados na técnica qPCR. 
 

Gene Sequência Nº amplicon Nº acesso 

MyoD 
F: 5′-GGAGACATCCTCAAGCGATGC-3′ 

105 NM_176079.1 
R: 5′-AGCACCTGGTAAATCGGATTG-3′ 

 

Miogenina 
F: 5′-ACTACCCACCGTCCATTCAC-3′  

233 
 

NM_017115.2 
R: 5′-TCGGGGCACTCACTGTCTCT-3′ 

 

Miostatina 
F: 5'-CTACCACGGAAACAATCATTA-3'  

78 
 

NM_019151.1 
R: 5'-AGCAACATTTGGGCTTTCCAT-3' 

 
Calcineurina 

F: 5'-AGGCGATTGATCCCAAGTTG-3'  
58 

 
NM_017041.1 

R: 5'-GGAAATGGAACGGCTTTCAC-3' 

 
AchR Gama 

F: 5'-CCACCAGAAGGTGGTGTTCT-3'  
91 

 
NM_019145.1 

R: 5'-TGAGGAGATGAGCACACAGG-3' 

 

AchR Alfa 1 
F: 5'-TCCCTTCGATGAGCAGAACT-3'  

56 
 

NM_024485.1 
R: 5'-AGCCGTCATAGGTCCAAGTG-3' 

 

AchR Épsilon 
F: 5'-GGCTCAACTTCAGCAAGGAC-3'  

70 
 

NM_017194.1 
R: 5'-AGCCATACATGTTCGGAAGG-3' 

 

AchR Beta 1 
F: 5'-CATCGAGTCTCTCCGTGTCA-3'  

88 
 

NM_012528. 
R: 5'-GGCAACGTCAAAGTTTCCAT-3' 

 F: 5'-ACCACCAAGACGTCACCTTC-3'   

AchR Delta 
R: 5'-CCGAGGTCTTCTCTCCACAG-3' 

144 NM_019298.1 

 
GAPDH 

F: 5'-GCATCCTGGGCTACACTGA-3'  
162 

 
NM_017008.4 

R: 5'-CCACCACCCTGTTGCTGTA-3' 



110  

Análise dos resultados 

Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism, versão 

5.00 (GraphPad Software San Diego, California, USA). A distribuição de 

normalidade foi avaliada pelo teste Komolgorov-Smirnov.  Os  dados foram 

expressos em média e erro padrão da média se paramétricos, sendo submetidos 

ao teste ANOVA seguido pelo teste de Tukey para comparação entre os grupos. 

Os níveis de confiança foram ajustados para 95% (p≤0,05). 

 
RESULTADOS 

Efeitos da FBM sobre a morfologia muscular 

O grupo Controle  apresentou núcleos periféricos com as fibras 

musculares poligonais organizadas por endomísio e perimísio como esperado 

(figura 1A). 

No período após uma semana os grupos lesionados apresentaram 

diminuição no diâmetro e área de secção transversa, além do aumento no 

espaço intersticial (figura 1 e tabela 3). O grupo Lesão apresentou uma atrofia 

progressiva (nos períodos de 1, 2 e 3 semanas) seguido de um aumento no 

diâmetro das fibras musculares em 4 semanas. Todos os grupos irradiados 

apresentaram um aumento no diâmetro e na AST em 3 e 4 semanas, além disso, 

os grupos irradiados no músculo (Lesão+LBInm e Lesão+LBIm) apresentaram 

um aumento mais antecipado (a partir de 2 semanas) na AST (tabela 2, figuras 

2B, 2C, 2D, 3B, 3C e 3D). 
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Figura 1: Fotomicrografias dos músculos em cortes transversais corados com 

hematoxilina e eosina (400X); (A) Controle; (B) Lesão após 1, (C) 2, (D) 3 e (E) 

4 semanas; (F) Lesão+LBIn após 1, (G) 2, (H) 3 e (I) 4 semanas; (J) Lesão+LBIn 

após 1, (K) 2, (L) 3 e (M) 4 semanas; (N) Lesão+LBIn após 1, (O) 2, (P) 3 e  (Q) 

4 semanas. 
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Tabela 3: Média e erro padrão da média do diâmetro e área de secção transversa 

(AST) dos músculos tibial anterior dos ratos Wistar pós lesão nervosa periférica 

irradiados ou não com LBI na área de lesão nervosa e na área de lesão muscular. 

