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RESUMO 

 

MANGUEIRA, Melissa de Almeida Melo Maciel. Efeito da Terapia Laser de Baixa 
Intensidade em modelo experimental após lesão do nervo ciático avaliados por meio 
da espectroscopia Raman. 2019. 100f. Dissertação (Mestrado em Ciências Médicas) 

– Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro, 2019. 

 

Lesões de nervos periféricos podem ocasionar diversos comprometimentos, 

principalmente morfofuncionais, e o processo de regeneração desse tecido ocorre 
lentamente. A Terapia Laser de Baixa Intensidade (TLBI) proporciona efeitos anti -
inflamatórios, analgésicos, e, sobretudo, regeneração do tecido nervoso. Objetiva-se 

avaliar alterações biomoleculares, por meio da Espectroscopia Raman (ER), em 
modelo experimental de lesão do nervo ciático após terapia laser de baixa 

intensidade. Foram utilizados 64 ratos da linhagem Wistar, todos submetidos à lesão 
por esmagamento do nervo ciático direito, divididos em quatro grupos de intervenção 
(Controle 1, Controle 2, Laser 660 nm e Laser 808 nm), foram subdivididos em duas 

etapas de tratamento (14 e 21 dias), totalizando oito grupos de oito animais cada. 
Todos os grupos foram avaliados pelo teste de sensibilidade dolorosa e pelo Índice 

Funcional do Ciático (IFC), respectivamente nos períodos: pré-operatório; e no 
primeiro, sétimo, décimo quarto e vigésimo primeiro Dia de Pós-operatório (DPO), 
esse apenas para o grupo 21 dias. Os espectros Raman, foram obtidos em três 

pontos diferentes do nervo, com resolução espectral de 2 cm-1, na faixa espectral de 
1000-4000 cm-1, para identificar as características do tecido avaliado. Todos os 

animais apresentaram déficit sensoriomotor na pata direita após lesão do nervo 
ciático. Na Análise do Componente Principal (PCA) foi observado a composição 
bioquímica do nervo, com evidência de esfingolipídios, fosfolipídios, glicoproteínas. 

Nota-se maior concentração de componentes da bainha de mielina nos grupos 
tratados com TLBI. O IFC evidenciou que todos os grupos submetidos a lesão do 

nervo ciático apresentaram prejuízo da marcha, com melhora a partir do 14º DPO, 
com melhor recuperação para os grupos tratados com laser, principalmente o grupo 
Laser 660 nm. A espectroscopia Raman foi capaz de identificar a mudança na 

composição bioquímica dos diferentes grupos, indicando melhores resultados na 
recuperação após lesão de nervo periférico com TLBI, com aumento de células de 

Schwann e reconstituição da bainha de mielina.  
 
 

Palavras-chave: Nervo periférico. Laser. Espectroscopia Raman. 

 



 

 

ABSTRACT 

 

MANGUEIRA, Melissa de Almeida Melo Maciel. Effect of low intensity laser therapy 
on experimental model after sciatic nerve injury evaluated by Raman spectroscopy. 
2019. 100f. Dissertação (Mestrado em Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências 

Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019. 
 

Peripheral nerve injury can cause various impairment, especially 
morphofunctional, and the regeneration process of this tissue occurs slowly. A low-

level laser therapy (LLLT) provides anti-inflammatory, analgesic and especially nerve 
tissue regeneration effects. The objective of this study was to evaluate biomolecular 
alterations by means of Raman Spectroscopy (RE) in the experimental model of 

sciatic nerve injury after low-level laser therapy. Sixty-four Wistar rats, all submitted 
to right crush injury, were divided into four intervention groups (Control 1, Control 2, 

laser 660 nm and laser 808 nm), subdivided into two stages (14 and 21 days), 
totaling eight groups of eight animals each. All groups underwent a painful sensitivity 
test and the Functional Science Index (IFC), respectively in the periods: preoperative; 

and on the first, seventh, fourteenth and twenty-first postoperative days (POD), this 
only for the 21-day group. Raman spectra were captured at three different points of 

the nerve, with a spectral resolution of 2 cm -1, in the spectral range of 1000-4000 
cm -1, to identify the characteristics of the tissue used. All animals include sensory 
deficit on the right side after sciatic nerve injury. Principal component analysis (PCA) 

was observed in the biochemical composition of the nerve, with evidence of 
sphingolipids, phospholipids, glycoproteins. Higher concentration of myelin sheath 

components is noted in active groups with TLBI. SFI showed that all groups that were 
submitted to sciatic nerve injury had gait impairment, with improvement only after 14 
days, the Laser group 660 nm presenting the best recovery. Raman spectroscopy 

was capable of identify biochemical changes from differents groups, indicating better 
recovery of peripheral nerve injury after LLLT, with proliferation of Schwann cells and 

myelin sheath reconstitution.      
 

 

Keywords: Sciatic nerve. Laser. Raman spectroscopy. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

 Em razão da vulnerabilidade própria dos nervos periféricos, as neuropatias 

periféricas possuem etiopatologia heterogênea com prevalência de causas 

traumáticas, mas podem ser decorrentes de outras causas, tais como: infecções, 

tumores, agentes tóxicos, neuropatias metabólicas e genéticas1,2. A lesão do nervo 

periférico (LNP) geralmente resulta em perda parcial ou total das funções motoras, 

sensoriais e autonômicas, levando à incapacidade funcional e invalidez3, 

caracterizando   alterações morfológicas do axônio e da bainha de mielina, ou de 

ambos4,5. 

 As LNP são classificadas em: a) neuropraxia - lesão leve com perda motora e 

sensitiva, com alteração apenas da bainha de mielina; b) axonotmese - perda de 

continuidade axonal e subsequente degeneração Walleriana do segmento distal, 

caracterizando  variações da função sensitiva, motora e simpática, atrofia e 

arreflexia; c) neurotmese - separação completa do nervo com degeneração 

Walleriana distal à lesão; a regeneração é de forma aleatória por meio das células 

de Schwann com desorganização do axônio6. 

 Após a agressão do neurônio, o coto axonal distal sofre o precesso de 

degeneração Walleriana distal à lesão, que resulta no recrutamento de macrófagos e 

de outras células sanguíneas brancas, que ajudam a eliminar remanescentes de 

proteínas e lipídios da bainha de mielina. As células de Schwann participam na 

regeneração neuronal,  produzindo células-filhas diferenciadas, que irão ajudar na 

limpeza dos dentritos axonais e da mielina e, posteriormente, fornecer vias de 

regeneração dos axônios7. Nessa fase, os cotos dos axônios proximais produzem 

brotos, que se estendem distalmente até seu alvo original8. 

 Muito embora a recuperação funcional após reparo do nervo não seja, em 

muitos casos, satisfastória, tornam-se essenciais o diagnóstico precoce e a 

intervenção terapêutica eficaz9,10. Como o prognóstico e a recuperação funcional 

após LNP dependem da gravidade da lesão, esforços crescentes são dedicados ao 

desenvolvimento de tratamento efetivo das LNPs com finalidade de melhorar a 

regeneração tecidual e a recuperação funcional11,12,13. 

 Estudos da condução nervosa, eletroneuromiografia (ENMG) constitui padrão 

ouro para diagnóstico da LNP, pois permitem estabelecer a localização e estimar 
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gravidade e prognóstico da lesão14,15,16,17. Porém, esses recursos diagnósticos, além 

de serem caros e de difícil acesso, não avaliam a composição química e nem o 

comprometimento neuromotor da marcha. Métodos convencionais como 

manifestações clínicas e exames neurofuncionais também são bem aplicados18,19, 

por exemplo: o Índice Funcional do Ciático (IFC) mostrou-se eficiente na avaliação 

neurofuncional da marcha de ratos20,21 e tem sido aplicado para mensurar resultados 

na recuperação funcional do nervo ciático após terapia com LASER (Light 

Amplification by Stimulated Emission Radiation)22,23. 

 Mais recentemente, são utilizados marcadores biomoleculares identificados 

por meio de espectroscopias, dentre elas a Espectroscopia Raman (ER)24,25. A ER 

constitui um novo método de diagnóstico, como uma técnica analítica adequada 

para a análise de amostras biológicas, o que permite uma informação precisa sobre 

as alterações bioquímicas e biomoleculares associadas às doenças, em vários 

tecidos biológicos de forma não invasiva e não destrutiva23,26,27. Ao incidir o laser 

sobre o tecido biológico, a ER identifica, por meio da vibração molecular 

específica28, a composição bioquímica do nervo, tendo, portanto, grande potencial 

de diagnóstico de alterações químicas e moleculares na avaliação do nervo ciático23. 

Desse modo, a ER é aplicada em cirurgias para prevenir LNP durante excisão de 

tumor, por exemplo, facilitando o reconhecimento do nervo em meio ao tecido29,30. 

 Dentre as várias opções de tratamento, a TLBI promove efeito bioestimulante 

na função nervosa decorrente de um fenômeno fotoquímico que desencadeia uma 

cascata de eventos ao estimular a proteína fotorreceptora. A TLBI estimula 

atividades biológicas de forma segura e não invasiva 31,32,33,34. Mesmo assim, em 

decorrência da diversidade fisiopatológica das LNPs, não existe consenso sobre o 

uso da TLBI e nem protocolos padronizados para sua aplicação10. 

 Na literatura há vários trabalhos analisando os efeitos da TLBI por meio de 

histologia e imuno-histoquímica, mas há poucas pesquisas utilizando a ER como 

meio de análise biomolecular e diagnóstico das LNP. Este estudo propões resolver a 

hipótese de que após uma LNP tratada com a TLBI, em dois diferentes 

comprimentos de ondas, existe diferença em relação a ER. Objetiva-se 

compreender, as alterações bioquímicas presentes na reparação tecidual do nervo 

ciático, por meio da ER e mensurar a recuperação neurofuncional da marcha dos 

ratos, por meio do IFC, após lesão por esmagamento com TLBI de 660 nm e 808 nm 
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(ajustados em potência de energia de 133 J/cm2), nos períodos de 14 e 21 dias de 

tratamento, respectivamente.  



 

 

18 

1 OBJETIVOS 

 

 

1.1 Objetivo geral 

 

 

a) Identificar a composição bioquímicas do nervo ciático, por meio da 

espectroscopia Raman, após lesão por esmagamento e tratamento com 

TLBI com 660 nm e 808 nm. 

