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“Os pescadores sabem que o mar é perigoso e a tormenta terrivel,
mas este conhecimento néo os impede de lancar-se ao mar”
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RESUMO

Contextualizacdo: Lesfes traumaticas do sistema nervoso periférico sdo comuns
atualmente, sendo um importante problema médico. O objetivo do presente estudo foi
avaliar os efeitos do exercicio imediato associado a terapia de fotobiomodulacdo
utilizando LED como reabilitacdo apds lesdo nervosa periférica por esmagamento do
nervo ciatico em ratos Wistar. Metodologia: Foram utilizados 45 ratos da linhagem
Wistar, divididos aleatoriamente em 5 grupos: Controle; Lesao; Lesdo+LEDn+Exercicio;
Lesdo+LEDnm+Exercicio; Lesdo+Exercicio. Os animais foram eutanasiados em 7, 14
dias de pds-operatorio. A terapia de fotobiomodulagdo consistiu no uso de LED 850 nm,
area do feixe de 1cm? (regido nervosa total de 4 pontos, energia por ponto 0,8J, tempo
por ponto de 20seg, energia total 3.2J e regido muscular total de 8 pontos, energia por
ponto 0,4J, tempo por ponto de 10seg, energia total 3.2J), de forma pontual em contato
com a pele do animal, com aplicac¢des diarias por 5 dias consecutivos, iniciando 2h apés
a lesdo por esmagamento. Para o treino de exercicio, foi utilizada esteira ergométrica
adaptada para o treino com ratos contendo raias e controle digital de velocidade. O
protocolo de exercicio consistiu em treinos diarios iniciados apés 24horas de poés-
operatorio sendo realizado 30min/dia, cinco dias por semana, sem inclinagcdo. Apos cada
periodo experimental foi realizado a andlise funcional da marcha através do indice
funcional do ciéatico, andlise da hiperalgesia mecanica através do teste de Von Frey,
andlise da massa muscular para avaliar a atrofia muscular, avaliagdo qualitativa e
guantitativa dos aspectos morfoldégicos musculares e analise qualitativa e quantitativa
das fibras colagenas. Resultados: Em relacédo a avaliagdo da marcha, todos os grupos
lesionados apresentaram uma piora no indice funcional avaliado apés 7 e 14 dias de
lesdo, sendo observado em 7 dia que o grupo Lesdo+LEDn+Exercicio apresentou um
melhor desempenho quando comparado com os demais grupos lesionados e tratados.
Ja em 14 dias o grupo Lesdo+LEDn+Exercicio apresentou um melhor desempenho
quando comparado ao grupo Lesdo. No que se diz respeito a analise da massa
muscular, apés 7 dias, todos os grupos lesionados, tratados ou ndo demonstraram uma
diminuicdo da relacdo de massa muscular indicando aumento de atrofia quando
comparado ao grupo Controle, sendo que 0 mesmo ocorreu em 14 dias. O grupo
Lesdo+LEDn+Exercicio em 14 dias demonstrou uma melhora quando comparado ao
grupo Leséo indicando uma menor atrofia muscular. Em relacdo a hiperalgesia, no
periodo de 7 e 14 dias todos os grupos lesionados, tratados ou ndo demonstraram uma
diminuicdo na nocicepcao em relagdo ao grupo Controle. J& em 14 dias, 0s grupos
Lesdo+LEDn+Exercicio e Lesdo+LEDnm+Exercicio apresentaram melhores resultados
guando comparados ao grupo Lesao. Foi demonstrado também que no mesmo periodo
gue os grupos lesionados e tratados com LED tanto na regido nervosa como nervo e
musculo associado ao exercicio apresentaram melhores resultados quando
comparados ao grupo Lesao+Exercicio apenas. Conclusdo: Com base nos resultados,
€ possivel concluir que o uso da fotobiomodulacdo quando aplicada na regido nervosa
associada ao exercicio de inicio precoce pode contribuir para uma melhora funcional da
marcha, reduz a atrofia muscular e atua positivamente na nocicepcao.

Palavras-chave: lesGes, sistema nervoso periférico, nervo ciatico, atrofia muscular,
teste de Von Frey.



ABSTRACT

Contextualization: Traumatic injuries of the peripheral nervous system are common
today, being an important medical problem. The aim of the present study was to evaluate
the effects of immediate exercise associated with photobiomodulation therapy using LED
as a rehabilitation after peripheral nerve injury by crushing the sciatic nerve in Wistar
rats. Methodology: 45 Wistar rats were used, randomly divided into 5 groups: Control;
Injury; Injury+LEDn+Exercise; Injury+LEDnm+Exercise; Injury+Exercise. The animals
were euthanized 7 and 14 days after the operation. Photobiomodulation therapy
consisted of the use of 850nm LED, 1cm? beam area (nerve region total of 4 points,
energy per point 0.8J, time per point of 20sec, total energy 3.2J and muscle region total
of 8 points, energy per point 0.4J, time per point 10sec, total energy 3.2J), in a punctual
way in contact with the animal's skin, with daily applications for 5 consecutive days,
starting 2h after the crush injury. For exercise training, a treadmill adapted for training
with rats containing lanes and digital speed control was used. The exercise protocol
consisted of daily training started 24 hours after the operation, being performed 30
minutes/day, five days a week, without inclination. After each experimental period,
functional analysis of gait was performed using the functional sciatic index, analysis of
mechanical hyperalgesia using the Von Frey test, analysis of muscle mass to assess
muscle atrophy, qualitative and quantitative assessment of muscle morphological
aspects and qualitative analysis and quantitative of collagen fibers. Results: Regarding
gait assessment, all injured groups showed a worsening in the functional index assessed
after 7 and 14 days of injury, and it was observed in 7 days that the
Injury+LEDnN+Exercise group performed better when compared to the others. injured and
treated groups. In 14 days, the Injury+LEDn+Exercise group performed better when
compared to the Injury group. Regarding the analysis of muscle mass, after 7 days, all
injured groups, treated or not, showed a decrease in the muscle mass ratio indicating an
increase in atrophy when compared to the Control group, and the same occurred in 14
days. The Injury+LEDn+Exercise group in 14 days showed an improvement when
compared to the Lesion group indicating less muscle atrophy. Regarding hyperalgesia,
in the period of 7 and 14 days all injured groups, treated or not, showed a decrease in
nociception in relation to the Control group. In 14 days, the Injury+LEDn+Exercise and
Injury+LEDnm+Exercise groups showed better results when compared to the Injury
group. It was also shown that in the same period that the injured and treated groups with
LED both in the nerve region and in the nerve and muscle associated with exercise
showed better results when compared to the Injury+Exercise group only. Conclusion:
Based on the results, it was possible to conclude that the use of photobiomodulation
when applied to the nervous region associated with early-onset exercise can contribute
to a functional improvement in gait, reduces muscle atrophy and acts positively on
nociception.

Keywords: injuries, peripheral nervous system, sciatic nerve, muscle atrophy, Von Frey
test.
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1. Introducéo

O sistema nervoso divide-se em sistema nervoso central (SNC) e sistema
nervoso periférico (SNP). O SNC compreende o cérebro, tronco cerebral e tratos
ascendentes e descendentes da medula espinhal. O SNP é composto pelas estruturas
que se localizam externamente a membrana pia-méater da medula espinhal e tronco
cerebral, incluindo as raizes nervosas, plexos e nervos periféricos, até o limite da jungéo
neuromuscular (Radanovic, 2015).

As fibras nervosas que saem diretamente da medula compdem as raizes
nervosas, e as raizes dorsais sdo sensoriais, e as raizes ventrais, motoras. Ao emergir
da medula, os nervos espinhais se juntam e misturam-se formando os plexos, de onde
sairdo os nervos periféricos. Em humanos existem quatro plexos motores principais:
cervical, braquial, lombar e sacral. O plexo lombar é formado pelos nervos que saem de
L1 a L3, parte de L4; o plexo sacral é constituido por nervos que partem de L4 a S3.
Dos plexos, emergem 0s troncos nervosos principais que vao se ramificando em direcéo
a periferia dos membros, em nervos cada vez menores e que inervam regiées mais
especificas e distantes (Radanovic, 2015).

Durante o desenvolvimento dos nervos periféricos, as células da crista neural
geram células gliais mielinizantes e ndo mielinizantes em um processo paralelo a
gliogénese das camadas germinativas do SNC. Ao contrario da gliogénese central, o
desenvolvimento da crista neural envolve uma fase embrionaria prolongada dedicadaa
geracdo, primeiro, do precursor da célula de Schwann (CS) e, em seguida, da célula de
Schwann imatura, uma célula cujo destino como célula mielinizante ou nao mielinizante
ainda néo foi determinado (Jessen, 2005).

O precursor da célula de Schwann (SCP) representa a primeira etapa no
processo de gliogénese em nervos em crescimento. Além de gerar células de Schwann,
essas células provavelmente fornecem suporte tréfico essencial para os neurdnios
sensoriais e motores e sao necessarias para a coesdo estrutural dos nervos periféricos.
Eles também tém o potencial de gerar neurdnios e podem ser a fonte da populacéo de
fibroblastos encontrada nos nervos periféricos (Jessen, 2005).

Nas fibras mielinicas as células de Schwann formam a bainha de mielina. O
tecido conectivo dos nervos é dividido em endoneuro, perineuro e epineuro. O
endoneuro é o tecido conectivo intrafascicular e constitui a membrana elastica das fibras
mielinicas. O perineuro, constituido por células mesoteliais, fibras elasticas e conjuntivas

€ uma estrutura lamelar que circunda os fasciculos individualmente. Atua
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como barreira de difusdo e parece atuar na regulacdo da composicao do liquido tissular
endoneural. O epineuro é constituido por fibras elasticas e conjuntivas e contém tecido
gorduroso. Ele limita um conjunto de fasciculos (Vale, 1988)

De acordo com a classificacdo de Seddon (1975), trés tipos de lesdes nervosas
periféricas podem ser descritas, sendo a neuropraxia uma lesdo leve com perda motora
e sensitiva, sem alteragdo estrutural; axonotmese é comumente vista em leses por
esmagamento ocorrendo perda de continuidade axonal e subsequente degeneracéo
Walleriana do segmento distal (nesse tipo de lesdo ndo ocorre perda de célula de
Schwann, e a recuperacao ird depender do grau de desorganizac¢do do nervo e também
da distancia do 6rgao terminal); neurotmese como separa¢do completa do nervo, com
desorganizagdo do axbnio causada por uma fibrose tecidual com consequente

interrupcdo do crescimento axonal como observado na figura 1 (Siqueira, 2007,

Minamoto, 2007).
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Figura 1: Classificagdo das LNPs onde “A” representa neuropraxia uma leséo leve com
perda motora e sensitiva, sem alteragdo estrutural; “B” representa axonotmese é
comumente vista em lesGes por esmagamento ocorrendo perda de continuidade axonal
e subsequente degeneragdo Walleriana do segmento distal (nesse tipo de lesdo ndo
ocorre perda de célula de Schwann, e a recuperagdo ird depender do grau de
desorganizagao do nervo e também da distancia do 6rgao terminal); “C” representa
neurotmese com separacdo completa do nervo e consequente interrupcdo do
crescimento axonal. (Adaptado de Radanovic, 2015)

Um dos mecanismos propostos para tornar a regeneracao mais eficiente se da
pela reducdo do numero de neurbnios que sofrem essa degeneracdo, o que inclui a
modulacdo da acgdo dos fatores neurotréficos. Todas as células do organismo
necessitam da agdo de fatores troficos para prevenir a apoptose e promover a sua

sobrevivéncia. O fator neurotréfico é a substancia que regula e mantém a fungéo do
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neurbnio e promove o seu crescimento. No processo de regeneracdo do nervo,
receptores especificos sdo expressos em maior quantidade na regido do cone de
crescimento aos quais se unem os fatores neurotréficos especificos. Esses fatores sdo
transportados retrogradamente ao corpo celular e atuam modulando a interacédo entre
enzimas denominadas caspases e proteinas pro-apoptéticas mediante a ocorréncia de
reacdes de fosforilacdo. A inibicdo dessas enzimas, que sdo consideradas as principais
efetoras da morte celular, possibilita a manutencéo da fisiologia normal da célula. Dessa
forma, os fatores neurotroficos exercem seus efeitos diretamente sobre o metabolismo
celular, mas esses fatores podem ainda atuar de forma indireta, pela acdo no
metabolismo de células de suporte cujo representante principal € a célula de Schwann
(Martins, 2005).

A producdo dos fatores neurotroficos, apds a lesdo, obedece a uma ordem
temporal, ou seja, esses fatores sdo secretados a medida em que sinais celulares
atingem o DNA no nucleo da célula (neurbnio ou célula de Schwann) e induzem a
producdo de RNA, responsavel pela sintese da proteina relacionada. Esses sinais em
geral sdo proteinas produzidas a partir de reac6es bioquimicas apos a ligacdo de
moléculas aos receptores especificos de membrana (Martins, 2005).