  Diâmetro (µm) AST (µm²) 

 Grupo Controle 54.93 ± 1.56 2385.86 ± 134.90 

 Grupo Lesão 41.54 ± 2.19 1386.15 ± 148.63 

1
 s

e
m

a
n

a
 

Grupo Lesão+LBIn 47.48 ± 1.41 1783.02 ± 104.24 

Grupo Lesão+LBInm 43.69 ± 1.74 1518.21 ± 124.06 

Grupo Lesão+LBIm 46.07 ± 1.43 1679.52 ± 104.20 

 Grupo Lesão 29.58 ± 1.19 696.28 ± 52.49 

2
 s

e
m

a
n

a
s
 

Grupo Lesão+LBIn 34.18 ± 1.56 932.76 ± 87.08 

Grupo Lesão+LBInm 35.43 ± 0.64 988.41 ± 35.99 

Grupo Lesão+LBIm 37.78 ± 1.25 1131.03 ± 76.68 

3
 s

e
m

a
n

a
s
 Grupo Lesão 24.15 ± 1.04 413.04 ± 63.19 

Grupo Lesão+LBIn 35.87 ± 0.53 1012.45 ± 29.65 

Grupo Lesão+LBInm 39.84 ± 0.80 1250.57 ± 50.02 

Grupo Lesão+LBIm 37.67 ± 0.63 1117.24 ± 37.34 

 Grupo Lesão 34.89 ± 0.68 958.79 ± 38.53 

4
 s

e
m

a
n

a
s
 

Grupo Lesão+LBIn 45.32 ± 0.88 1618.12 ± 62.68 

Grupo Lesão+LBInm 43.71 ± 1.01 1506.79 ± 68.63 

Grupo Lesão+LBIm 41.76 ± 1.39 1382.14 ± 88.97 
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Figura 2: Efeitos da FBM sobre área de secção transversa das fibras musculares 

de ratos Wistar pós esmagamento do nervo isquiático após 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 

4 semanas (D). *p<0,05 quando comparado ao grupo Controle, **p<0,05 quando 

comparado ao grupo Lesão. 
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Figura 3: Efeitos da FBM sobre o diâmetro das fibras musculares de ratos Wistar 

pós esmagamento do nervo isquiático após 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4 semanas (D). 

*p<0,05 quando comparado ao grupo Controle, **p<0,05 quando comparado ao 

grupo Lesão. 

 
Efeitos da FBM sobre a expressão gênica 

A expressão gênica de calcineurina diminuiu no período experimental  de 

1 semana (figura 4A) no grupo Lesão+LBIn e Lesão+LBInm em relação ao grupo 

Lesão, em 2 semanas não houve diferença entre os grupos experimentais (figura 

4B). Entretanto no período de 3 semanas a expressão gênica dos grupos 

irradiados (Lesão+LBIn, Lesão+LBInm e Lesão+LBIm) diminuíram em  relação 

ao grupo Lesão que apresentou um aumento na expressão de calcineurina 
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quando comparado ao grupo Controle (figura 4C). Em 4 semanas a expressão 

gênica dos grupos experimentais foram semelhantes ao grupo controle, não 

havendo diferenças estatisticamente significantes (figura 4D). 

 

Figura 4: Efeitos da FBM sobre a expressão gênica de calcineurina no músculo 

tibial anterior de ratos Wistar pós esmagamento do nervo  isquiático após 1 (A), 

2 (B), 3 (C) e 4 semanas (D). *p<0,05 quando comparado ao grupo Controle, 

**p<0,05 quando comparado ao grupo Lesão. 

 
 

Com relação à expressão gênica de miostatina nos períodos de 1, 2 e 4 

semanas (figuras  5A, 5B e 5D respectivamente) não houve diferença 

estatisticamente significantes intergrupos, porém em 3 semanas o grupo Lesão 

apresentou um aumento em sua expressão quando comparado ao grupo 
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Controle e os grupos irradiados na área de lesão nervosa (Lesão+LBIn e 

Lesão+LBInm) apresentaram uma diminuição quando comparados ao grupo 

Lesão (figura 5C). 