 

 

1.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Avaliar lesão por axonotmese causada pela compressão do nervo ciático 

com a pinça Kelly; 

b) Mensurar a recuperação neurofuncional da marcha dos animais por meio 

do Índice Funcional do Ciático (IFC); 

c) Comparar o IFC entre os períodos de avaliação pré e pós-operatórios. 

d) Identificar os principais componentes bioquímicos presentes no nervo 

ciático por meio da espectroscopia Raman; 

e) Comparar as alterações biomoleculares associadas à TLBI por meio da 

análise de componentes principais (PCA); 

f) Correlacionar a composição bioquímica do nervo ciático resultante das 

análises de componentes principais com a recuperação neurofuncional da marcha 

dos animais mensurada pelo IFC. 

g) Avaliar os efeitos terapêuticos da TLBI com comprimento de onda de 660 

nm (vermelho) e de 808 nm (infravermelho).   
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

 

2.1 Neurônios periféricos  

 

 

Os nervos têm a forma de cordão composto por feixes de fibras nervosas, 

geralmente bem vascularizadas, e unem o Sistema Nervoso Central aos órgãos 

periféricos. Podem ser divididos em cranianos (se fazem a ligação com o encéfalo) 

ou espinhais (se fazem a ligação com a medula). As regiões do nervo mais 

dilatadas, compostas principalmente por corpos de neurônios, são denominadas 

gânglios34,36. 

Os neurônios são células excitáveis, que se comunicam entre si ou com 

estruturas efetoras, como células musculares ou secretoras. Carregam uma 

“mensagem” por meio de linguagem elétrica, devido à mudança no potencial de 

membrana, sendo suas excitações motoras ou sensitivas. O neurônio é composto 

por corpo celular (considerado o centro metabólico do neurônio, é composto por 

núcleo e citoplasma), dendritos (prolongamentos curtos responsáveis por receber 

estímulos) e axônio (prolongamento longo e fino que se origina do corpo). As células 

de Schwann, por sua vez, circundam os axônios, formando a bainha de mielina, 

responsável por facilitar e acelerar a transmissão elétrica, funcionando como isolante 

elétrico. A bainha de mielina é composta principalmente por lipídios e proteínas, em 

especial fosfolipídios. Existem espaços relativamente regulares sem essa bainha, 

denominados nódulos de Ranvier, responsáveis por facilitar a condução nervosa 

34,37. 

As fibras nervosas podem ser mielinizadas (como a maioria dos nervos 

periféricos) ou não. Essas fibras são classificadas em tipos A, B e C, 

correspondendo a fibras de grande, médio e pequeno calibre, respectivamente. As 

fibras do tipo A representam grandes nervos mielinizados. O tipo B consiste em 

fibras pré-ganglionares, representantes do sistema nervoso autônomo. O grupo C 

representa fibras não mielinizadas do sistema nervoso autônomo e algumas 

responsáveis por impulsos térmicos e dolorosos34.  

O nervo periférico é basicamente constituído por células perineurais, 

fibroblastos, macrófagos e células de Schwann, estas últimas produzem a bainha de 
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mielina que envolve o neurônio 38. Além dessas células, a fibra nervosa (neurônio 

mais bainha de mielina) possui três camadas de tecido conjuntivo (endoneuro, 

perineuro e epineuro) e matriz extracelular (MEC). O endoneuro (camada mais 

interna) possui fibras de colágeno III orientadas longitudinalmente ao axônio; o 

perineuro (camada média) é constituído de fibras de colágeno I e III com disposição 

concêntrica formando os fascículos; e o epineuro (camada mais externa), composto 

de tecido conjuntivo frouxo e fibras colágenas I39,40. 

 

 

2.2 Lesão do nervo periférico 

 

 

2.1.1 Conceito 

 

 

O sistema nervoso periférico é composto pelos neurônios motores, sensoriais 

e autônomos dos nervos espinhais e cranianos, bem como pelos axônios estendidos 

que atingem o órgãos-alvo41, usualmente provocam alterações na estrutura, no 

metabolismo e na atividade fisiológica do corpo celular neuronal, podendo 

interromper a inervação distal à lesão42. 

 

 

2.1.2 Epidemiologia 

 

 

As lesões traumáticas são importantes causas de deficiência motora, que 

afeta principalmente adultos jovens em idade economicamente ativa, com idade 

menor de 40 anos14,43,44. Estima-se que cerca de 5% dos pacientes 

politraumatizados apresentem concomitantemente LNP e lesão de plexo braquial45. 

Grande parte dos conhecimentos sobre essas lesões têm origem nos estudos 

realizados por médicos nos períodos de guerra, como a segunda guerra mundial46. 

As LNPs têm diferentes fatores causais, como: tração, esmagamento, 

alteração isquêmica, lesão por arma branca e fratura de ossos longos, que levam à 

axoniotmese ou à forma mais grave, neurotmese4; essa última envolve a transecção 
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completa do nervo que resulta na perda da função sensorial e motora no local da 

lesão47. Segundo estudo, as causas mais comuns são acidentes de trânsito, seguido 

por lesão por objetos cortantes48 e violência (como explosões ou ferimento por arma 

de fogo)49. Há também associação entre fraturas de ossos longos com as LNP, 

como a fratura de úmero com lesão de nervo radial50. O tratamento dessas fraturas 

pode levar a outra importante causa de lesão traumática de nervos periféricos: a 

iatrogênia durante procedimentos cirúrgicos. Os principais procedimentos 

relacionados com lesões iatrogênicas são: osteossíntese, osteotomia, artrodese, 

biópsia de linfonodo no triângulo posterior do pescoço e cirurgia para tratamento de 

síndrome do túnel do carpo44,51.  

Estudos realizados em população pediátrica e adolescentes demonstraram 

uma prevalência importante, relacionada ao diagnóstico precoce com a prevenção 

de sequelas motoras a longo prazo52,53, e identificaram como principal causa de 

lesão traumática de nervo periférico a laceração por vidro ou faca52,53,54. Ainda sobre 

essa população, as lesões de nervo ciático anteriormente estavam entre as mais 

comuns devido à técnica incorreta na realização de injeção intramuscular53. 

Entre as causas não traumáticas, encontram-se as infecções virais, afecções 

inflamatórias, exposição a toxinas, distúrbios metabólicos, tumores e algumas 

neuropatias hereditárias55. Os nervos podem ainda sofrer lesões por condições 

físicas extremas, como exposição ao frio, corrente elétrica e radiação56. 

 

 

2.2.1 Quadro clínico e classificação 

 

 

As LNPs trazem prejuízos motores, sensorias e autonômicas, podendo 

apresentar os seguintes sinais e sintomas: diminuição do tônus e trofismo muscular, 

restrição da amplitude de movimento articular, contratura, algia, intumescência, 

parestesia ou hipoestesia, redução da funcionalidade, entre outros15,57. Dentre as 

manifestações clínicas esperadas a curto e longo prazo, a dor é um dos sintomas 

mais limitantes, e diferentes lesões de plexo podem evoluir para dor neuropática; 

outros sintomas são: fraqueza muscular e alterações da sensibilidade distribuída no 

trajeto do nervo36,44. 
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 A gravidade da lesão é variável, e pode ser classificada, de acordo com a 

classificação de Seddon, em 3 categorias6: neuropraxia, axonotmese e neurotmese 

(FIGURA 1). Na neuropraxia, o nervo permanece intacto, mas é incapaz de 

transmitir o impulso nervoso. É considerada a lesão menos grave, pois o tecido 

conectivo e os axônios permanecem intactos, sendo lesionada apenas a bainha de 

mielina. Espera-se total recuperação. Na axonotmese, o axônio é lesionado, levando 

à degeneração Walleriana, mas parte do tecido conectivo permanece íntegro. 

Espera-se total recuperação, entretanto é menos provável. Já na neurotmese, o 

nervo perde sua continuidade anatômica, com perda do tecido conectivo. É a lesão 

mais grave, sendo a recuperação difícil, mesmo com intervenção cirúrgica15,58. 

 

Figura 1 - Ilustração representando o nervo normal e as três categorias da 

classificação de Seddon para lesões de nervos periféricos 

 
Legenda: (a) Neurônio normal mostrando suas camadas preservadas; (b) Lesão por axonotmese, 

com lesão da bainha de mielina e interrupção da condução do impulso nervoso; (c) 
neuropraxia; e, (d) neurotmese

14
. 

 

Outro método de classificação dividiu os traumas de nervo periférico em 5 

categorias – o método de Sunderland59 (FIGURA 2). Trata-se de um método que 

melhor avalia a integridade do tecido conectivo ao redor da lesão, sendo mais útil 

para estimar o prognóstico. No Grau I, ocorre alterações morfológicas da bainha de 

mielina ou desmielinização segmentar, que corresponde à neuropraxia. 

Clinicamente, a lesão está associada à deficiência motora e sensorial, podendo 
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apresentar dor neuropata. O Grau II, III e IV equivalem à axonotmese, com perda da 

continuidade e desmielinização do axônio (Grau II), danos do endoneuro (Grau III), e 

com danos no perineuro (Grau IV), conferindo um distúrbio fascicular. Por fim, o 

Grau V de Sunderland equivale à neurotmese da classificação de Seddon17,46,60. 

Posteriormente, o Grau VI foi proposto por outros autores61, e corresponde à 

presença de diferentes graus de lesão ao longo do mesmo nervo, consistindo em 

uma mistura das outras categorias de lesão2,17. 

 

Figura 2 - Classificação de Sunderland para as lesões nervosas periféricas2 

 

 

 

2.2.2 Processo de lesão e reparação do nervo periférico 

  

 

 Um dano severo no axônio leva à interrupção de sua integridade e 

consequentemente de sua função. Quando ocorre esse dano, há alterações no 

corpo celular, na porção proximal e distal à lesão62. Em um estudo realizado sobre 

as características funcionais e morfológicas do nervo ciático e seu processo de 

degeneração e regeneração, observaram-se que existem duas fases de 
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degeneração: a precoce e a rápida. Depois de 1h de lesão, observa-se perda da 

continuidade dos axônios e da bainha de mielina. Com 3h de lesão, há 

espessamento do coto distal e fagócitos no epineuro; 6h de lesão, edema no local 

do trauma. Já na fase chamada de degeneração rápida, os axônios do coto proximal 

degeneram de maneira retrógrada até chegarem no próximo nódulo de Ranvier, 

perto do local da lesão, criando uma pequena área de degeneração. As fibras distais 

à lesão sofrem degeneração em 1 ou 3 dias após a transecção do nervo, por meio 

de um processo conhecido como degeneração Walleriana8. 