Na extremidade distal relacionada a leséo, as alteragdes que ocorrem no axénio
se iniciam com a degeneracdo walleriana. Durante esse evento, o citoesqueleto e o

axoplasma se degeneram, deixando o correspondente tubo endoneural vazio. A
destruicdo da mielina estimula a atividade dos macréfagos, resultando na remocao da
maioria dos seus fragmentos por essas células e pelas células de Schwann. As células
de Schwann tém fundamental papel na regeneracao, atuando como condutores fisicos

gue possibilitam o direcionamento dos axénios durante o crescimento em direcdo ao
Orgao-alvo. Essas células também produzem elementos da matriz extracelular como
proteinoglicanas, colageno e fatores neurotroficos. A regeneragdo que ocorre no
sistema nervoso periférico esté diretamente relacionada a possibilidade de manutengéo
das células de Schwann independentemente da degeneracéo do axénio (Martins, 2005).
Apesar da grande capacidade regenerativa do SNP, a LNP traumatica
frequentemente causa incapacidade ao individuo acometido. A reabilitagdo apos trauma
do SNP geralmente emprega exercicios terapéuticos na tentativa de reanimar os
orgaos-alvo e estimular a recuperacdo funcional. Nos ultimos anos, importantes
determinantes neurobiol6gicos da regeneracao do SNP e da reinervagdo bem-sucedida
do 6rgao-alvo foram revelados. Tal conhecimento fornece pistas para a concepcao de
novas estratégias para tratar e reabilitar danos trauméticos do SNP. O exercicio fisico,

por meio de esteira ou roda, € neuroprotetor e neurorregenerativo (Siqueira, 2007).
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Morfologicamente, ocorre um aumento no tecido conjuntivo intramuscular e
atrofia muscular evidenciada pela diminui¢cdo na area da seccéo transversal das fibras
musculares. A atrofia decorrente da desnervacéo afeta tanto fibras musculares lentas
guanto rapidas, resultando em diminuicdo do diametro da fibra muscular e da forca
muscular. Além disso, a transicao dos tipos de fibras musculares no sentido de lenta
para rapida leva ao aumento da velocidade de contracdo muscular, com consequente
diminuicdo da capacidade de gerar forca. Tais alteracdes causam dor e sensibilidade
ao longo da fibra nervosa, que podem resultar em limitacdes aos individuos acometidos.
Apesar dos nervos periféricos possuirem a capacidade de regeneracao, a recuperacao
é criticamente dependente do tratamento pés-lesdo. Tratamentos nao cirdrgicos, como
o exercicio fisico e terapia de fotobiomodulagéo, podem atuar na regeneragéo nervosa
periférica (Andrade, 2020; Minamoto, 2007; Cavalcante, 2012)

A desnervagdo também promove alteragdes em estruturas que daosustentagcéo
ao material proteico e aos sarcédmeros, os envoltérios de tecido conjuntivo. As
propriedades do tecido conjuntivo séo determinadas pela quantidade, tipo e organizagéo
de um conjunto de proteinas e carboidratos, a matriz extracelular. O espacamento entre
as fibras coldgenas confere viscoelasticidade a matriz extracelular, aumentando a
capacidade de resistir a cargas de tenséo e facilitando o deslizamento tridimensional de
uma fibra sobre a outra (Minamoto, 2007).

LesBes traumaticas do sistema nervoso periférico sdo comuns atualmente,
sendo um importante problema médico causado por acidentes com veiculos
automotores, trauma penetrante apés incidentes com arma de fogo ou arma branca e
por esmagamento ou estiramento do tecido nervoso apos quedas, resultando em perda
de controle neural nos segmentos desnervados do corpo, e deficiéncias graves paraos
pacientes (Kouyoumdjian, 2006; Souza, 2010; Possamai, 2012).

Lesdes de nervos periféricos raramente sédo seguidas de retorno completo da
fungdo. Os déficits sdo particularmente importantes para a funcdo motora, resultando
em paralisia e atrofia muscular (Lago, 2006).

Pesquisas estimam que aproximadamente 2% dos pacientes atendidos em
centros de pronto socorro apresentam esse tipo de lesédo, o que representa uma das
mais significantes formas de morbidade e incapacidade atualmente (Possamai, 2012;
Taylor, 2008).

ApoOs um levantamento realizado no Sistema Nacional de Vigilancia Eletrénica
de Lesbes dos EUA (National Electronic Injury Surveillance System — NEISS),
analisando os dados por idade, sexo, atividade esportiva/recreativa e as taxas de
incidéncia por ano apresentadas aos departamentos de emergéncia nos Estados

Unidos, foi identificado que entre 2009-2018, 551.612 pacientes apresentaram LNP, dos
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quais 120.675 (21,9%) foram associados a exercicios, esportes ou recreacdo. A LNP
aumentou significativamente entre 2009-2018 com uma taxa de incidéncia geral de 36,9
por 1.000.000 pessoas-ano. A maioria das LNP ocorreu por meio de exercicios
(n=56.328, 46,7%). A LNP atingiu o pico na quarta década de vida em homens e na
guinta década de vida em mulheres, com os homens representando significativamente
mais do que as mulheres. As lesdes ocorreram predominantemente no futebol para
menores de 20 anos e no exercicio para maiores de 20 anos. Precaucdes e treinamento
apropriado sdo recomendados para individuos que participam de exercicios, esportes
ou recreacdo de alta intensidade para limitar o risco de uma lesédo neuroldgica (Li, 2020).

Como consequéncia das LNPs, os masculos que seriam inervados por aquela
fibra sofrem deterioracéo progressiva (Rochkind, 2016), ocorrendo uma insuficiéncia na
reposicdo da perda degenerativa tecidual (Shen, 2013), sendo assim as principais
alteracdes decorrentes desta lesao a atrofia muscular, diminuicdo da area de seccgéo
transversa (Silva-Couto, 2012) e diminuicdo dos receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChR) da placa motora (Rochkind, 2016) resultantes do comprometimento de fibras
motoras, podendo levar a um distarbio funcional (Dubovy, 2013).

As lesbes de nervos periféricos (LNPs) resultam em déficits na transmisséo dos
impulsos nervosos e podem resultar em comprometimentos motores, sensoriais e
autondmicos (Machado, 1998; Monte-Raso, 2006). Os pacientes frequentemente
gueixam-se de dor, de diversa natureza e intensidade, sendo para muitos o sintoma
mais significativo da lesdo podendo interferir na qualidade de vida e atividade
profissional desse individuo (Murray, 2005).

O equilibrio entre as pistas inibitérias presentes no ambiente e a capacidade de
crescimento intrinseca do neur6nio lesado determina a extensao da regeneracao axonal
apos a lesdo. O corpo celular de um neurénio lesado deve receber informagdes precisas
e oportunas sobre o local e a extenséo do dano axonal para aumentar sua capacidade
de crescimento intrinseca e se regenerar com sucesso (Abe, 2008).

Provavelmente por esse motivo, a axotomia das fibras motoras oferece um
aspecto especialmente atraente para modelos de estudo de mecanismos induzidos por
lesdo de plasticidade. Muitas informacfes agora estdo disponiveis sobre 0os muitos
aspectos diferentes desta resposta nos motoneurdnios onde pode ser observado a
expressdo e manutencdo de um fendtipo funcionalmente diferenciado em
motoneurénios maduros é dependente do fornecimento continuo de fatores tréficos
derivados do musculo. A ativacdo do programa trofico, por sua vez, resulta na producao
de fatores estabilizadores criticos para preservar um fenétipo neuronal maduro,
conducao axonal e processos metabdlicos de relevancia para a sinalizacao elétrica e

qguimica. A axotomia das fibras motoras interrompe o suprimento normal de fatores
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troficos transportados retrogradamente do musculo e, assim, libera a repressao
transcricional de genes associados ao crescimento. A capacidade regenerativa é, de
fato, estimulada pela chegada de sinais retrogrados ativadores. Esses sinais positivos
de lesdo sdo produzidos em resposta a citocinas e fatores de crescimento liberados por
células ndo neuronais. A sintese interrompida de fatores de manutencéo tem um efeito
prejudicial sobre os mecanismos que regulam a excitabilidade intrinseca, canal i6nico,
expressao e direcionamento do receptor, expressdao de proteinas envolvidas no
metabolismo de neurotransmissores ou estabilidade de arborizac6es dendriticas e
contatos sindpticos aferentes. A reversdao em direcdo a um fenétipo parcialmente
diferenciado permite que a maquinaria metabodlica concentre sua atividade na sintese
de novos componentes celulares necessarios para reparar a membrana axonal lesada
e promove a regeneracdo axonal (Gonzalez Forero, 2014).

O esmagamento, modelo utilizado na presente proposta, possui como
caracteristica a vantagem de ndo envolver as variaveis introduzidas na lesdo por secgéo
seguida de sutura. De fato, na lesdo por esmagamento controlado h4 manutengéo, ao
menos em parte, da estrutura do nervo, o que facilita a regeneracao, além de nao haver
necessidade de realizar a sutura, que requer treinamento prévio com as técnicas
microcirargicas, além de instrumental e material adequados, em geral de alto custo
(Monte-Raso, 2009).

O comprometimento na transmissdo dos impulsos nervosos é uma das
consequéncias desse tipo de lesdo nervosa, que conduz a diversas alteracbes no
sistema muscular, tais como atrofia muscular, proliferacdo do tecido conjuntivo (TC),
mudancas na excitabilidade muscular e modificacées nas células satélites (Cavalcante,
2012).

De Medinaceli et al., concluiram que uma lesao provocada por esmagamento é
uma modalidade util para o estudo de regeneracdo dos nervos periféricos, pois ela
mimetiza um tipo de axoniotmese, na qual os danos séo suficientes para romper o
axonio, levando a degeneragdo Walleriana distal, mas o prognéstico de recuperagéo
funcional é bom, devido a preservacdo das estruturas de sustentagdo, como a célula
satélite, a membrana basal e o tecido conectivo de suporte (Mazzer, 2006).

O nervo ciatico de ratos (figura 2 e 3) € um modelo confiavel para estudar
diferentes tipos de lesdo e métodos de tratamento e o modelo de lesdo por
esmagamento € um dos mais utilizados uma vez que causa ruptura das fibras nervosas
sem ruptura da maior parte das estruturas de sustentacdo do nervo, o que facilita a

regeneracao subsequente a lesao. (Monte-raso, 2009)
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Figura 2: Demonstracdo esquematica da localizagdo anatémica do nervo ciatico de
ratos, sua origem e ramificacdes. 1: n. pudendo, 2: n. glateo cranial, 3: n. glateo caudal,
4: n. ciatico, 5: n. sural, 6: n. fibular comum, 7: n. cut.sural med., 8: n. gastrocnémicos
lat., 9: n. gastrocnémio med., 10: n. fibular superficial, 11: n. fibular profundo, 12: n. tibial
(adaptado de Hebel e Stromberg, 1986).

Figura 3: Demonstracdo in vivo do nervo ciatico de rata Wistar caracterizando o
segmento proximal (p) e segmento distal (d). (Fonte: Foto adaptada de Suaid et al.,

2016. Aspectos da anatomia macro e microscépica do nervo ciatico em ratos Wistar).

A perda funcional pode ser recuperada se os axbnios lesados crescerem,
alcancarem o coto distal e restabelecerem conexfes funcionais com o alvo muscular
apropriado. Isso representa o principal objetivo dos métodos que visam a auxiliar a
regeneragdo nervosa periférica: assegurar o retorno mais eficaz possivel dos niveis
funcionais existentes anteriormente a lesdo. Atualmente, tem-se dado atencdo ao
desenvolvimento de abordagens néo cirurgicas para auxiliar o retorno funcional apos a
LNP (Possamai, 2012).
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Clinicamente, as lesdes ou doencas do nervo ciatico se manifestam com dor de
intensidade varidvel na regido lombar baixa, com irradiacédo para a regido glatea e para
a regido posterior do membro inferior ipsilateral. AlteracGes de sensibilidade e/ou déficits
motores podem estar associadas (Agnollitto, 2017).

Os nervos periféricos sdo estruturas funcionais responséaveis pela uniao do SNC
com os Orgdos periféricos, constituidas pela unido de fibras nervosas motoras,
sensitivas e autondmicas, envoltas por tecido conjuntivo ou de sustentacdo. Esta
estrutura € capaz de propagar o potencial de acao através da sua extensao, por meio
de um complexo conjunto de canais ibnicos de membrana. A lesdo dos nervos
periféricos pode resultar em comprometimentos motores, sensoriais e autonémicos
incluindo paresias e/ou plegias, hipotrofias, limitagbes da amplitude de movimento
articular (ADM), encurtamentos musculares, retragbes teciduais, dor, edema,
parestesias, areas de hipoestesia e/ou anestesia, limitagdes funcionais além de uma
série de outras complicagbes secundérias. Ao contrario da lesdo do sistema nervoso
central, qguando os axodnios periféricos sdo lesados, ha uma resposta regenerativa
robusta que resulta em bons resultados funcionais com lesbes do nervo distal. No
entanto, as lesdes do nervo proximal resultam em ma recuperagéo, em parte devido a
taxa lenta de regeneracdo e alteragbes cronicas da denervacdo que ocorrem nos
segmentos distais do nervo e no masculo-alvo. As estratégias que aumentam o
crescimento axonal teriam um efeito benéfico na regeneracéo do nervo periférico (Silva,
2010)

A busca por estratégias que possibilitem acelerar esse processo de regeneracao,
tém sido um dos principais objetivos de estudo na area. Neste contexto, muitos modelos
experimentais tém sido utilizados para adquirir conhecimentos sobre a regeneracéo
nervosa e muscular e desenvolver estratégias para promover a recuperacgédo (Rodriguez,
2004).