 
 

Figura 5: Efeitos da FBM sobre a expressão gênica de miostatina no músculo 

tibial anterior de ratos Wistar pós esmagamento do nervo  isquiático após 1 (A), 

2 (B), 3 (C) e 4 semanas (D). *p<0,05 quando comparado ao grupo Controle, 

**p<0,05 quando comparado ao grupo Lesão. 

 
 

No que se refere aos fatores regulatórios miogênicos, a expressão 

gênica de MyoD não apresentou diferença nos períodos avaliados (figuras 6A, 

6B, 6C e 6D). No entanto, a expressão gênica de miogenina diminuiu no grupo 
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Lesão e Lesão+LBIm quando comparado ao grupo Controle em 1 semana (figura 

7A) e em 2 semanas o grupo Lesão manteve a diminuição em relação ao grupo 

Controle e os grupos irradiados (Lesão+LBIn, Lesão+LBInm e Lesão+LBIm) 

apresentaram um aumento em sua expressão gênica quando comparados ao 

grupo Lesão (figura 7B). Nos períodos de 3 e 4 semanas não houve diferença 

entre os grupos experimentais (figuras 7C e 7D). 

 
 

Figura 6: Efeitos da FBM sobre a expressão gênica de MyoD no músculo tibial 

anterior de ratos Wistar pós esmagamento do nervo isquiático após 1 (A), 2 (B), 

3 (C) e 4 semanas (D). 
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Figura 7: Efeitos da FBM sobre a expressão gênica de miogenina no músculo 

tibial anterior de ratos Wistar pós esmagamento do nervo  isquiático após 1 (A), 

2 (B), 3 (C) e 4 semanas (D). *p<0,05 quando comparado ao grupo Controle, 

**p<0,05 quando comparado ao grupo Lesão. 

 
 

No que concerne aos receptores nicotínicos de acetilcolina a subunidade 

α-nAChR não apresentou modulações em sua expressão gênica (figura 8A, 8B, 

8C e 8D). Entretanto, as outras subunidades apresentaram alteração. O β- 

nAChR apresentou uma diminuição no grupo Lesão, Lesão+LBInm e 

Lesão+LBIm em 1 semana quando comparado ao grupo Controle (figura 9A). 

Em 2 semanas os grupos Lesão e Lesão+LBIm apresentaram uma diminuição 

na expressão gênica quando comparado ao grupo Controle  e os grupos 
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irradiados na área de lesão nervosa (Lesão+LBIn e Lesão+LBInm) apresentaram 

um aumento em relação ao grupo Lesão (figura 9B). Em 3 e 4 semanas não 

houve diferença entre os grupos experimentais  (figuras  9C e 9D). Com relação 

à δ-nAChR no período  de 1 semana os grupos Lesão e Lesão+LBIm 

apresentaram uma diminuição quando comparados ao grupo Controle (figura 

10A) e no período de 2 e 3 semanas o grupo Lesão apresentou uma diminuição 

quando comparado ao grupo Controle (figuras 10B e 10C). Não houve diferença 

entre os grupos no período de 4 semanas (figura 10D). 

 
 

Figura 8: Efeitos da FBM sobre a expressão gênica de α-nAChR no músculo 

tibial anterior de ratos Wistar pós esmagamento do nervo  isquiático após 1 (A), 

2 (B), 3 (C) e 4 semanas (D). 
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Figura 9: Efeitos da FBM sobre a expressão gênica de β-nAChR no músculo 

tibial anterior de ratos Wistar pós esmagamento do nervo  isquiático após 1 (A), 

2 (B), 3 (C) e 4 semanas (D). *p<0,05 quando comparado ao grupo Controle, 

**p<0,05 quando comparado ao grupo Lesão. 
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Figura 10: Efeitos da FBM sobre a expressão gênica de δ-nAChR no músculo 

tibial anterior de ratos Wistar pós esmagamento do nervo  isquiático após 1 (A), 

2 (B), 3 (C) e 4 semanas (D). *p<0,05 quando comparado ao grupo Controle. 