 A degeneração Walleriana é um processo que ocorre quando uma fibra 

nervosa é esmagada ou secionada, no qual a parte do axônio separada do corpo 

celular degenera distalmente à lesão63,64. Essas alterações acontecem pelo aumento 

da pressão de fluido no endoneuro e mudanças nas moléculas que compõem o 

tecido conectivo do nervo65. Macrófagos e células de Schwann fagocitam as fibras 

do coto distal, inicialmente, e o coto proximal produzirá brotos colaterais que irão 

crescer e seguir substâncias tróficas produzidas pelo órgão denervado66. Na fase 

inicial, os macrófagos são ativados para fagocitar os cotos distais dos axônios e da 

bainha de mielina, principalmente devido à ação da liberação de cálcio (Ca²+) e 

sódio (Na+). Concomitantemente, neuropeptídios são liberados pelos axônios 

danificados, induzindo à vasodilatação intraneural que recruta monócitos da 

circulação e, juntamente com as células de Schwann, passam a ajudar na 

eliminação desses restos celulares2.  

 O segmento proximal sinaliza a lesão para o corpo celular por meio de síntese 

proteica, aumentando o volume do nervo. A revascularização acompanha o 

processo de crescimento axonal2,64. Durante os dois primeiros dias, há vazamento 

do fluido presente no nervo com edema e desaparecimento das neurofibrilas do 

segmento distal. Por volta do terceiro ao oitavo dia, ocorre a fagocitose supracitada, 

e, em seguida, as células de Schwann trabalham na tentativa de mielinizar o espaço 

entre os dois segmentos do nervo50. 

 Durante a regeneração, múltiplos fatores trabalham em conjunto, como 

macrófagos, proliferação das células de Schwann, endoneuro e revascularização, 

aumentando a síntese de interleucina-1 e, consequentemente, do Fator de 

Crescimento Nervoso (FCN), auxiliando na remielinização2,67. 

 Para outros autores, primeiro ocorre aumento do volume do corpo celular, em 

seguida há um deslocamento do núcleo para a periferia, depois uma dispersão dos 
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corpúsculos de Nissl, e esses se decompõem em finas massas granulares 

chamadas de Cromatólise, também conhecida como reação retrógrada ou reação 

axonal. Entre o 3º e o 5º dia de lesão, os macrófagos se acumulam no coto distal 

para realizar a remoção dos restos mielínicos em degeneração e, mais tarde, células 

de Schwann se proliferam para também desempenhar o papel de fagocitose62. 

 A proliferação de células de Schwann no coto distal ocorre em 3 dias após a 

agressão axonal. Essa proliferação está associada com a produção de algumas 

substâncias difusas que podem atrair os axônios em crescimento. Mecanismos de 

orientação e regulação do crescimento axonal são conhecidos como Neurotropismo 

ou Quimiotaxia68. Os brotos ou “sprouts” axonais são prolongamentos com extrusão 

inicial da bainha de mielina. Em seguida essas células são estimuladas a 

proliferarem e a dividirem-se, no máximo, em 3 dias após a lesão, alinhando-se 

dentro do tubo de lâmina basal para formar as bandas de Büngner, que mais tarde 

irão fornecer um caminho para as fibras do nervo em regeneração; esses brotos 

caminham dentro das bandas, atingindo os tubos do endoneuro do segmento distal 

e, posteriormente, a fibra muscular38. Oxigênio e nutrientes fornecidos por neovasos 

são necessários para a formação das “bandas de Büngner”, etapa essa que ocorre 

até o décimo quarto dia de lesão. Entre a 2ª e 3ª semana de lesão ocorre a liberação 

de adenosina trifosfato (ATP) e acetilcolina (Ach) pelos axônios, permitindo sua 

autoestimulação. Dois meses após a lesão, a estrutura do nervo é quase normal, 

embora algumas fibras nervosas ainda tenham uma camada fina de mielina2 

(FIGURA 3). 

 Como já relatado anteriormente, a regeneração envolve um mecanismo 

complexo, com vários sinais celulares e moleculares, que inicia após a lesão, e 

continua de forma lenta e muitas vezes incompleta. A resposta do corpo celular 

próximo à lesão, do axônio em regeneração e de sua capacidade para encontrar o 

caminho em um complexo ambiente celular e molecular, dependem das alterações 

que ocorrem no segmento do nervo distal cronicamente desnervado e do órgão 

alvo63. 
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Figura 3 - Representação esquemática da degeneração Walleriana e regeneração 

nervosa2 

 

Legenda: (D0) Lesão do nervo, as células circundantes (células de Schwann e fibroblastos  

endoneuriais) são imediatamente danificadas e morrem por apoptose. (D2) dois dias após a 
lesão, os axônios degeneram, principalmente devido à ação da liberação de Ca2 + e Na + . 
(D5) Cinco dias após a lesão, os neuropeptídeos liberados por axônios danificados, 

induzem o inchaço dos vasos sanguíneos intraneurais. Essa vasodilatação, estimula o 
recrutamento de macrófagos e células de Schwann. (D7) Sete dias após a lesão, os 
macrófagos fagocitam os restos axonais e da bainha de mielina lesionada e liberam o fator 



 

 

27 

de crescimento endotelial vascular, levando à formação de neovasos. (D14) Quatorze dias 

de lesão, ao mesmo tempo, as células Schwann intactas secretam fator de crescimento 
nervoso que estimula a formação de novas células Schwann. O oxigênio e os nutrientes 
fornecidos pelos neovasos são necessários para a formação de "bandas de Büngner" que 

formam um guia físico para o rebrotamento axonal. (D14-21) De quatorze à vinte e um dias 
após à lesão, ocorre a  liberação de adenosina trifosfato (ATP) e acetilcolina (Ach) pelos 
axônios permite sua auto-estimulação. (D60) Dois meses após a lesão, a aparência geral do 

nervo é quase normal, embora algumas fibras nervosas ainda possuam uma fina bainha de 
mielina. 

 

 

2.2.3 Recursos diagnósticos e terapêuticos 

 

  

 O padrão-ouro do diagnóstico de lesão de nervo periférico são a ENMG e os 

estudos da condução nervosa (ECN), que permitem estabelecer a localização, 

estimar gravidade e prognóstico da lesão. A ENMG avalia o potencial de ação da 

unidade motora. A presença de ondas agudas positivas ou de fibrilação indica 

disfunção neurológica aguda e está presente de 10 a 14 dias após a lesão15. Por 

este motivo, a realização precoce do exame pode estar associada a resultados 

falso-negativos. O ECN avalia a velocidade de condução nervosa, o que auxilia no 

diagnóstico de degeneração axonal, devido a processos desmielinizantes14. 

 A ultrassonografia é um exame barato e de fácil acesso, podendo ser utilizada 

para avaliar edema, compressão e integridade do nervo. Outros parâmetros também 

são avaliados, como a vascularização e a área transversal do nervo. A desvantagem 

desse exame é ser operador-dependente15,17. 

 A IRM é útil para avaliação dos tecidos moles ao redor do nervo, bem como 

para presença de processos expansivos que exerçam efeitos compressivos no seu 

trajeto15. O uso de IRM ainda não está completamente estabelecido na literatura. O 

exame evidência a captação de hipersinal na fase aguda da lesão e posterior 

normalização do sinal com o processo de regeneração. Entretanto, são necessários 

mais estudos para comprovar a fase em que a mudança de sinal ocorre e qual o 

tempo decorrido da lesão e a obtenção da imagem16. 

 O tratamento das LNPs consiste em conservador ou cirúrgico. O conservador 

está relacionado ao controle da dor, por meio de analgesia adequada, com utilização 

de anti-inflamatórios não esteroides. Pode-se também lançar mão, no controle da 

dor neuropática, do uso dos antidepressivos tricíclicos, gabapentina, pregabalina, 

inibidores da receptação seletiva da serotonina ou noradrenalina. É importante, 
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também, a prevenção de novas lesões ou continuação de uma lesão em andamento 

(compressiva). Exercícios para melhorar força muscular são úteis para reduzir a 

perda da função motora15. 

 Frequentemente o paciente tem sua capacidade física reduzida devido à 

diminuição da sensibilidade e motricidade, reduzindo também a utilização de uma 

região que ainda possui potencial funcional. Com isso, a técnica de biofeedback 

eletromiográfico, que consiste no uso de um dispositivo que transforma a atividade 

elétrica muscular em recursos audiovisuais, auxiliando no cumprimento de metas 

durante a reabilitação, é empregada. Ainda faltam estudos para estabelecer essa 

técnica no tratamento de pacientes com lesão de nervos periféricos69. 

 O tratamento cirúrgico consiste basicamente em reestabelecer a continuidade 

do nervo49. Pode ser realizada de duas formas: por meio da coaptação de cada 

segmento do nervo ou por meio de enxerto. Os melhores resultados são obtidos 

pela recoaptação sem tensão excessiva na linha de sutura, pois se ocorrer a tensão, 

pode gerar isquemia, com proliferação de tecido conectivo e formação de cicatriz 

que impede a regeneração do axônio70. 

 Em um estudo com 132 pacientes, definiu-se quatro fatores relacionados a 

resultados desfavoráveis após enxerto de nervo mediano: idade superior a 54 anos 

de idade, lesão próxima ao cotovelo, comprimento do enxerto maior que 7cm e 

cirurgia adiada por mais de 23 meses71. Entretanto, segundo outros autores, não há 

relação entre o tempo após a lesão e o desfecho cirúrgico48. O tratamento cirúrgico 

deve ser prontamente instituído nos casos de lesão nervosa por laceração, na qual a 

anastomose possa ser realizada, e na síndrome compartimental aguda, na qual a 

incisão para alívio da pressão no compartimento contribui para diminuir o efeito 

compressivo sobre o nervo15. 