Dada a importancia do tempo na recuperagao funcional apds uma lesdo nervosa
periférica, diferentes estudos tém sido conduzidos para melhor obter ou acelerar a
recuperacao do nervo periférico lesado, além de se evitar desajustes no cortex cerebral
(Siqueira, 2007).

Atualmente, tem-se dado atencdo ao desenvolvimento de abordagens né&o
cirurgicas para auxiliar o retorno funcional apés a LNP. Essas surgem como métodos
complementares as cirurgias e representam incremento importante para o processo de
reinervacdo (Possamai, 2012).

Ha diversos tratamentos para LNP, porém somente em lesGes do tipo
neurotmese ha necessidade de intervencao cirirgica como neurorrafia (Anders, 2013),

enxertia (Moges, 2011) e a tubulizagdo (Shen, 2013). Outros tratamentos, como
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estimulos fisicos, como o laser em baixa intensidade (LBI) (Mohammed, 2007; Shen,
2011; Moges, 2011; Camara, 2011, Silva-Couto, 2012; Santos, 2011; Hsieh, 2012;
Gomes, 2012; Akgul, 2013; Rochkind, 2013; Shen, 2013; Anders, 2013), eletroterapia e
ultrassom terapéutico para estimular a reinervacdo (Kim, 2013), assim como 0s
biolégicos, como fatores de crescimento e inoculacéo celular (Pan, 2006) e exercicio
fisico (Van Meeteren, 1997; Sobral, 2008).

A terapia de fotobiomodulacdo (TFBM) tem sido investigada por causa de sua
relacdo intima com processos de recuperacdo de tecidos, como danos em nervos
periféricos. Pesquisas cientificas tém demonstrado a aplicacdo de TFBM em tecidos
0sseos e nervos periféricos com bons resultados, esteja ou ndo associado a outros
métodos de apoio na reparacéo de tecidos (Rosso, 2018).

A definicdo atual para fotobiomodulagdo (FBM) € o mecanismo pelo qual a
radiacao Optica ndo ionizante na faixa espectral do visivel e do infravermelho proximo é
absorvida pelos cromoforos enddgenos para eliciar eventos fotofisicos e fotoquimicos
em varias escalas biolégicas, sem provocar danos térmicos; e terapia de
fotobiomodulacdo (TFBM) € uma terapia de fétons baseada na principios da FBM.
Envolve o uso de formas néo ionizantes de luz de fontes, incluindo lasers, diodos
emissores de luz (LEDs) e luz de banda larga, no visivel e no infravermelho proximo
espectro, para causar mudancas fisiolégicas e terapéuticas beneficios. Estes termos e
suas definicdes sdo precisos e especifico (Anders, 2019).

A aplicacdo do LED como recurso terapéutico vem se ampliando na ultima
década. Estudos desenvolvidos pela NASA (National Aero Space Agency) nos Estados
Unidos demonstraram fortes evidéncias de que a eficiéncia dos LEDs em processosde
foto estimulagéo celular é semelhante a dos LASERSs de baixa poténcia — terapia LLLT.
Testes clinicos com aplicacdo de LEDs em cicatrizagdo de Ulceras em seres humanos
jaforam liberados pela FDA (Food Drug Administration) norte americana (Whelan, 2003;
Whelan, 2001).

Foi observado que existem vdarias caracteristicas da TFBM que estédo
relacionadas a reducdo de tempo da reparacao tecidual e sua capacidade de aumentar
a proliferacéo celular. Na reabilitacdo por exemplo, a fisioterapia faz o uso da TFBM
aplicando nas fases pés-operat6ria como auxilio no processo de recuperagédo muscular,
nervosa, articular e outros processos funcionais (Rosso, 2018).

Nos ultimos anos, fontes de luz ndo coerentes, como diodos emissores de luz
(LEDs) tornaram-se comum. As vantagens dos LEDs incluem facilidade de uso
domeéstico, capacidade de irradiar uma grande area de uma s6 vez, possibilidade de

dispositivos vestiveis e custo menor do equipamento (Heiskanen, 2018).
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LEDs séo fontes de luz baseadas no fendbmeno de eletroluminescéncia de
materiais semicondutores. Um potencial elétrico aplicado ao semicondutor causa
separacdo de elétrons na secdo negativa e lacunas na se¢do positiva. Quando os
elétrons e as lacunas se recombinam na secdo intrinseca, a luz € produzida cujo
cumprimento de onda depende da energia dos elétrons (Heiskanen, 2018).

Com a introducédo dos diodos emissores de luz (LED) no mercado, muitos

trabalhos surgiram em importantes bases de dados, demonstrando resultados
promissores desta nova modalidade terapéutica (Yeh, Wu, Cheng, 2010). Resultados
estes que suscitaram interesse para a realizagdo do presente estudo utilizando o LED
como recurso fisico pelas vantagens desta fonte de luz que incluem baixo custo e facil
manipulacdo. Alguns estudos demonstram que a irradiagdo com luz ndo coerente
provou ser mais rentavel e pode ser tao eficiente quanto a irradiacéo laser (Casalechi,
2009; Corazza, 2007).
Alguns estudos demonstram resultados satisfatorios do uso do LED em experimentacao
animal, tais como na cicatrizac¢ao de feridas (Whelan, 2001), modulag&o da dor (Whelan,
2003) e neovascularizacdo (Corazza, 2007), induz uma reducdo significativa na
inflamacédo, um aumento nas fibras musculares imaturas, uma diminuigdo na atividade
de MMP-2 (Metaloproteinases de Matriz tipo 2) e um aumento em fibras de colageno
durante o processo de reparacao apés uma lesdao aguda do musculo (Melo, 2016).
Resultados positivos também sdo encontrados em humanos, tais como no
rejuvenescimento de pele (Lee, 2007; Trelles, 2006), alivio de desordens do sono e
estresse (Glickman, 2006), tratamento de acnes (Papageorgiou, 2000) e mucosites
(Lang-bicudo et al. 2008).

Silva et al. realizou um estudo morfométrico da terapia LED em tendinite de ratos,
as analises histologicas e histomorfométrica revelaram que os animais tratados com
LED apresentaram maior acao pro-inflamatéria quando comparados ao grupo sadio (C)
no tempo experimental de 14 dias. Também demonstraram aumento qualitativo e
quantitativo no numero de fibroblastos aos 7 dias de tratamento, e das fibras coldgenas
aos 14 dias para grupo tratado com LED em relacdo ao grupo sadio (C). Nao foi
percebido 0 mesmo quando se comparou aos grupos tendinite demonstrando assim os
efeitos benéficos do uso da terapia com LED. (Silva, 2011)

Serafim et al. 2012, avaliaram o efeito da fotobiomodulagdo com diodo emissor
de luz (LED) com comprimento de onda de 940 nm na regeneragao nervosa de ratos
utilizando uma dose de 4 J / cm? por dez dias consecutivos a partir do primeiro dia de
pds-operatoério. Os resultados indicam que a FBM utilizando LED com comprimento de

onda de 940 nm aplicada imediatamente apés a lesdo nervosa melhora o processo de
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regeneracdo, reduzindo as areas de edema, o numero de células mononucleares
presentes no infiltrado inflamatério, e induziu um aumento da pontuacéo de recuperacao
funcional em 7, 14 e 21 dias (Serafim, 2012).

Os LEDs em geral possuem um custo reduzido em relagdo aos lasers. Como
regra geral, o custo por mW de poténcia 6ptica € aproximadamente cem vezes menor
para LEDs em comparagdo com lasers. Um dos fatores mais importantes que dificultam
a aceitacdo da FBM na area da saude € o custo-beneficio. Além dos altos precos dos
dispositivos, custos adicionais podem surgir, nesse sentido, a ado¢ao de luzes LED nas
praticas de tratamento utilizando FBM poderia apoiar uma aceitacdo mais ampla pela
comunidade médica (Heiskanen, 2018).

Além disso, véarios LEDs podem ser organizados em matrizes planas,
aumentando a area do feixe significativamente, facilitando o tratamento de grandes
areas do corpo, o que tem sido uma limitagédo dos lasers que normalmente tem pontos
de tamanhos pequenos em sua aplicagéo (Heiskanen, 2018).

Pigatto et al. 2013, utilizaram um modelo de compressdo do nervo ciatico de
ratos para avaliar a evolugéo da dor apoés terapia de LED com comprimento de onda de
890nm com uma poténcia de 390 mW e densidade de energia de 124,8 J/cm2. Os testes
empregados foram: andlise de alodinia; mecéanica estética, alodinia mecéanica dinamica,
alodinia térmica ao frio, hiperalgesia térmica ao calor e nocicepcao espontédnea. O LED
no espectro infravermelho promoveu efeito analgésico em modelos experimentais
submetidos a constricado do nervo ciatico, observado através dos testes de alodinia
mecanica e térmica ao frio, hiperalgesia térmica ao calor e nocicep¢éo espontanea. Os
resultados obtidos com nosso estudo sugerem que esse recurso fisico pode ser utilizado
no tratamento de pacientes com dor neuropatica.

Além da FBM um dos tratamentos mais utilizados para o manejo e reabilitacéo
apos LNP € o exercicio que pode ocorrer de diversas formas de aplicagéo e protocolos.
A regeneragdo axonal é um processo lento, havendo uma janela terapéutica para a
adequacgdo da reinervacdo muscular antes da degeneracdo da placa motora, sendo
importante a utilizagdo de medidas terapéuticas que tenham potencial para acelerar este
processo. A explicacdo para que o exercicio fisico possa de alguma forma acelerar a
regeneragao nervosa baseia-se na proposta de que, durante o periodo de desnervacgéo
0 exercicio tem a capacidade de estimular as terminag8es aferentes dos musculos que
estejam proximos ao local da leséo, estes por sua vez, podem exercer algum estimulo
em neurdnios motores espinais através de conexfes sinapticas que normalmente
permaneceriam silenciosas tendo como resultado o fortalecimento muscular devido a

ativacao, proliferacéo e diferenciacdo de células miogénicas e células satélites, atuando
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na recuperacao das fibras, além de aumentar a ramificacdo terminal dos nervos na
juncdo neuromuscular (Koeber, 2006; Peretti, 2017 ).

O exercicio fisico, por meio de locomoc¢ao voluntaria ou forcada, € uma das
varias estratégias possiveis para aumentar a regeneracao do nervo periférico e melhorar
a reinervacao do alvo (English, 2014; Udina, 2011). Embora o exercicio fisico possa
ajudar na recuperacdo apos lesdo do SNP ou atuar de forma oposta, a visdo de que o
exercicio fisico estimula os principais processos nheurobiolégicos subjacentes a
regeneracao nervosa esta obtendo ampla aceitacéo.

O exercicio fisico resulta em aumento da velocidade de conducdo do impulso
nervoso e recuperacdo sensoério-motora (Van Meeteren, 1997) bem como na
manutencdo das propriedades musculares, auxiliando no trofismo e minimizando a
fraqueza muscular apos a desnervacao, promove a regeneracao axonal e a recuperagao
funcional e pode melhorar a coordenagéo sensorio-motora e a restauracao de circuitos
adequados no nivel espinhal (Udina, 2011), aumenta o alongamento do axdnio
(Sabatier, 2008), promove as propriedades regenerativas das células de Schwann e o
reparo do nervo (Gordon, 2015) e melhora a recuperagédo do musculo funcional apos a
lesdo do nervo (Marqueste, 2004). No entanto, a literatura tem mostrado evidéncias
conflitantes sobre os efeitos benéficos e deletérios do exercicio na regeneracdo nervosa
periférica e reinervagdo muscular.

A indicacdo de exercicios fisicos como abordagem terapéutica apés lesdes
nervosas periféricas, apesar de resultados clinicos favoraveis, ainda néo é consenso na
literatura pertinente. Crescente corpo de evidéncias vem sendo obtido demonstrando os
efeitos do exercicio fisico. Varias formas de exercicio tém sido usadas durante a
reabilitacdo de pacientes com LNP, para auxiliar na manutencdo das propriedades
musculares durante desnervacao ou paralisia e para promover a recuperacao funcional
apés a lesdo ou doencas neurodegenerativas. Entretanto, falta, em todos esses
trabalhos, padronizag&o do protocolo utilizado, e os resultados obtidos sdo estritamente
relacionados, a intensidade de exercicio e ainda ao nimero e duracdo de sessdes
utilizadas (Possamai, 2012).

Guedert et al. 2014, relataram pesquisas utilizando esteira e nado forcado como
meio de promover o exercicio, mostram o beneficio deles na regeneracao nervosa. No
entanto, concluem que se faz necessario uma maior investigacdo acerca dos
parametros até que se possa extrapolar os resultados para o meio clinico.

Estudos com coelhos apés esmagamento do nervo ciatico mostraram que o
exercicio de natacdo auxilia tanto na remocédo da mielina degenerada quanto na sua

sintese durante a regeneracao do nervo (Sarikcioglu, 2001).
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Porém, contrarios a ideia de que o exercicio exerca efeitos positivos durante a
lesdo nervosa, Gutmann e Jakoubek (1963), ao submeterem ratos que possuiam lesdo
por esmagamento do nervo isquiatico ao nado forcado, mostraram retardo na maturacao
sinaptica, concluindo que o exercicio ndo € benéfico nas fases iniciais pés leséo
nervosa. Essa ideia também foi compartilhada por outros pesquisadores tal como Tam
et al. 2001, que evidenciaram que a corrida voluntaria nas rodas de exercicio prejudica
o brotamento de motoneurdnios sendo que 0 aumento da atividade neuromuscular ndo
€ recomendado como reabilitacdo imediatamente apds a lesdo nos estagios iniciais
(Guedert 2014).