 
As subunidades γ-nAChR apresentaram uma diminuição na expressão 

gênica em todos os grupos lesionados (Lesão, Lesão+LBIn, Lesão+LBInm e 

Lesão+LBIm) quando comparados ao grupo Controle em todos os períodos 

experimentais (figuras 11A, 11B, 11C e 11D). A expressão gênica de ε-nAChR 

diminui em 1 semana nos grupos lesionados (Lesão, Lesão+LBIn, Lesão+LBInm 

e Lesão+LBIm) em relação ao grupo Controle  (figura 12A), diferente dos 

períodos de 2, 3 e 4 semanas, no qual os grupos Lesão e Lesão+LBIm 
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mantiveram a diminuição quando comparados ao grupo Controle (figuras 12B, 

12C e 12D). 

 
 

Figura 11: Efeitos da FBM sobre a expressão gênica de γ-nAChR no músculo 

tibial anterior de ratos Wistar pós esmagamento do nervo  isquiático após 1 (A), 

2 (B), 3 (C) e 4 semanas (D). *p<0,05 quando comparado ao grupo Controle. 
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Figura 12: Efeitos da FBM sobre a expressão gênica de ε-nAChR no músculo 

tibial anterior de ratos Wistar pós esmagamento do nervo  isquiático após 1 (A), 

2 (B), 3 (C) e 4 semanas (D). *p<0,05 quando comparado ao grupo Controle. 

 
DISCUSSÃO 

Cerca de 100.000 pacientes são submetidos a operações decorrentes 

de LNP devido aos avanços em microcirurgia, porém há necessidade de maiores 

investigações acerca das terapêuticas com finalidade de otimizar o processo de 

reparo deste tecido [23,24]; 

No presente estudo  os músculos lesionados apresentaram uma 

diminuição na área de secção transversa e no diâmetro das fibras musculares 

acompanhado de um aumento no espaço intersticial e fibras anguladas, 
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caracterizando alterações morfológicas pós lesão nervosa periférica. Foi 

possível que através da TLBI houve uma aceleração da recuperação funcional, 

uma vez que o processo de recuperação acontece de maneira mais lenta e que 

pode gerar sequelas, sendo o tempo de recuperação funcional iniciando após 12 

dias em uma axonotmese e em uma neurotmese em 30 dias [25]. 

No estudo realizado por Mandelbaum-Livnat et al. [26] foi administrado 

laser (780 nm, 250 mW, 11 cm acima da pele) em três locais de irradiação, sendo 

esta na área de lesão nervosa, no segmento correspondente  da medula espinal 

e no músculo desnervado (gastrocnêmio) pós axonotmese por esmagamento do 

nervo isquiático em ratos Wistar. O estudo realizou uma comparação de duas 

doses de energia total, sendo estas 45 J e 105 J, administradas em 3 e 7 minutos 

respectivamente, tendo o grupo com a irradiação mais longa apresentado uma 

aceleração no tempo de recuperação, aumento do diâmetro axonal e diminuição 

da atrofia muscular [26], corroborando com os resultados obtidos no presente 

estudo acerca dos aspectos morfológicos musculares. 

Wu et al. [27] demonstraram que há uma correlação entre  a 

concentração de folistatina e a massa do músculo gastrocnêmio de ratos 

Sprague-Dawley pós LNP por esmagamento do nervo isquiático. A folistatina 

antagoniza a função  de vários membros de proteínas  da família  TGF-  β, sendo 

a miostatina uma dessas proteínas. Em condições fisiológicas, a miostatina 

controla o crescimento muscular através da regulação de FRMs [27]. Em um 

processo agudo de LNP há um aumento no nível de miostatina muscular [7], 

porém, nos grupos experimentais irradiados a expressão gênica de miostatina 

apresentou um aumento em 3 semanas somente no grupo Lesão, havendo uma 

diminuição nos grupos irradiados na área correspondente à lesão nervosa 

(Lesão+LBIn e Lesão+LBInm), sendo este um efeito positivo fotobiomodulatório 

da regulação negativa de miostatina. 