 Em uma técnica promissora, que ainda está em desenvolvimento, utiliza-se 

enxertos de nervo descelularizados. Um artigo de revisão concluiu que essa técnica 

possui resultados semelhantes ao autoenxerto tradicional, mas ainda necessita de 

mais estudos72. Todavia, já existe comercialização de enxertos oriundos da 

engenharia de tecidos, carecendo também de mais evidência científica73. 
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2.2.4 Prognóstico 

 

 

Saber o prognóstico da lesão é essencial para definir o tratamento, seja ele 

conservador ou cirúrgico. Os principais fatores que estimam a evolução da lesão 

são: tipo de lesão (como na classificação de Seddon ou Sunderland), grau de 

desmielinização, extensão da perda de axônio, distância entre a lesão e o músculo e 

o mais importante fator é o tempo entre a lesão e o reparo - quanto maior o tempo, 

pior o processo de reabilitação de lesão74. Após perda da bainha de mielina, as 

células de Schwann tendem a remielinizar as áreas lesionadas. Geralmente, 

pacientes com neuropraxia tem uma boa recuperação em 2 a 3 meses. O grau da 

perda axonal tem um forte impacto no prognóstico, pois lacerações com perda 

mínima têm uma boa capacidade de reinervação. Lacerações nervosas próximas ao 

músculo possuem melhor prognóstico do que aquelas onde o trauma é mais 

distante75. 

A morte neuronal também está relacionada a fatores como idade, raça, 

privação de fator trófico e/ou da síntese dos agentes neurotóxicos causados pela 

desconexão e ações anti-inflamatórias (agentes)76. A causa da lesão é outro fator 

determinante no prognóstico, pois após um reparo de um nervo seccionado é muito 

melhor do que um nervo amplamente destruído por queimaduras, projétil ou 

septicemia63. 

 

 

2.3 Terapia Laser de Baixa Intensidade 

 

 

2.3.1 Conceito 

 

 

O laser é uma amplificação de luz por irradiação eletromagnética não 

cumulativa77. A identificação dada a cada tipo de laser é de acordo com o material 

utilizado dentro da cavidade óptica, na qual este sofrerá o processo de lasing, e seu 

comprimento de onda (λ) é dado em nanômetro (nm). O laser também tem 

dispositivos que podem emitir luz de forma contínua ou pulsada com duração 
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variada, dependendo da área que se pretende atingir78,79. O espectro de luz visível 

para humanos varia de 390 a 700 nm (FIGURA 4). Os comprimentos de onda abaixo 

desse valor representam a luz ultravioleta; valores acima desse espectro 

representam a luz infravermelha e não são detectados pela retina34. A quantidade de 

energia aplicada é chamada de fluência e é traduzida por J/cm²; é importante saber 

que a absorção de luz é diretamente proporcional ao comprimento de onda (λ)78,79. 

 

Figura 4 - Ilustração com a identificação dos diversos comprimento de onda do 
espectro de luz visível80 

 

 

 A fotobiomodulação consiste no uso de energia luminosa, como laser, LED 

(Light Emitting Diode), terapias com ultravioleta (UV) A, UV-B e infravermelho, do 

espectro visível ao infravermelho, para gerar reações fotoquímicas e fotofísicas em 

diferentes tecidos34,81. A TLBI é baseada em um fenômeno da Fotoquímica, 

utilizando um discreto comprimento de onda de luz para desencadear uma cascata 

de eventos ao estimular uma proteína capaz de absorver a energia luminosa, 

conhecida como proteína fotoreceptora32. 

 

 

2.3.2 Interação da terapia fotodinâmica com o tecido biológico 

 

 

Os efeitos benéficos da TLBI estão relacionados à rapidez do processo de 

reparação do tecido, ao aumento da formação do tecido de granulação, à contração 

da ferida, ao processo inflamatório e com efeito analgésico. Em relação aos efeitos 

bioquímicos, está relacionada com a liberação de substâncias endógenas 

(histamina, serotonina, bradicinina) que incitam a síntese de ATP e impedem a 

produção das prostaglandinas, além de favorecerem o funcionamento da bomba de 
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sódio e potássio; a energia que resta é utilizada para corrigir a funcionalidade celular 

e tecidual, de acordo com a genética e a fisiologia do tecido saudável, 

proporcionando uma reparação do tecido mais resistente82. 

Dentro da TLBI existem dois espectros de luz, um visível, geralmente 

vermelho, e outro infravermelho. A absorção dessa radiação visível é feita por um 

sistema biológico que causa uma reação fotoquímica. Já a radiação no espectro 

infravermelho resulta em rotações e vibrações moleculares, assim não causando 

mudanças químicas nas moléculas.  Diante da comprovação que ambas as 

radiações se mostram benéficas e que diferem nas propriedades de interação 

molecular, existem teorias que explicam tais efeitos luz79. 

Estes efeitos são divididos em bioquímicos (capacidade de liberar 

substâncias e modificar reações enzimáticas), bioelétricos (manutenção do potencial 

elétrico das células, pelo aumento de trifosfato de adenosina - ATP e da eficiência 

da bomba de sódio e potássio) e bioenergéticos (normaliza e mantém o aporte 

energético dentro do contingente físico). Estes vão atuar a nível celular a fim de 

promover um aumento no metabolismo, na maturação e no recrutamento de 

fibroblastos, aumentando a reabsorção de fibrina e o tecido de granulação, 

diminuindo as reações químicas dos mediadores inflamatórios. Estes efeitos são 

divididos em curto prazo, segundos ou minutos após a aplicação, e em longo prazo, 

horas ou dias após a aplicação10. 

De acordo com o comprimento de onda do laser, situado na faixa do visível 

a infravermelho, podem ocorrer diferentes eventos celulares. Os efeitos antiálgicos, 

bioestimulantes de trofismo celular, anti-inflamatório e normalizador circulatório 

podem ser esperados nos estágios iniciais, pois inibição do aparecimento de fatores 

quimiotáticos a síntese das prostaglandinas. Entretanto, a interação da luz laser com 

a matéria viva é bastante complexa, porque a energia que é depositada nos tecidos 

pode sofrer absorção, reflexão, difusão e transmissão, podendo ainda esses efeitos 

ser propagada para tecidos vizinhos, que não necessitam de tratamento23. 

 A base molecular que justificaria a efetividade da laserterapia sobre a 

regeneração nervosa ainda não está clara. Mas esse tratamento promove nas 

lesões periféricas uma recuperação funcional significante, aumenta a quantidade de 

tecido conectivo (colágeno), aumenta o número de fibroblasto no local da lesão e o 

de axônios mielinizados acelerando a condução nervosa, acelera a cura, induz uma 
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recuperação mais rápida do trofismo muscular e atua tanto na regeneração quanto 

na prevenção da degeneração das fibras nervosas31,33. 

 

 

2.3.3 Parâmetros terapêuticos associados 

 

 

 Um estudo de revisão realizado sobre o tratamento da fasceíte plantar 

concluiu que a TLBI teve resultados satisfatórios para analgesia a curto prazo, mas 

carece de estudos que avaliem o desfecho a longo prazo83. A fotobiomodulação 

realizada antes do exercício físico resultou em melhora do desempenho de atletas 

de vôlei, na diminuição da fadiga muscular e na redução do aumento esperado de 

lactato sérico84. A TLBI possui ação inibitória direta sobre nociceptores, contribuindo 

para redução da dor aguda e crônica85, além de ajudar na regeneração do tecido ao 

promover maior expressão de fibras colágenas e elásticas durante cicatrização86. 

 A TLBI é utilizada no tratamento de LNP. Em modelos animais com lesão 

incompleta do nervo, a terapia se mostrou útil ao promover efeito protetivo imediato 

que aumenta a função do nervo acometido, reduz a formação de cicatriz no local da 

lesão, acelera o crescimento do axônio e a remielinização. A recuperação é mais 

rápida nos animais submetidos a TLBI do que no grupo controle87,88. Nas lesões 

completas, após anastomose dos segmentos do nervo ciático previamente 

seccionados em modelos animais, o uso da TLBI no pós-operatório aumenta o 

processo regenerativo89. O mecanismo de ação é baseado na absorção da luz pelas 

proteínas fotorreceptores, alterando a síntese de ATP na mitocôndria por meio da 

aceleração da cadeia transportadora de elétrons, modulando reações celulares e 

melhorando a função90,91,92,93,94,95,96,97,98,99. 

 Estudos experimentais realizados em ratos evidenciaram que, após 

axonotmese, a recuperação funcional do membro acometido ocorre em 12 dias100. A 

recuperação funcional dos nervos periféricos foi observada tanto com o espectro 

vermelho como com o infravermelho.  Um estudo que analisou o IFC após 

axonotmese por esmagamento observou melhora de índice com aplicação de TLBI 

(660 nm; 26,3 mW; 7,6 J) durante 20 dias consecutivos após cirurgia101. Entretanto, 

outro estudo encontrou melhora somente nos primeiros 14 dias de pós-operatório, 

com aplicação de TLBI (660 nm; 30 mW; 0,6 J) durante 20 dias99. Takhtfooladi 
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encontrou melhora tanto com 14 quanto com 21 dias de terapia (685 nm; 15 mW; 3 

J) após cirurgia22. Pesquisas que utilizaram o espectro infravermelho (830 nm; 40 

mW; 2,77 J e 808 nm; 170 mW) também evidenciaram melhora na 

funcionalidade4,102, além do alívio da dor crônica utilizando laser 830 nm; 30 mW103. 

 

 

2.3.4 Indicações terapêuticas do laser 

 

 

 A TLBI é utilizada principalmente em lesões osteomusculares, alívio da dor e 

cicatrização de feridas, e hoje discute-se também sua ação imunomoduladora, ao 

reduzir a concentração de citocinas pró-inflamatórias34,90. 

 Após extensa revisão de literatura, a recomendação para pacientes jovens e 

saudáveis é: fonte de luz como laser e/ou LED; dose de 20 a 60 J em pequenos 

grupos musculares, como bíceps braquial ou tríceps sural; 60 a 300 J em grandes 

grupos musculares, como quadríceps ou isquiotibiais; potência de 50 a 200 mW por 

diodo (sonda única) ou 10 a 35 mW por diodo em grupos de sondas, sendo que a 

potência total do aparelho não pode causar efeitos térmicos; comprimento de onda 

640 nm (vermelho) a 950 nm (infravermelho); modo pulsátil ou contínuo; duração da 

irradiação mínima de 30 segundos por sítio com contato direto entre a sonda e a 

pele, com discreta pressão81. 