Correr na esteira ndo € uma atividade natural para os animais. E, como os
roedores ndo sdo capazes de receber e compreender instrugdes, precisam ser
impelidos a este movimento, o que o caracteriza como obrigatério. Assim, parece existir
um consenso na literatura que, para 0s animais, a corrida na esteira se caracteriza como
um exercicio forcado (Lerman, 2002; Melo, 2009; Garland Jr, 2011).

A capacidade dos animais para corrida na esteira € mensurada através de testes
de esfor¢o progressivos maximos. A progressividade é caracterizada pelo aumento da
intensidade de esfor¢o em intervalos de tempo regulares. Nestes testes a inclinagdoda
esteira permanece constante ao longo deles, portanto, a alteracdo da intensidade do
exercicio ocorre pelo aumento da velocidade de corrida. Devido ao seu carater maximo,
os testes ndo tém uma duragao total pré-definida, pois, o animal deve correr até
interromper o esforco voluntariamente, entendido como fadiga. O momento de fadiga €
definido pela permanéncia do animal sem movimentacdo por cerca de 10 segundos
ininterruptos. (Soares, 2003).

Embora se caracterize como um exercicio forcado para o animal, a corrida na
esteira parece ser ainda, 0 modelo predominante neste tipo de pesquisa (Howlett, 2003;
Foley, 2006). Isso se deve, provavelmente, ao fato de a esteira garantir o controle do
volume e da intensidade da corrida, permitindo estruturacdo e planejamento
intencionais, inerentes ao exercicio fisico realizado pelo ser humano (Powers, 2000).

O sucesso da reinervacado e da recuperacao funcional apos a lesdo do nervo
periférico sdo afetados pela distancia do local da lesdo dos alvos desnervados, que
determina a duracdo do desnervacdo muscular, axonal lento e escalonado alongamento
além do local da lesao, perda de suporte de regeneracédo pelo nervo distal e por células
de Schwann desnervadas, reinervacéo imprecisa dos alvos, atrofia muscular severa e
degeneracao das fibras musculares (Dedkov, 2001; Gordon, 2015).

Diferentes tipos de exercicios, como treinamento resistido com peso (50 a 2509)
preso na cauda dos animais (llha, 2007), exercicio de natacao (20 a 40 min) comcarga

progressiva de até 10% do peso corporal (Coradini, 2015), ciclismo passivo dos
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membros (Udina et al. 2011) e exercicios em esteira (Boeltz, 2013; Bonetti, 2017,
English, 2014) foram testados para tratar lesées do SNP.

Por todas essas razbes, o exercicio tem despertado interesse como forma de
acelerar o crescimento axonal e restaurar a funcdo. No entanto, a literatura tem
mostrado evidéncias conflitantes sobre os efeitos benéficos e deletérios do exercicio na
regeneracdo nervosa periférica e reinervacdo muscular, possivelmente devido a
variacfes no tipo de lesdo nervosa, tipo de exercicio realizado, duracéo e intensidade
do treinamento e quando é iniciada (Armada-da-Silva, 2013; Cobianchi, 2017; Udina
2011).

Os protocolos de exercicios reabilitativos padrdao para LNP precisam ser
definidos adequadamente. A intensidade do exercicio parece ser um parametro critico
para a neuroprotecao e deve ser levada em consideracéo (Cobianchi, 2017).

Outo ponto bastante discutido na literatura € o periodo ideal para o inicio do
exercicio pOs lesdao sendo que o exercicio tem lugar de destaque como método
fisioterapéutico para reabilitacdo apoOs lesdo nervosa periférica, onde é capaz de
determinar no homem e em outros animais, um conjunto de adaptacdes funcionais e
estruturais com objetivo de prevenir atrofia muscular e recuperar a motricidade e a
sensibilidade das areas comprometidas. Porém, a literatura aponta controvérsia sobre
o melhor periodo para realizar a atividade fisica. A maioria dos estudos discute os efeitos
do exercicio fisico na fase de reinervacéo do musculo ou fase tardia (aproximadamente
duas semanas ap0és a lesao nervosa), afirmando que deve haver um periodo de repouso
antes do exercicio, pois a atrofia muscular e subsequente reinervagéo apds compressao
do nervo isquidtico de ratos se torna evidente somente entre 0 14° e o0 21° dia pds-leséao.
Por outro lado, o exercicio realizado na fase de desnervacao ou fase imediata (um a trés
dias apods a lesdo nervosa), acelera o retorno da fun¢éo sensorio-motora na fase inicial
da recuperacao e melhora a recuperagéo funcional em ratos (Sobral, 2008)

A pesquisa conduzida em roedores demonstra que o exercicio de endurance
(capacidade em manter determinada for¢a ou contragdo muscular por longo periodode
tempo) modula varias das respostas celulares e moleculares a lesédo do nervo periférico
e, ao fazer isso, estimula a regeneracdo do nervo e a recuperacao funcional apos a
lesdo experimental do SNP. A corrida em esteira aumenta o numero de neurfénios em
regeneracgao, a taxa de crescimento axonal e a extenséo da reinervagdo muscular apés
lesdo de nervo periférico. Além disso, a corrida em esteira tem a capacidade de
aumentar a liberagéo de neurotrofinas e fatores de crescimento na medulaespinhal, no
nervo lesado e nos musculos reinervados. A corrida em esteira também parece prevenir
o desenvolvimento de dor neuropatica e alodinia (dor provocada por estimulos que

normalmente ndo gerariam dor) sendo causada por altera¢des da especificidade
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sensorial como resultado de danos nos nervos periféricos. Além disso, o exercicio fisico,
mesmo que realizado por um curto periodo, exerce efeitos condicionantes positivos na
capacidade de neurorregeneracdo, melhorando a resposta aguda as agressfes de
nervos periféricos. Alguns desses efeitos também podem ser obtidos com exercicios
passivos ou estimulacdo manual (Armada-da-Silva, 2013).

llha et al. 2007 relataram que o treinamento de resisténcia melhora a
regeneracdo do nervo ciatico ap6s uma lesdo traumatica experimental e que o
treinamento de resisténcia ou a combinacdo de 2 estratégias podem atrasar a
recuperacao funcional e ndo alterar a regeneracdo das fibras do nervo e que em seu
estudo em relacdo a por¢éo distal do nervo ciatico em regeneracdo, o grupo treinado
em endurance mostrou um maior grau de maturagdo da fibra mielinizada do que os
grupos sedentarios, treinados com resisténcia. Além disso, 0 grupo treinado em
endurance apresentou menor porcentagem de area de tecido conjuntivo endo neural e
maior porcentagem de area de fibras mielinizadas do que o grupo sedentario.

Possamai et al. 2010 investigaram os possiveis efeitos provocados pelo exercicio
durante o processo de recuperacdo da fungdo neuromuscular apés a axonotmese do
nervo ciatico de ratos Wistar adultos. Os resultados revelaram que nao houve
interferéncia do exercicio fisico de 30 minutos diarios sobre a regeneracdo nervosa
periférica. Desta forma, acredita-se que a natacdo tenha sido ineficaz na aceleracdo da
recuperacao funcional, talvez em decorréncia da duragdo dos exercicios. Outro ponto
gue provoca discussdes € o tempo adequado do inicio da atividade fisica. Apesar
dessas evidéncias conflitantes, ndo foi encontrada nenhuma alteragdo funcional
significante nem nos animais que foram exercitados desde 24h ap6s a lesdao nem
nagueles com o inicio da atividade duas semanas apés. Em sintese, a literatura oferece
evidéncias conflitantes sobre os efeitos causados pelos varios tipos de tratamento em
uma fase inicial apés a lesdo nervosa periférica. Parece que os 30 minutos diarios
utilizados no protocolo de exercicios ndo foram suficientes para interferir no processo
de regeneracédo, sendo que a evolucéo funcional dos animais tratados acompanhou o
rendimento apresentado pelos animais considerados sedentarios. Adicionalmente, o
protocolo de experimentacdo ndo foi capaz de promover prejuizos diretos sobre a
recuperacdo funcional ou sobre as reacfes celulares envolvidas no processo
regenerativo. Frente a isso, € premente a necessidade de ampliagcdo dos estudos
levando em conta ndo somente a rotina de exercicios, a recuperagdo da deambulacéo
e as reacdes teciduais, mas também outras variaveis que comprovem diretamente 0s
efeitos do exercicio sobre 0os mecanismos regenerativos nervosos periféricos no nivel

molecular.
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A utilizacdo do exercicio de subida em escada pode ser indicada em modelos
experimentais pois ele se assemelha ao aplicado em humanos, ndo havendo ajuda
externa para a realizacdo do exercicio, sendo a escada um aparato acessivel prescrito
para um simples exercicio de forca. Peretti et al. teve como objetivo em sua pesquisa
avaliar histomorfométrica e morfologicamente o musculo tibial anterior de ratos
submetidos a axonotmese e tratados com exercicio. Os pesquisadores observaram que
o protocolo de exercicio promoveu melhora nos aspectos histomorfolégicos, mas néao
reverteu totalmente os efeitos deletérios (Peretti, 2016).

llha et al. 2007 utilizaram o exercicio em ratos sendo que todos os animais
submetidos ao exercicio comecaram as atividades duas semanas ap0s a axonotmese
do nervo ciatico. O grupo de treino de “endurance” apresentou rendimento funcional
normal apds a primeira semana de treino conforme o indice Funcional do Ciatico. Por
outro lado, os grupos de treino para ganho de forca e o de treinamento combinado
apresentaram atraso na recuperagao funcional.

Uma outra forma encontrada de protocolo de exercicio pos LNP por
esmagamento é a realizada em roda motorizada. Possamai et al. 2012 submeteram os
animais de seu estudo a 30 minutos diarios de atividade na roda motorizada com uma
velocidade média de 3,5 km/hora. Nos animais exercitados foi observado que sua
evolugao funcional segue o mesmo padréo apresentado pelos animais sedentarios, mas
nas avaliacdes realizadas nos dias 7, 14 e 21, os indices funcionais dos animais tratados
ficam abaixo dos apresentados pelos grupos controle. O rendimento depende do
namero de axdnios que se regeneram e a sobrevivéncia desses neurbnios, por sua vez,
depende de quédo apropriada é a funcdo que ele realiza: se o musculo ndo trabalha
normalmente, o neurdnio ndo é nutrido suficientemente e morre. O estudo da
reciprocidade funcional entre as células pré e pés-sinaptica da juncdo neuromuscular
(fibra nervosa e fibra muscular, respectivamente) demonstra que a relacdo entre as duas
células é bastante sensivel as alteracdes de atividade que acontecem no alvo neuronal,
isto €, no musculo. O aumento do nimero de contragcdes musculares seletivamente
produzido por estimulagéo elétrica foi positivamente correlacionado com o aumento da
expressao de RNAm para a neurotrofina NT-3. Entretanto, o aumento do nivel da sintese
de NT-3 somente foi observado ao segundo e terceiro dias, 0 que ndo aconteceu no sexto
e no sétimo dia de estimulacdo, sugerindo que os efeitos da despolarizacdo dependem
do estagio do desenvolvimento em que se encontra a placa motora. Baseado nisso,
suspeita-se que o protocolo de exercicio fisico utilizado pudesse ter interferido de forma
negativa na liberagéo de fibra nervosa e na atividade normal da juncéo neuromuscular.
Outros autores também relataram resultados negativos e sugerem que 0 estresse

relacionado a longa duragdo do exercicio e ao uso forcado do segmento
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corporal afetado € a principal influéncia negativa a regeneracdo nervosa. Apesar de o
exercicio ativo nao ter interferido na manutencdo da viabilidade neuronal nos sitios
proximais a lesao, sua continuidade prejudicou a viabilidade dos cotos neurais distais,
provavel causa do atraso na recuperacéo funcional da marcha.

A dor neuropética é uma consequéncia frequente e adversa da lesao traumética
do SNP e é uma das principais causas de incapacidade e ma qualidade de vida nestas
condi¢cdes. Demonstrou-se que o0 exercicio em esteira reduz a alodinia e a hiperalgesia
(Cobianchi, 2010) ou esmagamento do nervo ciatico (Bobinski, 2011). O impacto do
exercicio em esteira no desenvolvimento da alodinia depende do tempo e da duragéo
do protocolo de exercicios. Consequentemente, a corrida em esteira por 1 h/dia do dia
3 ao dia 7 diminui os sinais de alodinia ao longo do todo o tempo de sobrevida e melhora
a recuperacao funcional, ao mesmo tempo que manter o protocolo de exercicios por
mais tempo produz o efeito oposto (Cobianchi, 2010). O efeito antinociceptivo da corrida
em esteira de curta duragdo esta relacionado a microglia e a ativagdo de astrocitos nos
cornos dorsal e ventral da medula espinhal ipsilateral ao nervo ciatico contraido
(Cobianchi, 2010; Armada-da-Silva, 2013).

Pela presente revisdo observamos que a regeneracdo é um mecanismo
complexo cuja eficiéncia depende da ocorréncia e integracdo de varias etapas
dependentes de numerosos sinais celulares e moleculares. Dessa maneira, é facil
entender que apesar de 0 processo de regeneracao ser extremamente eficiente quando
observado em sua totalidade, a deficiéncia de uma etapa implica em prejuizo de todo o
processo, levando a resultados clinicos insatisfatérios. O desafio é trazer, para a
aplicacao clinica, todos os avancos obtidos a partir da compreenséo da regeneracéo,
melhorando as taxas de sucesso apds o tratamento cirlrgico das lesdes traumaticas de
nervos (Martins, 2005).