Com relação aos FRMs, a expressão gênica de miogenina  diminuiu em 

1 semana nos grupos Lesão e Lesão+LBIm quando comparados ao grupo 

Controle, demonstrando que a irradiação na área de lesão nervosa (Lesão+LBIn 

e Lesão+LBInm) houve uma modulação positiva nesta expressão, sendo mais 

acentuada no período seguinte (2 semanas). No estudo publicado por Nishimoto 

et al. [28] foi demonstrado  que  há  outras  maneiras de influenciar  na expressão 
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gênica de FRM no músculo esquelético pós LNP, sendo realizado a aplicação de 

CO2 transcutânea pós lesão por esmagamento do nervo isquiático em ratos 

Sprague-Dawley, no qual houve um aumento da expressão gênica de mRNA de 

MyoD e miogenina em 2 semanas pós lesão quando comparado ao grupo 

Controle. Assim como demonstrado por Xing et al. [29] em que a estimulação 

elétrica no músculo gastrocnêmios de ratos Sprague-Dawley pós LNP por 

esmagamento do nervo isquiático aumentou o número de células com núcleo 

positivo para marcação de MyoD por imunofluorescência  e também a um 

aumento na diferenciação de células satélites correlacionado com a preservação 

da função muscular em resposta a estimulação elétrica pós LNP. 

Relativo aos nAChR Rochkind e Shainberg [30] demonstraram um 

aumento na sua concentração proteica por 30-60 dias em ratos Wistar irradiados 

com LBI (632.8 nm, 35 mW, 30 min, 14 dias consecutivos) pós desnervação 

completa por remoção de 10 mm do nervo isquiático demonstrando que o efeito 

do LBI gera uma preservação dos receptores por um longo prazo. No presente 

estudo não houve alteração na expressão gênica de α-nAChR, porém as 

subunidades β-nAChR e δ-nAChR demonstraram que a eficácia da preservação 

da expressão gênica em níveis semelhantes ao grupo Controle deveria ser 

realizada na área de lesão nervosa, sugerido pelos resultados de 2 e 3 semanas. 

A expressão gênica da subunidade γ-nAChR diminuiu em todos os grupos 

lesionados (Lesão, Lesão+LBIn, Lesão+LBInm e Lesão+LBIm), enquanto a 

subunidade ε-nAChR  apresentou uma diminuição nos mesmos grupos no 

período de 1 semana e nos demais períodos uma diminuição somente nos 

grupos não irradiados na área do nervo isquiático (Lesão e Lesão+LBIm) 

sugerindo que a irradiação na área de lesão nervosa tende a apresentar uma 

maior preservação desta subunidade. Kang et al. [30] demonstraram que as 

células de Schwann (CS) presentes na JNM influenciam  no padrão de 

ramificação do axônio terminal e na redistribuição dos axônios regenerativos que 

são redirecionados aos nAChR nas junções neuromusculares já existentes, 

demonstrando a necessidade de maiores investigações com objetivo de verificar 

a influência da fotobiomodulação sobre as alterações morfológicas na placa 

motora e sobre o fenótipo das CS presentes nesta estrutura e ao longo do trajeto 

axonal. 
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Ensaios in vitro sobre os efeitos da FBM são escassos, há necessidade 

da avaliação dos mecanismos de ação dos efeitos da FBM, uma vez que há 

diversos estudos evidenciando os efeitos sobre modelos experimentais [32]. A 

compreensão destes mecanismos permitiria a criação de protocolos que 

otimizariam o processo de reparo. 