 

 

2.4 Espectroscopia Raman (ER) 

 

 

 O efeito Raman foi descrito inicialmente na década de 1920 por 

Chandrashekhara Venkata Raman, um físico indiano, após descobrir o fenômeno de 

dispersão inelástica da luz ao iluminar um líquido de benzeno com uma lâmpada de 

mercúrio, conferindo o prêmio Nobel de Física de 1930 ao pesquisador. Este 

fenômeno justificaria a mudança no comprimento de onda em uma pequena parte de 

radiação dispersa pelas moléculas, com frequência diferente do feixe incidente104,105. 

A ER analisa a vibração das moléculas após utilização da luz dispersa para estimar 

a composição química da molécula, estrutura, simetria, ligação e ambiente 
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eletrônico28,106. É utilizado em estudos na medicina (como na avaliação de 

processos ateroscleróticos ou em estudos para diagnóstico de neoplasias), biologia, 

química, arqueologia, estudo forense, mineração, metais e outros condutores, 

indústria farmacêutica, entre outros105, 107,108,109. 

 

 

2.4.1 Princípios básicos da ER 

 

 

 A irradiação de uma molécula por uma luz monocromática resulta em 

dispersão elástica e inelástica. Na dispersão elástica, não há mudança na frequência 

da emissão de fótons, no comprimento de onda ou em sua frequência. Na dispersão 

inelástica, a vibração molecular ganha ou perde energia105,110. 

 Ao incidir uma onda eletromagnética, como a luz, sob a superfície de um meio 

(orgânico ou inorgânico), ela pode ser espalhada ou absorvida. Quando absorvida, 

uma parte da radiação é absorvida na forma de calor e a outra é retransmitida na 

forma de luz espalhada. A maior fração da luz espalhada tem a mesma frequência 

da luz incidente, conhecida como espalhamento elástico ou Rayleigh, e a menor 

fração remanescente possui frequências diferentes da luz incidente, conhecida como 

espalhamento inelástico ou efeito Raman. No efeito Raman, quando a frequência da 

luz espalhada é menor do que a frequência da luz incidente (fótons de menor 

energia) chamamos de Stokes; e quando é maior (fóton de maior energia) 

chamamos de anti-Stokes26,111,112, conforme demonstrado no Diagrama de Jablonski 

(FIGURA 5). 
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Figura 5 - Esquema de níveis de energia26 

 

Legenda: Esquema de níveis de energia mostrando em (a) as linhas do espalhamento elástico 
(Rayleigh); em (b) e (c) o espalhamento inelástico ou efeito Raman (Stokes e anti -Stokes). 

Eo = nível eletrônico no estado fundamental; hν0 = energia vibracional; hvm = nível 
vibracional molecular. 

 

 Esse fenômeno pode ocorrer de três formas distintas: a) a luz pode interagir 

com a molécula resultando em uma troca de energia igual a zero (hv0 = 0), 

frequência  

da luz incidente igual a da luz dispersa (dispersão de Rayleigh); b) a molécula ganha 

energia vibracional do fóton, fazendo com que a frequência da luz dispersa seja 

menor que a da luz incidente (hv0 - hvm), efeito chamado de dispersão Raman 

Stokes; c) a energia resultante é da vibração molecular (hvm), ou seja, o fóton 

ganhou energia vibracional da molécula, fazendo com que a frequência da luz 

dispersa seja maior  do que a da luz incidente (hv0 + hvm), efeito conhecido como 

dispersão Raman anti-Stokes105,107,113. 

 A ER é composta por uma fonte de luz, filtro, monocromador, suporte da 

amostra e detector. Basicamente, diz-se que uma molécula é ativa ao Raman 

quando ocorre mudança na polaridade e simetria durante a vibração. Grupos 

funcionais como ligação entre Carbonos (-C=C-), Nitrogênios (-N=N-) e dissulfitos (-

S=S-) possuem grande mudança na sua polarização, resultando em forte sinal na 

análise Raman105,107,114. 
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2.4.2 Vantagens e desvantagens da ER 

 

 

 As principais vantagens da ER são: a sua simples operação, o fornecimento 

de informação espectral e de multicomponentes, o poder de não destrutivo, a sua 

sensibilidade na detecção de componentes mínimos do tecido, a boa resolução 

espacial e classificação detalhada da composição do tecido. O laser Raman possui 

resolução estimada inferior a 1μm e tempo de leitura de segundos a minutos, 

dependendo da peça analisada. Pode ser utilizado para substâncias sólidas, líquidas 

ou gasosas e, como praticamente não há uma preparação especial para a amostra, 

também na análise de substâncias voláteis. Como desvantagem, pode-se citar que é 

inadequado na avaliação de tecidos que emitam muita fluorescência, requer análise 

complexa de dados e a possibilidade de o calor do laser influenciar sua 

avaliação105,108,115. 

 

 

2.4.3 Aplicações da ER em nervos periféricos 

 

 

 A ER é utilizada também em cirurgias para prevenir LNP durante excisão de 

tumor, por exemplo, facilitando o reconhecimento do nervo em meio ao tecido29,30. 

Este método é capaz de diferenciar a estrutura molecular de nervos mielinizados dos 

não mielinizados. Nos nervos dotados de bainha de mielina, a faixa de vibração de 

CH2 (2,850 e 2,885 cm-1) foi maior que a faixa de vibração de CH3 (2,932 cm-1). A 

primeira representa principalmente conteúdo lipídico, enquanto o CH3 representa o 

grupo metil, encontrado principalmente nas proteínas. A bainha de mielina é 

composta principalmente por esfingomielina, cerebrofosfolipídio e 

fosfatidiletanolamina.  Conclui-se que nervos mielinizados são representados na 

análise Raman pela composição lipídica da bainha de mielina. Nos nervos não 

mielinizados, ocorre o contrário. A faixa de vibração maior é composta por CH3, 

indicando uma contribuição importante das proteínas presentes nos axônios e 

células gliais. Importante contribuição também nos nervos não mielinizados ocorreu 

na faixa de 1,589 cm-1, atribuída a guanina e adenina presentes nas moléculas de 

DNA (ácido desoxirribonucleico) e RNA (ácido ribonucleico) dessas células30. Outro 



 

 

37 

estudo identificou a faixa de 2895 cm−1 como pertencendo à quase totalidade das 

fibras nervosas mielinizadas, representando a molécula de CH2 assimétrica, 

enquanto que a faixa de 2931cm-1 foi identificada nas amostras de nervos 

periféricos, tecido conectivo e músculo esquelético, representando a molécula CH3 

simétrica29. 

 Os principais conteúdos dos tecidos adjacentes aos nervos periféricos são o 

tecido adiposo, músculo esquelético, vasos sanguíneos e tecido conectivo fibroso. 

Um estudo analisou os tecidos adjacentes dos nervos femoral, vago e plexo celíaco, 

concluindo que a faixa Raman foi semelhante entre essas amostras. A ER do tecido 

adiposo evidenciou faixa de vibração principalmente entre 1,074, 1,080, 1,126, 

1,260, 1,297, 1,441, 1,665, 1,764, 2,855, 2,899 e 2,936 cm-1, sendo semelhante ao 

nervo mielinizado, com a faixa de CH2 com maior intensidade de vibração que a 

faixa CH3. As principais diferenças encontradas entre o tecido adiposo e o nervo 

mielinizado foi a faixa de 1,665 cm-1 do conteúdo proteico da bainha de mielina e o 

pico de CH2 assimétrico que ocorreu no tecido adiposo30. 

 As principais faixas encontradas no tecido conectivo foram 1,006, 1,034, 

1,247, 1,454, 1,662, 2,887 e 2,947 cm-1, consistindo principalmente de colágeno tipo 

I. Os vasos sanguíneos e músculo esquelético evidenciaram faixas entre 1,006, 

1,128, 1,311, 1,450, 1,589, 1,664, 2,883 e 2,935 cm-1, sendo semelhantes. A faixa 

de vibração de CH2 dos nervos periféricos, mielinizados ou não, foi mais intensa que 

a encontrada nos tecidos adjacentes30. 

 A maioria dos tumores cerebrais são gliomas, diagnosticados por exames de 

imagens (tomografia, ressonância e eletroencefalograma), e para sua excisão 

cirúrgica o desafio maior é identificar com precisão a área tumoral para não deixar 

parte do tumor e nem retirar tecido nervoso circunvizinho29. Neste contexto, 

pesquisa in vivo com camundongos, a ER diagnosticou tumores cerebrais 

metastáticos. Associada a microscopia de força atômica, a ER foi capaz de 

identificar alterações bioquímicas e mecânicas específicas de tecido tumoral 

cerebral, constituindo-se em ferramenta potencial preditiva de câncer178. 

 A espectroscopia Raman (ER) é uma feramente de diagnóstico cada vez mais 

aplicada na área da saúde. A interação molecular vibracional, decorrente da perda 

ou do ganho de energia dos fótons incidentes em uma amostra biológica, identificam 

a composição molecular com precisão e, desta forma, contribuem para diagnosticar 

doenças nos diversos sistemas orgânicos30. No sistema nervoso, por exemplo, a ER 
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mostrou-se eficiente na identificação dos principais componentes biomoleculares do 

nervos periféricos e potencial biomarcador de células cancerígenas de tumor 

cerebral, assim como, na prevenção de lesão do nervo periférico, durante excisão 

cirúrgica de tumor, facilitando o reconhecimento do nervo em meio aos demais 

tecidos29.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Aspectos éticos 

 

 

 Pesquisa experimental realizada no Laboratório de Cirurgia Experimental do 

Maranhão (LACEMA), da Universidade Federal do Maranhão (UFMA), em 

conformidade com as premissas do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) e com a devida aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/UFMA), parecer nº 23115.005396/2016-65 (ANEXO A). 