Nao so a fase, mas também a intensidade parece ser um parametro importante
a ser observado na realizacdo do exercicio. Em todos os estudos, ndo ocorreu um
consenso no que diz respeito ao protocolo de tratamento aplicando a atividade fisica
seja ela qual for a modalidade escolhida.

Em sintese, a aplicacéo de exercicios ativos, com ou sem carga em animais que
sofreram uma LNP interfere no processo de recuperacdo funcional porem existe uma
linha ténue entre o efeito benéfico e maléfico causado pelo exercicio durante esse
processo de recuperacdo que ainda nao foi descoberta, necessitando mais estudos
sobre o tema.

Nosso grupo de pesquisa evidenciou resultados positivos da terapia LED
aplicada em diferentes locais (nervo e muasculo e a associacdo de ambas as regides)

apos LNP por esmagamento do nervo ciatico promovendo uma melhora dos aspectos
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funcionais no que se refere a analise de marcha, sensibilidade mecéanica e massa
muscular, com melhores resultados nos aspectos motores e de massa muscular quando
administrada na area de les@o nervosa em 1 e 2 semanas e melhores resultados no
aspecto sensitivo quando administrado na &area de lesdo muscular em 2 semanas
(Soldera, 2017; Andreo, 2018; Andreo, 2020).

N&o foi encontrado nenhum estudo de associacdo de LNP com tratamento LED
aplicado em diferentes regides associado ao exercicio fisico, diante deste contexto, o
objetivo desse trabalho foi investigar os possiveis efeitos provocados pela
fotobiomodulacdo utilizando LED associados ao exercicio durante o processo de

recuperacao e um possivel estabelecimento de protocolo de atendimento.
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Justificativa

O estabelecimento de forma segura e controlada de protocolos em modelos
experimentais que permitam otimizar o reparo muscular e nervoso apds LNP e o
entendimento dos mecanismos envolvidos contribuird de forma impar para os avancgos
da reabilitacdo nesta area e serd o ponto de partida para que futuros ensaios clinicos
possam ser delineados e conduzidos com maior seguranca. Diante de resultados
prévios de nosso grupo de pesquisa que demonstraram efeitos positivos como o
aumento do limiar algico, aumento na massa muscular e melhora na funcionalidade da
marcha apds LNP, este estudo visa investigar os efeitos terapéuticos (morfologicos e
funcionais) da terapia de fotobiomodulag&o utilizando LED quando aplicado tanto no
tecido muscular quanto nervoso associados ao exercicio, uma vez que ja foi
demonstrado na literatura os efeitos positivos destes recursos em cada aplicagéo

isoladamente, contudo a associa¢ao da aplicagédo ainda néo foi avaliada.
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2. Objetivo

2.1 Geral

Analisar os efeitos da FBM utilizando LED associado ao exercicio sobre o reparo

neuromuscular de ratos Wistar pés lesdo por esmagamento do nervo ciatico.

2.2 Especifico

Avaliar os efeitos da terapia de fotobiomodulagdo utilizando LED aplicados em

deferentes regides (nervo e musculo) associado ao exercicio em ratos Wistar

pés lesdo por esmagamento do nervo isquiatico sobre o tecido muscular noque

se refere a:

v Aspectos morfolégicos do musculo desnervado, incluindo grau de atrofia
muscular.

v Area e organizacéo de colageno

v Avaliar os aspectos funcionais que envolvem marcha através do Iindice
Funcional do Ciatico

v Avaliar a sensibilidade através da Hiperalgesia Mecanica
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3. Materiais e métodos

3.1 Local

O estudo foi realizado no laboratério de pesquisa do curso de Mestrado e
Doutorado em Ciéncias da Reabilitacdo, localizado na Unidade Vergueiro, 3° subsolo,
da Universidade Nove de Julho (UNINOVE).

3.2 Animais

Foram utilizadas 45 ratas da linhagem Wistar, pesando entre 200-250g mantidos
no biotério da Universidade Nove de Julho (UNINOVE). Os animais foram mantidos em
caixas plasticas apropriadas, temperatura ambiente entre 22° - 27°C e luminosidade
controlada com ciclo de 12 horas (claro/escuro), com comida e agua ad libitum.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo CEUA — UNINOVE (n° 1210020919).

3.3 Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos:

e Grupo Controle: os animais ndo foram submetidos a nenhum procedimento
(n=5);

e Grupo Lesao: realizado apenas o esmagamento do NIE dos animais (n=10) sem
nenhum tipo de tratamento;

e Grupo Lesdo+Exercicio: realizado o esmagamento do NIE dos animais e
associado o protocolo exercicio (n=10);

e Grupo Lesdo+LEDn+Exercicio: realizado o esmagamento do NIE dos animais
e estes receberam tratamento com irradiagcdo LED na area correspondente a
lesdo nervosa associando ao protocolo de exercicio (n=10);

e Grupo Les&@o+LEDnm+Exercicio: realizado o esmagamento do NIE dos
animais do grupo e estes receberam tratamento com irradiacdo LED na area
correspondente & lesdo nervosa e no musculo associando o protocolo de

exercicio (n=10);

Os animais foram eutanasiados em 7, 14 dias de pé6s-operatério (cinco animais

por periodo), justificando assim o numero de 10 animais por grupo. A leséo foi realizada
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somente no lado esquerdo, pois o lado direito foi utilizado como controle interno no
indice de massa muscular, inviabilizando a bilateralidade da leséo.

A escolha dos tempos experimentais e local de aplicacdo do LED se deu através
do resultado obtidos anteriormente em outros estudos onde ficou evidenciado um
melhor resultados apds esses dois momentos temporais e especialmente quando foi

usado na regido nervosa associada ou ndo a regido muscular.

Grupos
Experimentais

I I : : :
Lesdo + Lesdo + Lesdo + Exercicio
Controle (n=5) Lesdio (n=10) LEDN+Exercicio JLEDNM: Exercicio (n=10)
,, (n=10) (n=10) _
|

Periodo da andlise: 7, 14 dias de p6s operatério

1
I ] |
; i Hematoxilina e : .
Picrosirius Red S Avaliacado F al
L Colageno \_ Didmetro da
Fibra Muscular

= Indice Funcional do Cidtico

e Hiperalgesia Mecanica

‘ Relagdo
Direta/Esquerda

3.4 Procedimento cirurgico

O procedimento de esmagamento do nervo ciatico (figura 4) foi realizado
conforme descrito por Salgado et al. (2011) e Belchior et al. (2009). ApGs 0s animais
terem sido anestesiados com injeg&o 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 aplicacdo da anestesia foi utilizada 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 decubito lateral direito e
limpos com uma solugéo de clorexidina 2% na face posterior da coxa. Foi realizada uma

incisdo cutanea retilinea paralela ao isquio e o nervo ciatico isolado das demais
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estruturas, sendo realizado o esmagamento utilizando uma pingca hemostatica com trava
(Rhosse Instrumentos e Equipamentos Cirdrgicos, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) 5mm
acima da ramificagdo por meio de uma compressdo com duragdo de 30s cada
exercendo uma presséao de 6.3MPa (Salgado, 2011; Belchior, 2009). Este procedimento
foi realizado pelo mesmo operador em todos os animais. Em seguida foi realizada a
sutura das areas incisadas utilizando-se fio de poliamida (Mononylon 6/0) e os animais
foram mantidos em sala de observacdo em mantas aquecidas.

Nos quatro primeiros dias de pos-operatorio, cloridrato de tramadol (5mg/kg de
peso animal) e dipirona (50mg/kg peso animal) foram administrados por via subcutéanea
de 8/8h para analgesia e uma dose Unica de oxitetracicina dihidratada subcutanea
(0,2mL/kg, Terramicina LA, Pfizer Inc, Guarulhos, SP) foi administrada para profilaxia
de complica¢des secundarias a possiveis infec¢bes (Silva-Couto, 2012).

A |

Figura 4: Demonstracdo do procedimento cirlrgico e procedimento de esmagamento
do nervo ciatico esquerdo.
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3.5 Terapiade Fotobiomodulacdo com LED

A terapia de fotobiomodulagdo utilizando LED foi realizada com base nos
parametros descritos anteriormente por Melo et al. (2016) sendo utilizado um protétipo
de diodo emissor de luz (LED) desenvolvido pelo professor Alessandro Melo Deana da

UNINOVE. Os parametros utilizados estdo descritos no quadro 1.

Local de irradiacao Musculo Nervo
Comprimento de onda | 850 nm 850 nm
Area do feixe 1 cm? 1 cm?
Poténcia média 40 mW 40 mW
Densidade de poténcia | 0,04 W/cm? 0,04 W/cm?
Densidade de energia | 0,4 J/cm? 0,4 l/cm?
Energia por ponto 0,41 0,81
Total de pontos 8 pontos 4 pontos
Tempo por ponto 10s 20s
Tempo total 80s 80s
Energia total 3.2) 3.2)

Quadro 1: Parametros utilizados para o tratamento com LED

Pontos de aplicacao

LEDN

LEDNM

Figura 5: Locais de aplicacdo pontual de LED em diferentes grupos de estudo; “A”
aplicagao no grupo Lesao + LEDn; “B” aplicagao no grupo Lesao + LEDnm.

Para evitar refracéo do feixe do LED foi utilizado para aplicagdo o angulo de 90

graus entre o emissor e a pele do animal tendo contato direto com a pele.
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Nos grupos com irradiacdo LED péds lesé@o o tratamento foi iniciado 2h apos a
realizacdo do procedimento, sendo realizada uma Unica aplicacdo diaria por 5 dias
consecutivos semanalmente em cada grupo experimental respeitando os finais de
semana como descanso, até a finalizacdo do periodo experimental de cada grupo. Foi
utilizada a técnica pontual diretamente sobre a regido da incisdo (nos grupos com
irradiacdo na area correspondente a lesdo nervosa).

Nos grupos que receberam o tratamento também no musculo, a irradiacao foi
realizada diretamente no musculo tibial anterior em 8 pontos (figura 5) (Rochkind, 2013).

3.6 Protocolo de exercicio

Antes de iniciar o experimento, os ratos foram adaptados na esteira, sem
inclinagcéo, durante uma semana, respeitando os finais de semana, iniciando com 10min
no primeiro dia, com aumento didrio de cinco minutos até alcancar 30min, de acordo
com Pilis et al. 1993 e Manchado et al. 2006 (Sobral, 2008). Essa adaptacao permitiu
ao animal se familiarizar ao protocolo de exercicios, reduzindo o estresse, sem promover
adaptacoes fisicas.

Como ndo existe na literatura um padrdo para duracao, frequéncia, nimero de
séries e repeticbes do exercicio, o presente estudo se baseou no teste de esforgco
maximo (TEM) para avaliar a velocidade maxima do exercicio na esteira, garantindo
assim a prescricdo da intensidade do exercicio realizado. O teste de esforco maximo
consistiu na submisséo a um periodo de corrida de aclimatag&o (10m/min durante 5min).

Apos este periodo, os animais foram submetidos ao teste sem inclinagdo, a uma
velocidade de 10m/min, um aumento de 1,2m/min a cada 2 minutos até a exaustédo. A
exaustao foi caracterizada quando os ratos se recusaram a correr. Ao final do teste foi
utilizado no protocolo de exercicio o valor de 65% da velocidade méaxima atingida no
teste de velocidade maxima na esteira. O protocolo de exercicio consistiu em treinos
diarios iniciados apos 24horas de pos-operatério sendo realizado 30min/dia, cinco dias
por semana, com inclinagéo 0%, sendo 0s 2 primeiros minutos de aquecimento correndo
30% do valor maximo atingido no TEM, 26 minutos correndo a 65% do valor maximo
atingido no TEM e 2 minutos finais de recuperacdo novamente a 30% do valor maximo
atingido no TEM (Adaptado de Melo, 2003; Carvalho, 2005; llha, 2007; Possamai, 2010).

Para o treino de exercicio, foi utilizada esteira ergométrica elétrica da Marca
Inbramed, modelo SuperATL adaptada para o treino com ratos contendo raias e controle

digital de velocidade como observado na figura 6.
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Nao foi utilizado nenhum estimulo elétrico, doloroso ou qualquer outro para
induzir o animal a correr na esteira, porém foi criado ao final da raia um ambiente escuro
para estimular o animal a correr em direcdo a esse local realizando como de costume

sendo um instinto animal.

Figura 6: Animais acondicionados para o treino de exercicio em esteira ergométrica
elétrica da Marca Inbramed, modelo SuperATL adaptada para o treino com ratos
contendo raias e controle digital de velocidade.

3.7 Anaédlise funcional da marcha - IFC

A andlise funcional de marcha foi realizada utilizando o indice Funcional Ciatico
(IFC) (De Medicaneli, Freed e Wyatt, 1982), descrito anteriormente por Bain 1989, sendo
obtidas impressoes digitais dos animais pelo método de Lowdon 1988.
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Para este procedimento folhas de papel sulfite foram mergulhadas em solucao
de azul de bromofenol (1%), para depois de secas ficarem na cor laranja. Foram
utilizadas tiras de papel sulfite com 43cmx8,7cm (as dimensdes da passarela). Para
obtencdo das pegadas, as patas foram embebidas em detergente de uso comum,
deixando a cor azul impressa nas tiras de sulfite.