 
CONCLUSÃO 

A FBM demonstrou uma melhora na morfologia muscular principalmente 

nas 3 e 4 semanas quando administrada tanto na área muscular quanto nervosa, 

além de modular a expressão gênica desde um período mais agudo até o mais 

tardio avaliado, sendo para este parâmetro a irradiação mais indicada se 

realizada na área nervosa por apresentarem resultados mais positivos, como a 

diminuição da expressão gênica de calcineurina e miostatina no período de 3 

semanas e o aumento na expressão gênica de miogenina, β-nAChR,  δ-nAChR 

e ε-nAChR em relação a irradiação administrada isoladamente no músculo 

afetado. 
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5. DISCUSSÃO 

As LNP são mais frequentes que as lesões medulares, podendo ser uma 

lesão incapacitante de acordo com o tipo de lesão e grau de acometimento. 

Anualmente nos Estados Unidos da América e na Europa, aproximadamente 

100.000 pessoas são submetidas a operações com objetivo de recuperação 

nervosa periférica, havendo um avanço tecnológico na área de microcirurgia. 

Porém, sem uma recuperação funcional satisfatória, demonstrando a 

necessidade de maior investigação do processo de reparo neste tecido 

(Albornoz et al. 2011). 

Atualmente, há diversos tratamentos cirúrgicos, como a neurorrafia 

(Anders et al. 2014), enxertia (Moges et al. 2011) e a tubulização (Shen et al. 

2013). Além da cirurgia, há outros tipos de terapia, como o LBI (Anders et al. 

2014), eletroterapia e ultrassom terapêutico, que são estímulos físicos com 

objetivo de modular a reinervação (Kim et al. 2013), além das terapias biológicas, 

como inoculação celular e de fatores de crescimento  na  região lesionada (Pan 

et al. 2006; Askari et al. 2015). 

A FBM tem demonstrado potencial terapêutico em situações de LNP 

como o aumento da funcionalidade motora e atividade muscular (Rochkind et al. 

2012) em pacientes tradados com LBI infravermelho (780 nm, 250 mW) quando 

comparados ao grupo placebo, demonstrando os efeitos positivos da FBM neste 

tipo de lesão. Há relatos sobre os efeitos da FBM sobre o tecido muscular 

durante o processo de reparo após diferentes modelos experimentais de LNP, 

porém os efeitos variam de acordo com os parâmetros utilizados, sendo 

necessário a compreensão dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos 

neste processo. 

Foi realizado uma pesquisa bibliográfica com a finalidade de investigar 

os efeitos do LBI para que pudéssemos padronizar um protocolo de irradiação 

de maneira a investigar de maneira comparativa os efeitos da irradiação isolada 

ou combinada na área de lesão nervosa e/ou muscular. Nesta revisão foi 

possível verificar a viabilidade do LBI sobre o processo de reparo pós LNP, tanto 

do laser vermelho quanto infravermelho, tendo a maioria dos estudos utilizado 

uma potência de até 50 mW e energia total de até 15 J aplicado em múltiplos 
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pontos, sendo isto importante  para a padronização de um protocolo de 

irradiação. 

Os estudos in vitro foram conduzidos para comparação de doses de 

energia diferentes e de comprimentos de onda diferentes, sendo estes 

conduzidos utilizando CS da linhagem ST88-14 por serem células essenciais ao 

processo de reparo nervoso. Especificamente, este tipo celular é viável para a 

investigação da ação das células da glia no tecido nervoso periférico na defesa 

do hospedeiro em processos infecciosos, doenças degenerativas e neoplasias 

(Baetas-da-Cruz et al. 2009) e demonstrou ser viável para a investigação da 

modulação do LBI nas CS. Demonstrando uma resposta ao estímulo, através do 

aumento na atividade metabólica analisado pelo método de MTT, além de um 

aumento de células mitóticas na análise do ciclo celular, sem induzir  a necrose 

ou apoptose de CS e aumentando a expressão gênica dos fatores neurotróficos 

BDNF e NGF. 

Os efeitos do LBI no tecido muscular durante o processo de reparo após 

diversos tipos de lesão estão bem descritos na literatura e estes incluem melhor 

remodelamento de colágeno, modulação da expressão gênica de fatores 

regulatórios miogênicos, aumento no número de fibras jovens e angiogênese 

(Alves et al. 2014; Ribeiro et al. 2015) e diminuição da concentração tecidual de 

citocinas pró-inflamatórias (Almeida et al. 2013). No entanto, há efeitos variados 

de acordo com os diferentes parâmetros de aplicação, como por exemplo, 

aumento de funcionalidade (Hsieh et al. 2012), atenuação  da disestesia 

(Masoumipoor et al. 2014) e atenuação da progressão da atrofia (Shen et al. 