 

 

3.2 Animais e desenho experimental 

 

 

3.2.1 Amostra 

 

 

 O cálculo amostral dos animais da pesquisa foi realizado no software 

G*Power 3.1 for mac, por meio de análise de poder, com duas extremidades e 

tamanho do efeito |ρ| de 0,5, probabilidade de erro de 0,05 e poder de 0,95 (1-β 

probabilidade de erro). A partir destas informações, o sistema calculou um total de 

60 animais116,117. Foram utilizados então 64 ratos da linhagem Wistar, fêmeas, com 

sete semanas de vida, retiradas do biotério central da UFMA. Todos os 

procedimentos cirúrgicos e terapêuticos previstos na pesquisa foram realizados no 

LACEMA/UFMA do Hospital Universitário/UFMA, local onde os ratos permaneceram 

acomodados durante todo o experimento em gaiolas, com quatro animais em cada, 

com ração comercial e água ad libitum, em salas climatizadas com temperatura 

controlada (22-23°) e com ciclos de luz de 12 horas. Com o objetivo de se 

adaptarem às condições ambientais e alimentares, os animais foram alimentados e 

treinados por um período de sete dias antes do início do experimento. 
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3.2.2 Definição dos grupos 

 

 

 Os animais foram separados aleatoriamente (FIGURA 6), de acordo com o 

tempo do experimento, em duas etapas: de 14 dias de tratamento (CONT1_14; 

CONT2_14; L660_14 e L808_14) e de 21 dias tratamento (CONT1_21; CONT2_21; 

L660_21 e L808_21), sendo cada etapa composta de quatro grupos, como descrito 

abaixo: 

a) Grupos controles sem lesão (CONT1_14 e CONT1_21) : oito animais 

em cada grupo; todos os animais foram submetidos ao processo cirúrgico de 

dissecação e exposição do nervo ciático, porém não houve lesão por esmagamento 

do nervo. Foi simulada a TLBI (aparelho laser desligado), com a mesma forma de 

aplicação e tempo da irradiação dos grupos tratados com laser. 

b) Grupos controles com lesão (CONT2_14 e CONT2_21)  - oito animais 

em cada grupo; todos os animais foram submetidos ao processo cirúrgico de 

dissecação, exposição do nervo ciático e lesão do nervo ciático por esmagamento. 

Foi simulada a TLBI (aparelho laser desligado), com a mesma forma de aplicação e 

tempo da irradiação dos grupos tratados com laser. 

c) Grupos laser de 660 nm (L660_14 e L660_21)  – oito animais em cada 

grupo; todos os animais foram submetidos ao processo cirúrgico de dissecação, 

exposição do nervo ciático e lesão do nervo ciático por esmagamento. Foi aplicada a 

TLBI diariamente com laser de 660 nm por 14 e 21 dias, respectivamente. 

d) Grupos laser de 808 nm (L808_14 e L808_21) – oito animais em cada 

grupo; todos os animais foram submetidos ao processo cirúrgico de dissecação, 

exposição do nervo ciático e lesão do nervo ciático por esmagamento. Foi aplicada a 

TLBI diariamente com laser de 808 nm por 14 e 21 dias, respectivamente. 
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Figura 6 - Esquema de composição e definição dos grupos da pesquisa 

 

 

 

3.2.3 Procedimentos cirúrgicos 

 

 

 Todos os animais foram submetidos ao procedimento cirúrgico para 

exposição do nervo ciático, mas apenas os grupos controles “CONT1_14” e 

“CONT1_21” não sofreram lesão no nervo. Os animais foram anestesiados com 

agulha de injeção subcutânea (25 x 5 mm), pela via intraperitoneal (IP) e de acordo 

com o protocolo modificado Instituto de Ciências Biomédicas/Universidade de São 

Paulo (ICB/USP)118. Foram aplicados a associação de quetamina 10% (90 mg/Kg) 

com xilazina 2% (10 mg/kg) na dose de 0,1 ml/ 100 g de peso corporal por via IP. A 

contenção do animal realizou-se pelo dorso e a anestesia foi injetada na cavidade 

peritoneal, entre os órgãos abdominais, na metade posterior do abdome. A indução 

anestésica foi confirmada por meio do reflexo da cauda e da córnea, bem como por 

mudanças nas frequências cardíacas e respiratórias. Em seguida, foi realizada 

- Cirurgia de dissecção, exposição e lesão por 
compressão do nervo ciático

- Terapia laser simulada (diariamente)

 64 Ratos Wistar
(7 semanas | 200 g)

14 dias de tratamento
(n = 32)

- IFC: 24 h antes da cirurgia e 

nos 1o, 7o e 14o DPO;

- Teste de sensibilidade

- IFC: 24 h antes da cirurgia e 

nos 1o, 7o, 14o e 21o DPO;

- Teste de sensibilidade

21 dias de tratamento
(n = 32)

CONT1_14
(n = 8)

- Cirurgia de dissecção e exposição do nervo ciático 
mas sem promover lesão do nervo

- Terapia laser simulada (diariamente)

CONT1_21
(n = 8)

CONT2_14
(n = 8)

- Cirurgia de dissecção, exposição e lesão por 

compressão do nervo ciático

- Terapia laser (diariamente)

CONT2_21
(n = 8)

L660_14
(n = 8)

L660_21
(n = 8)

L808_21
(n = 8)

L808_14
(n = 8)
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epilação da face póstero-lateral da coxa direita e o animal foi posicionado em 

decúbito ventral na mesa cirúrgica, sendo realizada a antissepsia adequada do 

campo operatório. Utilizando um campo fenestrado estéril, o nervo ciático foi 

identificado e exposto, através de incisão de pele na face posterior da pata traseira à 

direita (0,5 cm atrás da diáfise femoral e 1 cm acima do joelho) e difusão da 

musculatura posterior (ísquiotibiais) da pata direita. Na sequência, foi aplicada, com 

pinça hemostática Kelly reta modelo 16 cm, uma força compressiva de 6 N119 por 30 

segundos para esmagamento do nervo, causando axonotmese (FIGURA 7). O nervo 

ciático foi lesado a 1 cm acima do joelho. Após todos os procedimentos cirúrgicos, a 

ferida operatória foi suturada e o animal recolocado na gaiola em repouso, com água 

contendo analgésico ad libitum. 

 

Figura 7 - Processo cirúrgico de lesão do nervo ciático 

 

Legenda: Foi dividido em três etapas: (a) seta mostra o nervo íntegro; (b) compressão com a pinça 

Kelly de 6 N por 30 s; e (c) seta indica a lesão por axonotmese vista no nervo após a 
compressão. 

 

 

3.3 Testes de sensibilidade exterioceptiva dolorosa (SED) 

 

 

 O teste de sensibilidade exterioceptiva foi utilizado para determinar a 

sensibilidade dolorosa entre os grupos. Em cada animal avaliou-se o limiar de 

retirada da pata traseira ao estímulo mecânico de compressão com a pinça Adson 

dente de rato entre os pododáctilos, nas avaliações pré e pós-operatória. As 

respostas ao estímulo álgico foram classificadas em quatro tipos diferentes: a) 

anestesia – quando não houve nenhuma reação à dor; b) hipoestesia grave – 

pequenos movimentos de retirada da pata; c) hipoestesia moderada – movimentos 

(a) (b) (c)
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de retirada da pata lentificados e, d) normoestesia – retirada brusca da pata em 

reação ao estímulo álgico. 

 

 

3.4 Análise funcional da marcha 

 

 

 Para análise funcional da marcha utilizou-se o cálculo do IFC, método 

quantitativo da condição funcional do nervo ciático por meio da análise das 

impressões das pegadas das patas traseiras dos animais sobre a superfície de 

apoio21. Os animais foram treinados a caminharem em uma passarela de vidro de 43 

cm de comprimento por 8 cm de largura com um espelho posicionado abaixo da 

passarela com 45o de inclinação. As medidas do IFC foram feitas no grupo de 14 e 

21 dias, no pré-operatório (24h antes da lesão) e nos respectivos dias pós-operatório 

(DPO): primeiro (1o DPO), sétimo (7o DPO), décimo quarto (14o DPO) e vigésimo 

primeiro (21o DPO). As imagens das pegadas foram capturadas por um celular na 

horizontal em vista anterior e posicionado perpendicular ao espelho. Nas impressões 

digitais captadas das patas traseiras (FIGURA 8), foram mensurados: a) o 

comprimento da pegada (distância longitudinal entre a ponta do 3o pododáctilo e o 

calcanhar); b) a abertura total dos dedos (distância transversal entre o 1o e o 5o 

pododáctilos); e c) a abertura dos dedos intermediários (distância transversal entre o 

2o e o 4o pododáctilos). Como o IFC é um índice negativo, utilizou-se a fórmula 

modificada de Bain21:  

𝑰𝑭𝑪 = {[(−𝟑𝟖,𝟑 × (
𝑬𝑷𝑳−𝑵𝑷𝑳

𝑵𝑷𝑳
)] + [(𝟏𝟎𝟗,𝟓 × (

𝑬𝑻𝑺−𝑵𝑻𝑺

𝑵𝑻𝑺
)] + [(𝟏𝟑,𝟑 × (

𝑬𝑰𝑻−𝑵𝑰𝑻

𝑵𝑰𝑻
)] − 𝟖, 𝟖]}  

 

 Na fórmula modificada de Bain, os parâmetros medidos nas impressões tanto 

das patas normais (N) como das operadas (E) eram o comprimento da pegada (PL, 

de print length, ou distância longitudinal entre a ponta do dedo mais longo e o 

calcanhar), a abertura total dos dedos (TS, de toe spread, ou distância transversal 

entre o primeiro e o quinto dedos) e a abertura dos dedos intermediários (IT, 

de intermediate toes, ou distância transversal entre o segundo e o quarto dedos).  

 Classifica-se como marcha normal ou sem alteração, o IFC igual ou próximo 

de zero; e o IFC comprometido total ou com ausência da marcha, valores próximos 



 

 

44 

ou igual a -100; ou seja, valores de IFC entre zero e -100 mostraram graus variados 

de comprometimento da marcha, sendo que quanto mais distante de zero, maior é o 

prejuízo biomecânico da marcha. 