Os animais aprenderam a caminhar na passarela antes do procedimento
cirurgico, o dispositivo foi confeccionado seguindo o método de De Medicaneli et al.
(1982) fechada nas laterais, contendo uma casinhola no final (figura 7).

Figura 7: Vista isométrica e vista superior do modelo da passarela utilizado para o IFC
(desenhado com o SketchUp make, versao 15.3.331, 2015, Trimble Navigation Limited).

As impressdes das patas foram digitalizadas e analisadas os parametros
sugeridos por Bain et al. (1989), conforme figura 3: comprimento da pegada (PL, ou print
legth), abertura total dos dedos (do 1° ao 5° dedo — TS ou total spread of toes), a abertura
dos dedos intermediarios (do 2° ao 4° dedo (IT ou intermediate toes) e a distancia ao pé

oposto (TOF ou to other foot) como observado na figura 8.

Normal

Figura 8: Representacado dos parametros obtidos para calculo do IFC, da esquerda para
a direita estdo representadas as patas do nervo lesionado e normal. Exemplo daimagem
obtida apés o teste.

O IFC foi calculado a partir da férmula:

EPL - ETS - EIT -
IFC = =383 % ( NEL NIS )+ 13,3 x( NIT )- 8,8
) +109,5 x~(
) NP NTS NI
Sendo: L T

E: experimental
N: normal
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TOF: distancia entre as patas

PL: comprimento da pata

TS: distancia entre 0 1° e 0 5° dedo
IT: distancia entre o 2° e 4° dedo
IFC: indice Funcional do Ciatico

Os resultados proximos de zero correspondem a fungdo normal, quanto maior a
negatividade do resultado, maior a disfuncdo, sendo o valor maximo -100 que

representaria a maior disfuncao (Bain et al. 1989).

3.8 Anadlise da hiperalgesia mecéanica - Teste de Von Frey

O teste de von Frey foi realizado para avaliar a hiperalgesia mecanica, 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 (figura 9) para acesso a superficie plantar da pata dos mesmos sendo habituados
por 20min antes da execucado de cada teste e nos trés dias que antecederam a primeira
coleta sendo habituados por uma hora em ambiente sem nenhum tipo de interrupgéo
sonora que puder interferir na realiza¢do do teste agitando os animais.

Para realizacao do teste foi utilizado o analgesimetro digital Insight Ltda (Ribeirdo
Preto/SP, Brasil) com transdutor com capacidade de 0,1-1000g e tempo de reacédo de
1ms. O transdutor de presséo foi conectado a um contador digital de forca que
expressou o resultado da presséo detectada em gramas. O contato do transdutor com
a superficie plantar foi realizado por intermédio de uma ponteira descartavel de
polipropileno de 0,5mm de didmetro acoplada a ponta do transdutor, sendo percutido
por trés vezes na regido plantar da pata traseira esquerda (correspondente a area
acometida) e a média aritmética da resposta de retirada sera obtida a partir dessas trés
medidas.

Figura 9: A- Animais acondicionados para a realizacdo do teste de hiperalgesia
mecanica (Teste de Von Frey) com agitacdo ainda nos momentos iniciais. B-. Animais
acondicionados apds 20min em ambiente sem ruidos e sem agitacdo para realizagéo
do teste. C- Analgesimetro digital Insight Ltda utilizado para realizacéo do teste.
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3.9 Eutanasia

Todos os animais foram eutanasiados com superdose anestésica 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 aplicacdo 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 musculos TA foram removidos e pesados para analise da massa muscular.

3.10 Analise da massa muscular

Apoés a eutanasia dos animais nos diferentes periodos de analise, os musculos
TA direito e esquerdo foram cuidadosamente removidos por meio da resseccao do
tenddo de origem e da insercao 0ssea e limpos conforme descrito anteriormente (SHEN,
2013). Os musculos foram pesados em uma balanca semi-analitica e para cada animal

foi calculada a relagdo de massa muscular usando a seguinte férmula:

r =—
D
Sendo:

R: relacdo de massa muscular
E: massa muscular do membro lesionado
D: massa muscular do membro normal

Conforme descrito por SHEN et al. (2013).

3.11 Avaliacao qualitativa e quantitativa dos aspectos morfol6gicos musculares

As amostras musculares também foram utilizadas para analise morfolégica e
para este procedimento sendo fixadas e mantidas em temperatura ambiente em formol
tamponado a 10% (pH 8,0).

Em seguida, foi realizada a desidratacdo do material por meio de incubac¢des em
solu¢des com concentracédo crescente de alcool etilico (70%, 80%, 90%) num periodo
de 1h cada, passados trés vezes em alcool absoluto e trés vezes em Xilol (Reagen). As
amostras foram incubadas por 12h a 60°C em parafina (paraplast, Sigma, USA) e
incluidas transversalmente com as porg¢des centrais posicionadas mais externamente

no bloco, 3 cortes de 10um de espessura serao realizados no micrétomo (Leica
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RM2125, Nussloch, Alemanha) sendo colocados em laminas de microscopia e mantidos
em estufa a 37°C durante 12 horas.

As laminas foram submetidas as coloracdes histolégicas de hematoxilina e
eosina (HE) e avaliadas por microscopia de luz (microscopio Axioplan 2, Zeiss,
Alemanha).

Para permitir a analise quantitativa destes aspectos foram consideradas 5 areas
por lamina de 5 animais/grupo. Esses campos foram fotografados utilizando um
microscopio de luz convencional (Zeiss Axioplan2, Alemanha) com aumento final de
400X, para permitira a contagem dos aspectos descritos.

A andlise foi realizada através do software Image J (National Institute of Health -
NIH, EUA).

3.12 Analise qualitativa e quantitativa das fibras colagenas

As amostras musculares foram coradas com Picrosirius Red (Sigma, St. Louis,
MO, EUA), seguindo o método descrito anteriormente (Junqueira et al. 1982) e
examinada com auxilio de microscopio de luz polarizada Pol-Interferencial
Photomicroscope (Modelo 61282, Carl Zeiss, Alemanha), a andlise foi realizada com
auxilio do software Image J (National Institute of Health - NIH, EUA), na qual a area
relativa ocupada pelas fibras colagenas foi calculada (em porcentagem) em relacéo a

area total do corte.

3.13 Anaélise estatistica

Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism, verséao 8.00
(GraphPad Software San Diego, California, USA). A distribuicdo de normalidade foi
avaliada pelo teste Komolgorov-Smirnov. Os dados foram expressos em média e desvio
padrdo, sendo submetidos ao teste ANOVA seguido pelo teste de Tukey para
comparacdo entre os grupos. Os niveis de confianca foram ajustados para 95%
(p=<0,05).
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4. Resultados

4.1 Anédlise funcional da marcha

O grupo controle apresentou um IFC dentro do padrdo de normalidade com
resultados mais préximos de zero, enquanto todos os grupos lesionados (Leséo,
Lesdo+LEDn+Exercicio, Lesdo+ LEDnm+Exercicio e Lesao+Exercicio) apresentaram
resultados estatisticamente relevantes quando comparados com o grupo Controle
demonstrando uma piora na funcionalidade (IFC) apds 7 e 14 dias de leséo (Fig. 10).

Com relacao ao IFC foi observado no 7° dia que o grupo Lesdo+LEDn+Exercicio
apresentou resultado estatisticamente relevante com um melhor desempenho quando
comparado ao grupo Lesao+Exercicio.

JA em 14 dias o grupo Lesdo+LEDn+Exercicio apresentou resultado
estatisticamente relevante quando comparado ao grupo Lesao e quando comparado 0s
grupos lesionados e tratados, o grupo Lesdo+LEDn+Exercicio apresentou resultado
estatisticamente relevante com melhor desempenho em relacdo ao grupo
Lesdo+Exercicio. No mesmo periodo, entre o0s grupos irradiados, o grupo
Lesdo+LEDnm+Exercicio apresentou resultado estatisticamente relevante quando

comparado ao grupo Lesdo+LEDn+Exercicio (Fig.10).
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Figura 10: Efeitos do exercicio e da fotobiomodulacdo sobre a funcionalidade apés
lesdo nervosa periférica por esmagamento do nervo ciatico no periodo experimental de
7 dias (A) e 14 dias (B); Em (A) *p<0.05 quando comparado com 0 grupo
Lesdo+Exercicio. Em (B) *p<0.05 quando comparado com o grupo Leséo; **p<0.05
guando comparado com o grupo Lesdo+Exercicio; ***p<0.05 quando comparado com o
grupo Lesdo+LEDn+Exercicio (média e erro padrao — one-way ANOVA/Tukey).
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Conforme demonstrado na figura 11, pode ser observado o esquema de
passarela onde foram coletados os dados para andlise do IFC e a plataforma com animal
desempenhando a marcha para coleta do IFC. Ja na figura 12, pode ser observada uma

vista da descarga evidenciando deformidade no membro lesionado apds coleta do IFC.

Figura 11: Imagem superior com esquema de passarela onde foi coletado o IFC.

Imagem inferior com vista superior da plataforma com animal desempenhando a marcha
para coleta do IFC.
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T 2|

Normal Lesao Descarga podal

Figura 12: Vista da descarga evidenciando deformidade no membro lesionado e
imagem capturada apos coleta do IFC.

4.2 Analise da massa muscular e grau de atrofia

Os animais do grupo Controle apresentaram valores proximos a 1, como
esperado, demonstrando uma similaridade entre as massas musculares dos musculos
tibial anterior esquerdo e direito.

No periodo de 7 dias, o0s grupos Lesdo, Lesao+LEDn+Exercicio,
Lesdo+LEDnm+Exercicio e Lesao+Exercicio demonstraram uma diminuicdo da relagcéo
de massa muscular indicando aumento de atrofia quando comparado ao grupo Controle
sendo que o mesmo ocorreu em 14 dias. Ainda em 7 Dias, ndo ocorreu resultado
estatisticamente relevante entre os grupos lesionados (Fig. 13A).
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Em 14 dias, o grupo Lesdo+LEDn+Exercicio apresentou resultado
estatisticamente relevante quando comparado ao grupo Lesdo e 0 grupo
Lesdo+LEDnm+Exercicio apresentou resultado estatisticamente relevante quando
comparado ao grupo Lesdo+LEDn+Exercicio demonstrando um melhor resultado entre
0s grupos irradiados (Fig. 13B).

Como demonstrado na Figura 14, pode-se observar a macroscopia da atrofia
muscular e caracteristicas do musculo tibial anterior direito (sem les&o) e esquerdo
(lesionado) no periodo de 14 dias.
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Figura 13: Efeitos do exercicio e da fotobiomodulagdo sobre a atrofia muscular apos

lesd@o nervosa periférica por esmagamento do nervo ciatico em no periodo experimental

de 7 dias (A) e 14 dias (B); Em (A) ndo ocorreu resultado estatisticamente relevante

entre 0s grupos lesionados. Em (B) *p<0.05 quando comparado com o grupo Lesao;

**p<0.05 quando comparado com o grupo Lesdo+LEDn+Exercicio (média e erro padrdo
MACROSCOPY - MUSCLE ATROPHY

— one-way ANOVA/Tukey).

NORMAL NORMAL INIURY NORMAL INJURY NORMAL BIURY NORMAL INJURY NORMAL
CONTROL 14 DAYS INJURY 14 DAYS INJURY +LEON+EXERCISE 14 DAYS INJURY +LEDNM«EXERCISE 14 DAYS INJURY+EXERCISE 14 DAYS

Figura 14: Macroscopia do tamanho (atrofia) e caracteristicas do musculo tibial anterior
direito (sem lesao) e esquerdo (lesionado) no periodo de 14 dias.
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4.3 Analise von Frey

Em relacdo a hiperalgesia, no periodo de 7 e 14 dias os grupos Leséao,
Lesdo+LEDn+Exercicio, Lesdo+LEDnm+Exercicio e Lesao+Exercicio demonstraram
uma diminuicdo na nocicep¢ao em relacéo ao grupo Controle (Fig. 15A e 15B),

J4 em 14 dias, os grupos Lesao+LEDn+Exercicio e Lesdo+LEDnm+Exercicio
apresentaram resultado estatisticamente relevante quando comparados ao grupo
Lesdo. Foi demonstrado também que no mesmo periodo 0s grupos
Lesdo+LEDn+Exercicio e Lesdo+LEDnm+Exercicio apresentaram resultado
estatisticamente relevante quando comparados ao grupo Lesédo+Exercicio (Fig. 15B).
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Figura 15: Efeitos do exercicio e da fotobiomodulagéo sobre a hiperalgesia apés leséo
nervosa periférica por esmagamento do nervo ciatico no periodo experimental de 7 dias
(A) e 14 dias (B); Em (A) ndo ocorreu resultado estatisticamente relevante entre os
grupos lesionados. Em (B) *p<0.05 quando comparado com o grupo Lesao; **p<0.05
guando comparado com o grupo Lesao+Exercicio (média e erro padrao — one-way
ANOVA/Tukey).
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4.4 Avaliacdo qualitativa e quantitativa dos aspectos morfolégicos musculares

O grupo Controle apresentou nudcleos periféricos com as fibras musculares
poligonais organizadas por endomisio e perimisio como esperado (Fig. 17A). No periodo
apos 7 dias, os grupos lesionados apresentaram diminuicdo no diametro e area de
seccdo transversa (AST), além do aumento no espaco intersticial (Fig. 17B). O grupo
Lesdo apresentou uma atrofia progressiva (nos periodos de 7 e 14 dias).