2013), corroborando com os achados do ensaios in vivo que investigaram a 

funcionalidade de pós LNP. 

Além disso, a FBM promove efeitos positivos sobre a morfologia 

muscular pós LNP, como um aumento no diâmetro das fibras e área de secção 

transversa, sendo estes fatores mediados pelos fatores regulatórios miogênicos, 

como miogenina que apresentou um aumento nos grupos irradiados e uma 

diminuição de calcineurina e miostatina. Além de uma modulação positiva nas 

subunidades dos receptores nicotínicos de acetilcolina nos animais irradiados. 

Estes resultados sugerem um protocolo de irradiação na área de lesão 

nervosa e nos músculos afetados, os resultados  permitem concluir que a 
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irradiação no local de lesão nervosa promove uma melhora nos parâmetros 

funcionais e diminuição do tempo de reparo, sendo estes fatores mediados pelas 

proteínas que influenciam no fenótipo de fibras musculares e pelos fatores 

regulatórios miogênicos, além de uma modulação nos receptores nicotínicos de 

acetilcolina; a irradiação no músculo irradiado pela fibra lesionada influencia 

positivamente os distúrbios de sensibilidade que acompanhariam uma LNP. 

Estudos futuros podem ser realizados com a finalidade de investigar as 

alterações nas cadeias de miosina musculares e na morfologia da placa motora, 

além da expressão gênica e marcadores celulares de CS nos nervos isquiáticos 

irradiados pós LNP. 
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6. CONCLUSÃO 

 

O levantamento dos parâmetros de irradiação é importante  para a 

padronização de um protocolo com objetivo de evidenciar os efeitos do LBI na 

regeneração pós LNP, e com isso, investigar maiores efeitos a respeito de um 

determinado espectro e energia. A partir da revisão foi possível demonstrar os 

efeitos positivos sobre o reparo neuromuscular através do uso  do LBI vermelho 

e do infravermelho, havendo melhora nos índices  funcionais, nos aspectos 

morfológicos e na expressão de citocinas e fatores de crescimento. A maioria 

dos estudos utilizou uma potência de até 50 mW e energia total de até 15 J 

aplicado no modo de múltiplos pontos. 

A partir da cultura de CS, foi possível verificar que a FBM pode aumentar 

a atividade metabólica e mitose sem alterar a viabilidade celular, apresentando 

melhores resultados  sobre a migração celular quando realizada com laser 

infravermelho. 

Além disso, a FBM promoveu uma melhora dos aspectos funcionais 

avaliados no presente estudo no que se refere a análise de marcha, sensibilidade 

mecânica e massa muscular, com melhores resultados nos aspectos motores e 

de massa muscular quando administrada na área de lesão nervosa em 1 e 2 

semanas e melhores resultados no aspecto sensitivo quando administrado na 

área de lesão muscular em 2 semanas. Além de um aumento no diâmetro das 

fibras musculares e área de secção transversa principalmente nas 3 e 4 semanas 

quando administrada tanto na área muscular  quanto  nervosa,  além de modular 

a expressão gênica desde um período mais agudo até o mais tardio avaliado, 

sendo para este parâmetro a irradiação mais indicada se realizada na área 

nervosa por apresentarem resultados mais positivos, como a diminuição da 

expressão gênica de calcineurina e miostatina no período de 3 semanas e o 

aumento na expressão gênica de miogenina, β-nAChR, δ-nAChR e ε-nAChR em 

relação a irradiação administrada isoladamente no músculo afetado. 

Portanto, o método de irradiação combinada, sendo administrado tanto 

na área de lesão nervosa quanto no músculo afetado foi o melhor, sendo 

indicado em protocolos futuros. 
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9.2 Anexo 2 

Relatório final de atividades realizadas durante o período sanduíche 
 