 

Figura 8 - Ilustração de padronização referencial das medidas do IFC21 na impressão 
digital das patas traseiras dos ratos na superfície de apoio da passarela 

de vidro 

 

 

 

3.5 Terapia laser de baixa intensidade (TLBI) 

 

 

 A TLBI foi aplicada diariamente, começando no primeiro dia de pós-

operatório, em modo contínuo. Utilizou-se um equipamento laser modelo TF Premier 

Plus (MMO Optics, São Carlos, SP, Brasil), com dois aplicadores lasers, sendo um 

no infravermelho (808 nm ± 10 nm de GaAlAs e potência de 150 mW) e outro no 

vermelho (660 nm ± 10 nm de InGaAlP e potência de 100 mW). Ambos os lasers 

foram ajustados com a mesma potência (100 mW) para irradiar densidade de 

energia de 133 J.cm-2, com feixe de saída de 0,03 cm2. O segmento do nervo foi 

irradiado em três pontos distantes um centímetro entre si, por 30 segundos cada, 

totalizando energia de 12 J (4 J em cada ponto). A TLBI foi aplicada de forma 

pontual e em contato direto com a pata posterior direita (área da lesão cirúrgica), 

EIT

NIT

EPL

NPL

ETS

NTS

Direita

Esquerda
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perpendicular à superfície. O animal foi contido manualmente no dorso pela 

pesquisadora durante a aplicação do laser (FIGURA 9). 

 

Figura 9 - Ilustração mostrando a aplicação da TLBI. Animal contido manualmente e 

aplicador laser perpendicular à superfície a ser tratada 

 

 

 

 

3.6 Eutanásia 

 

 

 A eutanásia ocorreu no último dia de cada etapa da pesquisa, em ambiente 

silencioso, realizado por equipe treinada, de forma individual e isolada dos demais 

animais. Os animais foram anestesiados para remoção da pata traseira direita com a 

coluna vertebral do animal, com o animal ainda anestesiado, foi aplicada uma 

subdose de 0,2 ml/ 100 g da associação de quetamina 10% (90 mg/kg) com xilazina 

2% (10 mg/kg) intraperitoneal. A confirmação da morte do animal se deu pela 

observação dos sinais de apnéia, assistolia, palidez das mucosas e ausência de 

reflexo corneal. As carcaças foram colocadas em saco plástico branco, devidamente 

identificado e congelado em freezer até serem entregues para posterior incineração 

pela empresa de coleta seletiva de resíduos biológicos da unidade. 

 

 

3.7 Espectroscopia Raman 

 

 

 Foi utilizado um espectrômetro (Dimension P1, Lambda Solutions, Inc., MA, 

EUA) com uma probe Raman para excitação da amostra e coleta dos espectros 
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Raman. A pata traseira dos ratos foi posicionada em suporte de modo a permitir a 

irradiação Raman perpendicular ao segmento do nervo ciático lesado em cinco 

pontos distintos, distantes 1 cm entre eles (FIGURA 10). Utilizou-se aparelho de 

espectroscopia do Laboratório Vibracional da Universidade Anhembi Morumbi, 

campus de São José dos Campos/SP. O sinal coletado foi com resolução espectral 

de cerca de 2 cm-1, potência na ponta da probe Raman de 250 mW e faixa espectral 

de 800-1800 cm-1, onde características bioquímicas mais relevantes do tecido 

nervoso foram identificada25,120. O tempo de exposição para cada coleta foi de 3 

segundos com 10 espectros acumulados. Os dados, foram inicialmente 

armazenados e analisados em um computador notebook com o software 

RamanSoft, versão 1.7 (Lambda Solutions, Inc., MA, EUA). 

 Após coleta e armazenamento, os espectros Raman foram processados no 

software Matlab (v. 2007, The Mathworks Inc., Natick, MA, EUA), de onde foi 

removida a fluorescência de fundo e subtraído o polinômio de ordem 7ª com a rotina 

MultiPolygon121. Após identificação dos principais componentes químicos presentes 

no nervo ciático, os espectros foram submetidos a análise de componentes 

principais (PCA) para identificar as diferenças bioquímicas presentes entre os 

grupos pesquisados (CONT1 e CONT2 com os grupos L660 e L808). A média dos 

espectros Raman de todos os grupos foram plotados e os parâmetros espectrais 

relacionados ao tecido nervoso e alterações moleculares induzidas pelo laser, 

extraídas do conjunto de dados usando PCA. Aplicou-se estatística analítica aos 

dados filtrados. 
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Figura 10 - Ilustração do processo de coleta dos espectros Raman 

 

Legenda: O espectrômetro Raman (a) conectado com a probe Raman (b); A fibra óptica (1) irradia 
com laser a amostra (4) no suporte (c); o espalhamento Raman é capturado por (a) por 

meio da fibra óptica (2). O espectro resultante é enviado ao computado pelo USB (3). A 
imagem ampliada da amostra (e) destacando os cinco pontos de irradiação do Raman (5).  

 

 

3.8 Análise estatística 

 

 

 Os dados coletados das impressões digitais nas pegadas dos ratos, por meio 

do IFC, foram processados e analisados por meio do software SPSS (IBM SPSS 

Statistics for Mac, version 25, Armonk, NY, 2017) e os espectros Raman obtidos nos 

nervos ciáticos estudados foram processados e analisados em planilhas do Excel 

(Microsoft Excel for Mac version 15.26, 2016), no Matlab (The Mathworks Inc., 

Natick, MA, EUA, 2007) e no SPSS. Além do tratamento estatístico descritivo 
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(frequências, médias e desvios padrão), foram aplicados os testes de Kolmogorov-

Smirnov e de Levine para verificar, respectivamente, a distribuição de normalidade e 

a homogenidade dos dados. Nos dados com distribuição normal, foram realizadas 

inferências com os testes de análise de variância - ANOVA one-way (comparou as 

médias entre dois ou mais grupos); o pós-teste de Tukey-Kramer (identificou os 

grupos que com diferenças quando havia significância estatística na ANOVA); e o 

Coeficiente de correlação de Pearson (avaliou o grau de associação entre duas 

variáveis). Para os dados sem distribuição normal, foram aplicados os testes: 

Kruskal-Wallis (comparou médias entre dois ou mais grupos); o pós-teste de Dunn's 

(identificou quais grupos foram diferentes quando havia significância estatística no 

teste de Kruskal-Wallis); e, o Coeficiente de Sperman's (avaliou o grau de 

associação entre duas variáveis). Como hipótese de nulidade foi adotado p < 0,05. 

 Os espectros Raman das amostras foram pré-processados para remoção da 

fluorescência de fundo e subtraído o polinômio de ordem 7ª com a rotina 

MultiPolygon121 na plataforma do Matlab, filtragem do ruído de alta frequência 

(“smoothing”) e normalização pela banda Raman mais intensa, caso necessário. Foi 

aplicada análise de componentes principais (PCA) no processamento dos espectros 

Raman para reconhecimento de padrões e análise discriminante, de modo a 

identificar características e diferenças bioquímicas entre os grupos pesquisados. 

Foram extraídos os componentes principais até que que não apresentasse mais 

relevância biomolecular para o estudo do nervo ciático, ou seja, predominância de 

ruídos nos espectros.  
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4 RESULTADOS 

 

 

 A compressão do nervo ciático com a pinça Kelly foi suficiente para causar 

lesão na bainha de mielina do tipo axonotmese, conforme classificação de Sendon; 

para avaliar o déficit sensitivo foi utilizado a avaliação da SED. Antes dos 

procedimentos cirúrgicos de lesão do nervo, todos os 64 animais pesquisados 

tiveram a SED preservada (normoestesia). Nos 1o, 7o, 14o e 21o DPO, os grupos 

controles sem lesão (CONT1_14 e CONT1_21) não apresentaram alteração da 

SED, mesmo tendo sido submetidos à cirurgia de exposição do nervo. A maioria 

(93,7%) dos animais submetidos à lesão do nervo (CONT2_14, CONT2_21, 

L660_14, L660_21, L808_14 e L808_21), nas primeiras 24 horas após a cirurgia (1o 

DPO), apresentou SED ausente (anestesia), e os demais (6,3%) tiveram apenas 

discretos esboços de movimentos de retirada da pata (hipoestesia grave). No 7o 

DPO, a SED foi classificada como hipoestesia moderada e, a partir do 14o DPO, 

observou-se recuperação total da SED (normoestesia). 

 O IFC, no período pré-operatório, não teve diferenças estatísticas entre os 

grupos tratados por 14 dias (ANOVA, p < 0,938) e nem por 21 dias (ANOVA, p < 

0,101), mostrando que havia homogeneidade entre os grupos pesquisados. Além 

disso, a motricidade neurofuncional da marcha manteve-se preservada (IFC próximo 

de zero) nesse período inicial. De modo geral, o IFC foi semelhante tanto nos grupos 

tratados por 14 dias (FIGURA 11, A) como nos tratados por 21 dias (FIGURA 11, B). 

 No 1o DPO, os grupos CONT1_14 e CONT1_21 apresentaram discreto 

comprometimento da marcha associado ao stress do procedimento cirúrgico e à 

reação inflamatória decorrente da exposição cirúrgica do nervo, bem como diferença 

estatística significante (ANOVA, p < 0,001; Tukey, p < 0,001) em relação aos demais 

grupos que apresentaram grave comprometimento da marcha. Já os grupos lesados 

apresentaram severo comprometimento da marcha nas primeiras 24 horas pós-

cirurgia. A partir do 7o DPO, o IFC retornou aos valores iniciais (Pré-Operatório) de 

normalidade nos grupos controles sem lesão, sugerindo recuperação funcional da 

marcha. Enquanto os grupos com lesão apresentaram diferença significativa 

(ANOVA, P < 0,001; Tukey, p < 0,001) e discreta melhora (FIGURA 11, A) ou 

mesmo piora da marcha (FIGURA 11, B) no 7o DPO. 
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Figura 11 - Avaliação da marcha dos animais, por meio do IFC, nos grupos tratados 

por 14 dias (A) e 21 dias (B), com mensurações antes e depois da lesão 
por compressão do nervo ciático 

 

 

Legenda: As letras minúsculas (acima da barra de desvio padrão) identificam os grupos com 

diferenças estatísticas significantes entre si após testes ANOVA e Turkey. 