Em 7 dias, o grupo Lesao+Exercicio e Lesdo+LEDnm+Exercicio apresentaram
resultado estatisticamente relevante demonstrando menor reducdo da AST quando
comparado com o grupo Lesdao. No mesmo periodo, o grupo Lesao+LEDn+Exercicio
apresentou resultado estatisticamente relevante quando comparado com 0 grupo
Lesdo+Exercicio e o0 grupo Lesdo+LEDnm+Exercicio apresentou resultado
estatisticamente relevante quando comparado com o grupo Lesao+LEDn+Exercicio
demonstrando um melhor resultado entre os grupos irradiados (Fig.16A).

Em 14 dias, os grupos Lesdo+LEDn+Exercicio e Lesdo+LEDnm+Exercicio
apresentaram resultado estatisticamente relevante com aumento no didmetro e na AST
em comparacdo com O grupo Lesdo. No mesmo periodo, 0S grupos
Lesdo+LEDn+Exercicio e Lesdo+LEDnm+Exercicio apresentaram resultado
estatisticamente relevante em comparagcdo com o grupo Lesdo+Exercicio. Ja entre 0s
grupos irradiados o grupo Lesdo+LEDnm+Exercicio apresentou resultado
estatisticamente relevante quando comparado ao grupo Lesdo+LEDn+Exercicio (Fig.
16B).
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Figura 16: Efeitos do exercicio e da fotobiomodulagao sobre o diametro das fibras musculares
apos lesdo nervosa periférica por esmagamento do nervo ciatico no periodo experimental de 7
dias (A) e 14 dias (B); Em (A) *p<0.05 comparado com o grupo Lesdo; **p<0.05 quando
comparado com o grupo Lesdo+Exercicio; ***p<0.05 quando comparado com 0 grupo
Lesdo+LEDn+Exercicio. Em (B) *p<0.05 quando comparado com o grupo Lesédo; **p<0.05
guando comparado com o grupo Lesdo+Exercicio (média e erro padrdo — one-way
ANOVA/Tukey).
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CONTROLE
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LESAO+LEDN+EXERCICIO
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Figura 17: Fotomicrografias dos musculos em cortes transversais corados com
hematoxilina e eosina (400X); (A) Controle; (B) Lesao, (C) Lesao+LEDn+Exercicio, (D)
Lesdo+LEDnm+Exercicio e (E) Lesdo+Exercicio nos devidos tempos experimentais.
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4.5 Andlise qualitativa e quantitativa das fibras colagenas

Os cortes corados com Picrosirius Red exibiram distribuicdo uniforme de
colageno no grupo Controle (Fig. 19).

Em 7 dias, os grupos Lesdo+LEDnm+Exercicio e Lesdo+Exercicio exibiram
melhor organizacdo e distribuicdo de colageno quando comparados ao grupo Lesdo
(Fig. 19).

Em 7 dias, os grupos Lesdo+Exercicio, Lesao+LEDn+Exercicio e
Lesdo+LEDnm+Exercicio apresentaram resultado estatisticamente relevante quando
comparado com o grupo Leséo (Fig. 18A).

Em 14 dias, os grupos Lesao+LEDn+Exercicio, Lesdo+LEDnm+Exercicio e
Lesdo+Exercicio exibiram melhor organizacdo e distribuicdo de colageno quando
comparados ao grupo Lesdo (Fig. 18B e 19). Ainda em 14 dias, 0s grupos
Lesdo+LEDn+Exercicio, Lesdo+LEDnm+Exercicio apresentaram resultado
estatisticamente relevante quando comparado com o grupo Lesao+Exercicio (Fig. 18B
e 19).
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Figura 18: Efeitos do exercicio e da fotobiomodulacdo sobre a média de colageno
guantificada como porcentagem apds lesdo nervosa periférica por esmagamento do
nervo ciatico no periodo experimental de 7 dias (A) e 14 dias (B); Em (A) *p<0.05
comparado com o grupo Lesdo. Em (B) *p<0.05 quando comparado com o grupo Lesao;
**p<0.05 quando comparado com o grupo Lesao+Exercicio (média e erro padrédo — one-
way ANOVA/Tukey).
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Figura 19: Cortes histologicos dos musculos TA corados com Picrosirius Red com luz
polarizada (ampliacdo original, 400) nos determinados grupos e tempos experimentais
Controle; Leséo; Lesdo+LEDn+Exercicio; Lesdo+LEDnm+Exercicio e Lesdo+Exercicio.
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5. Discussao

A busca por estratégias que possibilitem acelerar o processo de regeneracao,
tém sido um dos principais objetivos de estudo na area da reabilitacdo pos LNP. Neste
contexto, muitos modelos experimentais tém sido utilizados para adquirir conhecimentos
sobre a regeneracd@o nervosa e muscular e desenvolver estratégias para promover a
recuperacao de forma mais rapida e mais eficiente no que se refere a funcionalidade
(Rodriguez et al. 2004).

Neste contexto, a FBM ja demonstrou resultados positivos quando utilizado apés
LNP do nervo ciatico no que se refere a recuperagdo funcional e nocicep¢cdo como
demonstrado no estudo de Andreo et al. (2020). Em adicdo, estes autores ainda
descrevem os efeitos positivos da FBM com laser de baixa poténcia (780 nm, 0,04 cm?,
1 W cm™2, 3.2J) no reestabelecimento da arquitetura do tecido muscular (reducéo da
atrofia muscular) e na expressao génica dos receptores de calcineurina, miogenina e
subunidades de receptores de acetilcolina, que estariam relacionados a uma
recuperacdo nervosa e muscular mais efetiva sendo os melhores resultados
encontrados mais evidentes 2 semanas apés a LNP e é indicado a FBM para a area
sobre o nervo lesado e o musculo afetado. Estes resultados estdo em concordancia com
os achados do presente estudo, que objetivou analisar os efeitos da associacdo da FBM
com LED e exercicio, sendo esta Ultima terapéutica muito utilizada na éarea da
reabilitacdo apés LNPs. Os presentes achados evidenciaram efeitos positivos mais
pronunciados no que se refere a reducéo de atrofia, melhora funcional e nocicepg¢édono
grupo experimental que associou a FBM aplicada em regido do nervo associado ao
exercicio em relacdo aos demais grupos que so utilizaram somente o exercicio ou a
FBM na regido do nervo e musculo afetado pela lesao.

Os efeitos positivos da FBM no reparo do tecido muscular esquelético apos
diversos tipos de LNP estdo bem descritos na literatura, no entanto, ha efeitos variados
de acordo com os diferentes parametros de irradiagéo e protocolos de tratamento, como
por exemplo, aumento de funcionalidade (Hsieh et al. 2012), melhora na amplitude de
movimento, atenuacdo da disestesia (Masoumipoor et al. 2014) e modulagdo da
concentracdo de citocinas inflamatérias (Chen et al. 2014), funcionalidade, redugéo da
atrofia muscular e da hiperalgesia (Andreo et al. 2020).

Jang et al. (2015) utilizaram protocolos de exercicios com velocidades proximas
a 17m/min ap6s LNP por esmagamento do nervo ciatico em um estudo sendo o
exercicio realizado a 5m/min durante 20 min durante a primeira semana e a 15m/min

durante 60 min da segunda a quarta semana e observaram aumento significativo da
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recuperacao funcional. Contudo nossos resultados evidenciaram que a melhora
funcional nao foi verificada no grupo submetido somente a exercicio e sim, somente
guando associada a FBM. Um fator que poderia ter influenciado tal resultado seria o
inicio precoce do exercicio apos 24h da LNP, o nimero de sessfes diarias em 5 dias
consecutivos e a intensidade do protocolo de exercicio.

Devido a controvérsia sobre o melhor momento para iniciar o exercicio fisico,
bem como sua influéncia sobre a regeneracao nervosa periférica, Sobral et al. (2008)
avaliaram a influéncia do exercicio fisico em esteira, aplicado nas fases imediata e tardia
da regeneracdo do nervo isquidtico de ratos, apds axoniotmese. Seus resultados
evidenciaram que o protocolo de exercicio em esteira aplicado nas fases imediata e
tardia, ndo influenciou o brotamento axonal, no grau de maturacdo das fibras
regeneradas porem, no 7° e 14° dias PO, os valores refletiram expressiva perda
funcional, enquanto o 21° e o 28° dias diferem do 7° e do 14° dia demonstrando
recuperacao funcional. Desta forma, seus beneficios ao musculo poderiam sustentar
sua aplicabilidade, especialmente no sentido de retardar atrofia, 0 que poderia refletir
diretamente em recuperagdo funcional mais efetiva ap0s a regeneragdo nervosa
dependendo assim do protocolo de exercicio aplicado sendo esse fator determinante
para os resultados obtidos.

Os resultados encontrados podem ser decorrentes dos protocolos escolhidos; no
estudo de Jang et al. (2015) a velocidade foi um pouco menor, enquanto no estudo de
Seo et al. (2006) o tempo diario de exercicio de 60 min foi dividido em duas sessées por
dia. A intensidade do exercicio foi determinada pela duracao do exercicio, inclinacéo e
velocidade (Marqueste et al. 2004). Porém, o treinamento intervalado e o protocolo
continuo, com suas diferentes adaptacoes fisiologicas (Araujo et al. 2015), podem ter
efeitos diferenciais nos resultados.

Seo et al. (2006) também demonstraram os efeitos positivos do exercicio em
esteira apos LNP do nervo ciatico quando realizado durante os 14 dias iniciais apés a
lesdo, sendo verificada a melhora a regeneracdo do nervo ciatico e a recuperacao
funcional (avaliada pelo IFC) realizando como treino na esteira uma corrida de 18 metros
por minuto durante 30min sendo realizado duas vezes ao dia. Seus resultados diferem
do presente estudo podendo ser um dos motivos a intensidade do protocolo de exercicio
aplicada no presente estudo.

O exercicio intervalado de alta intensidade em esteira foi suficiente para
promover o crescimento axonal semelhante ao promovido por 60 minutos em esteira a
10 m/min apds a transecc¢édo do nervo fibular em camundongos (Sabatier et al. 2008).
Assim, é importante considerar as variaveis que determinam a intensidade da

reabilitacao do exercicio em esteira apds lesdo nervosa e analisar qual tipo de protocolo
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€ mais adequado para cada situacdo. Nossos resultados como mostrado anteriormente
ndo evidenciaram melhora funcional avaliada pelo IFC com o protocolo de exercicio
empregado, alguns fatores como tempo de corrida na esteira e inicio precoce apés24h
da LNP podem ter influenciado os resultados encontrados no presente estudo.

Ferreira et al. (2019) avaliaram os efeitos de duas intensidades de exercicio em
esteira nos tecidos nervoso e muscular e na recuperacdo funcional apés lesédo por
esmagamento de nervo em ratos Wistar sendo que o exercicio continuo a 10 m/min
acentuou a regeneracdo nervosa, acelerando a recuperacao funcional e prevenindo a
atrofia muscular em desacordo com os achados do presente estudo em relacdo a
recuperacao funcional porem, Ferreira et al (2019) utilizaram um protocolo de exercicio
gue diferem em intensidade e inicio do protocolo do presente estudo tendo em seu
protocolo inicio 7 dias ap6s a LNP, podendo ser essa a justificativa dos achados
contrarios ao presente estudo. Assim, o protocolo de esteira usado no presente estudo
mostrou ser ineficaz no que diz respeito a recuperacéo funcional quando realizado de
forma isolada obtendo apenas resultados relevantes apenas quando associado a FBM
aplicado a regido do nervo lesionado.

Em nossos resultados ficou claro o papel da FBM sobre a melhora funcional uma
vez que aplicado sobre a regido nervosa associada ou ndo a regido muscular
corroborando esse resultado estd de acordo o estudo de Soldera et al (2017) onde
demonstrou que a FBM utilizando LED p6s LNP aumentou a funcionalidade da marcha
avaliada pelo IFC ap6s 1 e 2 semanas, especialmente quando utilizada na regido
nervosa associada ou ndo a regiao muscular, induzindo um aumento da massa muscular
em relacdo aos animais que nao receberam tratamento no mesmo periodo,
proporcionando também um aumento no limiar algico sendo necessario um estimulo
nociceptivo de maior intensidade para gerar um estimulo doloroso indicando uma melhor
recuperacao pos lesdo. A dor neuropatica € uma consequéncia frequente e adversa pos
trauma. Foi demonstrado que o exercicio em esteira reduz a alodinia e hiperalgesia,
porém, o impacto do exercicio em esteira sobre o desenvolvimento da alodinia depende
do momento e da duragéo do protocolo de exercicios (Cobianchi et al. 2010).

Mecanismos relacionados corrida em esteira e diminuicdo da dor neuropatica
provavelmente envolvem citocinas alteradas e a liberagdo de mediadores pro-
inflamatorios, dentro da medula espinhal (Bobinski et al. 2011), e modulagdo do padréo

espacial e temporal da expresséo de neurotrofinas no SNC e no SNP.
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6. Considerac@es finais

Partindo dessas premissas, podemos concluir que o método mais adequado
para este modelo experimental nestas condi¢des foi 0 método de irradiacdo na regido
nervosa combinada ou ndo, sendo administrado tanto na area de lesdo nervosaquanto
no musculo afetado associados ao exercicio.

O grupo lesionado e tratado apenas com exercicio apresentou bons resultados
quanto a melhora da hiperalgesia e aumento no didmetro das fibras, porém quando
associado ao LED principalmente quando aplicado em regido nervosa demonstra uma
potencializacdo na recuperagdo pés LNP apresentando bons resultados nas demais
avaliacoes.

As andlises funcionais realizadas permitiram concluir que os efeitos funcionais
variam de acordo com o local de irradiagdo, sendo os motores, sensitivos e de massa
muscular potencializados quando administrados combinado ou isoladamente na area de
lesdo nervosa associados ao exercicio.

Nas andlises morfologicas foi possivel verificar que independentemente dolocal
de irradiacdo had uma resposta muscular no sentido de reestabelecer os padrbes
normais, como uma diminuicdo no espaco intersticial e reorganizacao tecidual.

Estudos futuros podem ser realizados com a finalidade de investigar as
alteracdes nas cadeias de miosina musculares e na morfologia da placa motora, além
da expresséao génica e marcadores celulares de CS no nervo ciatico irradiados p6s LNP
associados ao exercicio.

O levantamento dos parametros de irradiacdo é importante para a padronizagédo
de um protocolo com objetivo de evidenciar os efeitos da fotobiomodulacdo utilizando
LED na regeneracao poés LNP, bem como protocolos de exercicio e com isso, investigar

maiores efeitos a respeito.
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7. Conclusao

Com base nos resultados, € possivel concluir que o uso da fotobiomodulagdo
guando aplicada na regido nervosa associada ao exercicio fisico em esteira de inicio
precoce pode contribuir para uma melhora funcional da marcha, reduzir a atrofia

muscular e atuar positivamente na nocicepcao.
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ABSTRACT

Peripheral nerve imjury (PNI) can lead to semsory and/or
motor impairment. As a trestment i

(PBM) has demomstrated pesitive effects in terms of the
maintenance of muscle acivation and trophism. Wistar rats
were divided into five groups: control, injury, mjury +
PBMn (irradiation ever imjured merve), imjury + PEMm
(irrudiation over affected muscle) and injury + PEMom
(irradiation over perve and muscle). The lefl sciafic nerve
was submitted to 2 crushing injury. Treatment was odminis-
tered with low-level haser (750 nm, 0.4 cm®, 1 W am 7,
32 J) over the injured nerve and/or the tibialis anterior mus-
cle. The effects of PBM were favorable on muscle morphol-
ogy and gene expression of calineurin, myogenin and
acetyicholine receptors. PEM led to an scceleration on mus-
cle repair process, and effects were more evident in 2 weeks
after PNL Thus, PBM is indicated for the area over both the
injured nerve and the affected musde.

INTRODUCTION

Penipheral nerve imjury (PNI) can exert a negative mmpact on
quality of life due to the possibibty of semsory andior motor
imparment. About ooe to two percent of patients scen m the
emergency room have thes type of imjury (L.2).

A repair process imitiates after 2 PNI mvolang newrooal
growth, reonervation and functional recovery (31 For an imjury
accompanied by Walleran degeneration, such av crushing mpu-
undergo progressive  detenomtion (4), with the insufBcent
replacement of tissue and degenerative Joss (5).

The major change steruming from a PNI is muscle atrophy,
with an increase in the concentration of calaneurn, whech = 2
protein activated by the increase of the concentmation of calcium.
The activation of calcincunn alters the phenotypec pattern of the
muscle to slow-twitch Bbers (6). There is also a change in myo-
statin concentration, which plays an mhbibitory mwile n muscle
growth. Complete demervation in rats lexds to an imitial increase

Tm-‘-_tw_imﬁqﬂwb
cmwm&n—w

mn the gene expression and profem concentrabon of myostatin in
skeletal muscle: this concentration decreases after 2 weoeks to 2
lower concentration than normad (7). Myostatin miubits the acti-
vation and differentiation of satellite cells into mycblasts and
myoblasts mto myotwbes through the downreguiation of reguls-
tary myogenic factors (RMFs ), soch as MyoD and myogemin (81
Changes occur in the gene expression of RMFs in muscle s
sue after demervation. increasing in the acute peried followed by
3 progressive neduction. Specifically. m the tixsoe of the hbalis
anterior (TA) muscie followmg tmmsection of the scztsc nerve
Wastr mts, the peak inarase in MyoD and MyiS gene expees-
sion occurs after | month and returns © normal 7 mooths fol-
expression of RMFd and myogenin occurs afier 9 days and
retums to noms afler 2 months (9100

RMFs regulate the Efferentnal expression of the genes of mico-
tinic acetyicholine receptor (RACKR ) subunits (1 1) These subunits
are present at high concentrations on the tops of the secondary
folds of the newromuscular junctiom (NMJ) (12) and have two
forms of presentation: the mmmatuze extrajunctxona! form found
embryonic or denervated fibers and the matore junctional form
The subumity in the tmmanre form are 21 (21, 1, 5 and 7. and the
subunits in the mature form are 21 (2), Bl Sand e

After denervation. an mitial morease occurs in the imumature
form. followed by 2 retum to normal duning the repasr process,
with the replacement of the caACER subunsts with 72ACRR
subunits. Speafically in the TA muscle demervated by sciatic
nerve trapsection m Wistar rats, an increase i the gene expres-
sion of the y and ¢ subumits occurs. with 2 peak ot 9 days, fol-
lowed by a progressive decrease in peACRR geme expression
and a progressive increase i the expression of 2-aAChR 9.10)
These changes in nACER affect the stability of the NMJ and
regeneration following denervation (10). A change occurs in the
number and density of egenemtive axons 1 the NMJ, with pro-
gressve degenenation of the axomal sheath of the mtramusculas
nerve, making axonal mfiktraton difficull in muscle fibers and
leading 10 a redaction in the nmmber of motor smits, with 2 con-
sequent decrease im NMJ neceptors (101

Low-level laser therapy (LLLT) bas been shown o be 3
viable nominvasive treatment modality for PNL Photobiomoduls-
tion (PBM) stmmises tssoe repar, amalgesia and reduction of
the milammatory process (13). The photobromodulatory effect
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ABSTRACT

A peripheral nerve injury (PNI) can resull in moter or sen-
sory disorders. Low-level laser therapy (LLLT) has demon-
strated positive resulls as a treatment option for PNL Wistar
rats were divided imto five groups: Control. [Injury,
Injury + LLLTa (merve), Imjury + LLLTm (muscle) and
Injury + LLLTe + m (nerve and muscle irradiation). The
groups were analvzed afler one. two, three and foar weeks.
PNI was achieved by crushing the scatic nerve. Laser treat.
ment (780 am, 3.2 J) was realized over the nerve andlor tib-

Injury + LLLTn demonstrated a reduction afler one week in
comparison with Injury group: the Injury + LLLTa + m

While a peripheral perve injury (PNI) does mot place the hfe of
an affecied mdividual af nxk, it can exert o negative impact on
quality of life dwe W the possibility of incomplete regeneration,
resuling in motor and semsory disorders. Approxmmately, | 2%

*Coropoadng  ashcrs omd  sgecl st ®emed oo (Raged  Agacil:
© 2018 The A 5

,Il‘r Sudry

of the population ireated 2t emergency moms presents thes type
of imury (1.2).

Afler a PNL the repair process begms, which entasls new-
ronal growth, re-mmervatbon and functional mcovery (3. In an
inpry accompanied by Wallenan degenemaion, as occurs in
crush imjuries, the muscles mmervated by the affected fber
undergo progressive  deferioration (4). with  the  insufficient
replacement of the degemerated bssue (5). The omin conse
quences of this type of ijury are muscle atrophy. 2 reduction
in the cosssectional anez of muscle fibers (6) and 2 reduction
m micotinic acetylcholne receptoss of the motor endplate (4.7)
resalting from motor fiber mmpairment. which cn lead © a2
functsonal disorder (7).

As 2 nominvasive treatment modalty for PNL low-devel laser
thermpy (LLLT) has demonstrated positive results doe to its pho-
sue metsbohsm Is mechansm of acbom consists of the
absorptton of hght (photon) by photoreceptors. modulsting cell
reactions and the synthesis of adenosine nphosphate in the mito-
chondria through the acceleration of the clectron transport chain
(89). In expermental models of awootmesis involvimg the
crushmng of nerves. Belchior er o (10), Takhfooladi er af (11),
Barbosa er ol (12). Sousa er al. (13) and Wang e al. (14) found
that LIIT led to improvements in function However, these
researchers caly evaluated the effects of reatment over either the
injured perve or the affected muscle, amd no studies have mvest-

Therefore, this present study Glls 2 gap in the knowledze
regarding the combined effects of LLLT xdmunistered 1o both the
injured merve and the affected muscie. a5 the Reratore s
demonstrated the positive effects of this teatment modality on
each type of tissue separately.

MATERIALS AND METHODS

Seming. The presest saady wis conducted i the mesenrch Libovatosy of
the postgnademe comnes = mhobdimton wiences and diophotomics.
spphad 10 Be health scicaces of Univensy Nove de Julbo (UNINOVE),
Verguewo Unit. locaied @ the city of Sho Paulo, Brwd and seceived
sppeoval Seems the UNINOVE auimed rescarch cthics  commiges
cemficote number- 220161
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Funmctional motor assessment through the sciatic functional index in Wistar rats after peripheral
nerve injury treated with photobiomodulation therapy and exercise.

Soldera CB M, Andreo L ¥, Ribeiro BG ¥, Horliana ACRT '™, Bussadori 5K **! Deana am @
Fernandes KPS!Y, Mesquita-Ferrari RA 4

i1) Universidade Nove de Julho-UNINGVE, Biophotonics Applied to Health
Sciences. (2] Universidade Nove de Jutho-UNINOVE, Rehabilitation
Sciences.

Introduwction: Studies demonstrate that photobiomodulation therapy (PEMT) has been used as
a tool for modulating the peripheral nerve injury (PMI) repair process and can be associsted
with the exercise promoting an increase in neuromuscular transmiszion. Objective: The aim of
the present study was to assess the effects of photobiomodulation with LED therapy (LEDT)
associated with exercize on the functional motor recovering following peripheral nerve injury
in Wistar rats. Methods: 45 Wistar rats were randomly divided into five 5 Control; Imjury;
Injury+LEDN+Exercise (LED over nerve]; Injury+LEDMNM+Exercise (LED over nerve and musde];
Injury+Exercise and were analyzed 7 and 14 days after injury. The LEDT was performed in the
nerve region — LEDM 4 peints, 20s/point, energy density of 0.8 1/cm® and in the musde region -
LEDH & points, 10s/point, energy density of 0.4 J/cm®. The exercise started 24h after the injury,
and it was performed 30 min/day, 5 days a week, without inclination. Functional gait analysis
for all groups was performed using the Sciatic Functional Index (5F1). Results: After 7 days all
injured groups with or without any intervention (LED or exercise) showed worse functional
motor capacity (higher SF1 score) in comparison to the control group. Howewer, the
Injury+LEDN+Exercise group showed a better result {lower SFl scores) when compared to the
Injury+LEDNM+Exercize and Injury+Exercise groups. After 14 days, there was also a worse
motor capacity in all groups of injured grouwps including those who performed LEDT and
exercises in relation to the control group. Furthermore the Injury+LEDN+Exercise group showed
the best result in comparizon to the other injured groups at the same pericd and in comparison
only to the injury group, the Injury+LEDN+Exercise group showed the best result for the motor
assessment. Conclusion: Considering the results it is possible to conclude that in both
experimental periods of 7 and 14 days, the Injury+LEDN+Exercize group showed a better result
presenting a reducticn in 3F score in comparison to the other injured groups inclueding those
who performed LEDT and esxercises but still presenting a smaller motor function when
compared to the control group. In view of the results, it can also be concluded that PEMT using
LED can contribute to a functional improvement when applied to the nervous region associated
with exercise.

Key wiords: Photobiomodulation, LED, Exercise, Peripheral nerve imjurny.

Estudo experimental em animiais (Experimental study in animals)
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ANEXO 5

Aprovagao CEUA

UNINOVE Comissé&o de Etica no
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Universidade Nove de Julho

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada *Efeitos da fotobiomodulacado associado ao exercicio fisico na funcionalidade em ratos Wistar
com Lesdo do Nervo Ciatico por esmagamento", protocolada sob o CEUA n? 1210020919 1 to0172), Sob a responsabilidade de Carla
Bernardo Soldera - que envolve a produgao, manutencdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estad de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisso de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de
Julho (CEUA/UNINOVE) na reunido de 25/09/2019.

We certify that the proposal "Effects of exercise-associated photobiomodulation on functionality of Wistar rats with sciatic nerve
injury by crush “, utilizing 45 Heterogenics rats (45 females), protocol number CEUA 1210020919 1o coo172), under the responsibility
of Carla Bernardo Soldera - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law
11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Nove de Julho University
(CEUA/UNINOVE) in the meeting of 09/25/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 10/2019 a 10/2020 Area: Biofotdnica Aplicada As Ciéncias da Salde
Origem: Biotério - Unidade Vergueiro

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 1 a3 meses N: 45
Linhagem: Wistar Peso: 200a250g

Local do experimento: O estudo sera realizado no laboratdrio de pesquisa do curso de Mestrado e Doutorado em Ciéncias da
Reabilitagdo, localizado na Unidade Vergueiro, 39 subsolo, da Universidade Nove de Julho (UNINOVE).
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