 

 Somente a partir do 14o DPO observou-se redução do IFC com consequente 

recuperação da marcha entre os animais tratados com laser (L660 e L808), sendo 

mais evidente (ANOVA, P < 0,001; Tukey, p < 0,001) nos grupos L660_14 (FIGURA 
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11, A) e L660_21 (FIGURA 11, B). O CONT1 (14 e 21 dias de tratamento) manteve 

a recuperação da marcha e as diferenças estatísticas com os demais grupos. Já os 

grupos CONT2_14 e CONT2_21 (lesados e sem tratamento) não apresentaram 

melhora da marcha. No 21o DPO (FIGURA 11, B), o IFC mostrou recuperação 

funcional da marcha ainda melhor, porém não retornando aos valores normais 

iniciais. Na comparação entre os tratados com laser, os grupos tratados com laser 

660 nm (L660_14 e L660_21) apresentaram melhores resultados de IFC (ANOVA, p 

< 0,001; Tukey, p < 0,001) do que os tratados com laser 808 nm (L808_14 e 

L808_21), mostrando-se ser mais eficaz na reabilitação da funcionalidade da 

marcha. 

 A evolução da recuperação da motricidade neurofuncional da marcha ficou 

mais evidente quando se analisou as impressões das patas na superfície de vidro da 

passarela (FIGURA 12). No pré-operatório, todos os grupos mostraram pegadas dos 

animais bem definidas, pododáctilo abertos e distantes entre si e apoio total na 

superfície. Os grupos não lesionados (CONT1) tiveram, apenas no 1o DPO, discreta 

dificuldade na fase de apoio da marcha, com os pododáctilos mais próximos, como 

consequência do procedimento cirúrgico de exposição do nervo. Nos demais dias, o 

CONT1 reestabeleceu a marcha plenamente. Já os grupos com lesão do nervo e 

sem tratamento com laser (CONT2) mostraram evolução lenta e discreta 

recuperação da marcha, sendo totalmente sem contato com a superfície no 1o e 7o 

DPO, discreto apoio da pata no 14o DPO e somente no 21o DPO houve melhor 

capacidade de deambulação com apoio parcial, embora os pododáctilos ainda 

estivessem bastante retraídos. Os demais grupos (lesão do nervo e tratados com 

TLBI) tiveram severo comprometimento da marcha no 1o DPO, totalmente sem apoio 

da pata na superfície, apoio ainda parcial e deambulação com dificuldade no 7o DPO 

e reestabeleceu a biomecânica normal da marcha a partir do 14o DPO, sendo o 21o 

DPO o melhor resultado. 
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Figura 12 - Impressão digital, sobre a superfície da passarela de vidro, comparando 

a posição dos artelhos (destaque dos pontos amarelos) entre os grupos 
controle e tratados com laser com as avaliações pré-operatória e pós-

operatórios (1o, 7o, 14o e 21o DPO) 

 

 

 

 A ER identificou os principais picos Raman presentes no nervo ciático, e são 

compatíveis com os componentes biomoleculares característicos da bainha de 

mielina do nervo (FIGURA 13), tais como lipídios e proteínas. Os lipídios 

predominantes foram colesterol (423-607 cm-1)122,123, esfingolipídios e fosfolipídios 

(700-729 cm-1; 878 cm-1; 1030-1130 cm-1) 122,124,125,126,127,128,129,130,131 e proteínas 

(815-855 cm-1; 938 cm-1; 1004 cm-1; 1225-1680 cm-1)127,128,132,133,134. Por inspeção 

visual, ao observar a FIGURA 13, percebe-se que praticamente não há diferenças 

espectrais entre os grupos tratados (CONT1, CONT2, L660 e L808) e nem ao 

comparar os grupos pelo tempo de tratamento com 14 e com 21 dias.  
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Figura 13 - Principais bandas/picos espectrais da espectroscopia Raman dos 

principais componentes bioquímicos presentes no nervo ciático dos 
grupos tratados por 14 (A) e por 21 dias (B), respectivamente 

 

 

 

  

 No entanto, ao se aplicar a análise exploratória mais detalhada com 

regressão linear, por meio de análises multivariada de componentes principais 

(PCA), as bandas Raman mostraram com mais precisão e acurácia as 

características espectrais dos principais componentes bioquímicos do tecido nervoso 

periférico mielinizado (TABELA 1). O PCA foi aplicado para extrair as principais 

diferenças bioquímicas do nervo ciático induzidas pela TLBI entre os grupos 

pesquisados. Desse modo, foi possível estimar as alterações biomoleculares do 

tecido nervoso e correlacionar com a TLBI. As bandas espectrais foram obtidas nos 

oito primeiros escores dos componentes principais. 
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Tabela 1 – Bandas Raman e seus respectivos componentes químicos presentes no  

nervo ciático, identificados após aplicação do PCA (continua) 

Deslocamento 

Raman (cm
-1

) Atribuições e estruturas moleculares 

Literatura Este estudo 

418; 538; 
546 

423
c
; 532

b
; 

545
b,c

; 546
a
 Colesterol ester (lipídios)

122,123
 

606; 607; 

608 
607

b
 Glicerol

122
; Modificação do anel fenil

135
 

642 642
f
 C-C Tirosina (proteína)

127,132,136
 

700; 702 
699

h
; 700

a,b,c
; 

703
g
 𝜈 (C-S) trans (aminoácido metionina)

128
; Colesterol ester

122
 

718; 719 714
f
; 718

a,c
 

Esfingomielina, fosfatildiocolina
122

; Fosfolipídios (colina)
126,130

; 

Vibração do grupo colina N
+
(CH3)3 característico de 

fosfolipídios; Fosfatidilcolina
137

 

755-760 759
d
; 762

h
; 763

e
 

Proteína (tripotofano)
122,138,139

; Grupo etanolamina; 

Fosfatiletanolamia
122

; Ácido nucléico (pirimidina)
128

 

815; 817; 

828-831; 
840; 850-
855; 859 

815
f
; 829; 832

f
; 

835
g
; 853

a
; 856

b
; 

857
f
 

Tirosina, prolina e glicogênio
128,133

; O-P-O Prolina, 

hidroxiprolina, tirosina
127,132

; C-C Prolina (colágeno); Prolina 

(base proteica da mielina)
134

; Tirosina
138,140

 

875-877 875
f
; 878

a
 

N
+
(CH3)3 (grupo colina) Fosfolipídios; Fosfatidilcolina, 

esfingomielina
122

; 𝜈(C-S) Hidroxiprolina (proteína)
141

; Tirosina, 

lipídios, carboidratos, colágeno
126

 

900-1350; 

928-940; 
955-975 

900
d
; 904

f
; 922

f
; 

938
b
; 939

f
; 942

h
; 

945
e
; 975

c
 

C-C Prolina (colágeno)
133,136

; Fosfodiester (absorção devido 

colágeno e glicogênio)
142

; 𝜈(C-C) Prolina, hidróxiprolina 

(colágeno)
 126,127,134,138,140

 

1000-1006 
1003

f ,g
; 

1004
a,b,c,d,e

; 

1006
h
; 1007

g
 

C-C Fenilalanina (proteína)
127,128,131,132,141,143,144,145

 

1030-1130; 
1075-1090 

1062
e,g

; 1065
a,b

; 
1079

c,f
; 1087

a
 

C-C Lipídios
124,125,127,129,130,131

; Ácidos graxos; Ácido 

palmítico
122,

; 𝜈PO2
-
 Fosfolipídios

146
; 𝜈1CO3

2-
, 𝜈3PO4

3-
, 𝜈(C-C) 

Estrutura de lipídios
127

 

1126-1127; 

1131 

1126
f
; 1127

g
; 

1131
b,c

 𝜈(C-C) Lipídios
122,127,147

; 𝜈(C-N) Proteínas
124,132

 

1225-1280 

1244
f
; 1262

h
; 

1263
e
; 1265

c
; 

1270
d
; 1271

a
; 

1273
f
 

Amida III, 𝛼-helix, colágeno (proteína)
 127,148,149

 

𝜈(CN), 𝛿(NH) + 𝜈(PO2
-
) Vibração proteína (amida III)

145,150
 

1296-1299; 

1310-1315 

 

1296
g
; 1298

b
; 

1299
a
; 1306

c
; 

1307
f
 

Lipídeos, fosfolipídios, CH2 colágeno, proteína, amida 

III
122,133,136,151

 

1338-1340 
1330

d
; 1339

f
; 

1342
a,b

; 1344
c
 

CH3 Proteína
124,131,136,152

; 𝛿(CH) Proteínas (vibração 

residual)
124

; Triptofano
127

 

1379; 1403; 

1436-1441; 

1465-1473 

1375
b
; 1381

f
; 

1403
e
; 1428f; 

1435
e
; 1436

g
; 

1437
h
; 1439

b
; 

1440
f
; 1441

a
; 

1465
c
; 1468

f
 

𝛿(CH2) Ácido graxos, triglicerídeos (lipídios)
145,150,153

; 

Fosfolipídios
154

; Colesterol e banda de ácido graxo
122

 

1645-1680 1650
b
; 1653

f
; C=C Amida I (proteína)

 122,133,146,155,156
; C=O colágeno 
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1660
c
; 1662

a
; 

1674
c
 

(elastina)
 130,131

 

LEGENDA: 
a, b, c, d, e, f , e g

 corresponde aos picos Raman encontrados nos escores dos componentes 

principais: 
a
 = PC1; 

b
 = PC2; 

c
 = PC3; 

d
 = PC4; 

d
 = PC5; 

e
 = PC6; 

f
 = PC7; e 

g
 = PC8, 

respectivamente. 
  

 Os principais componentes bioquímicos da bainha de mielina do nervo ciático 

encontrados foram lipídios, principalmente esfingolipídios (718, 1065 e 1440 cm-1) e 

fosfolipídios (718, 1085 e 1298 cm-1)25,120,122,128,136,157. As características espectrais 

apresentadas nos quatro primeiros PCs (FIGURA 14) mostraram bandas Raman dos 

principais atribuídos aos nervos periféricos mielinizados. As bandas Raman 

atribuídas às características gerais do nervo ciático (FIGURA 14, SC1) foi composta 

basicamente de lipídios (fosfolipídios, esfingolipídios e colesterol) e proteínas122,126. 

Esfingolipídios (particularmente esfingomielina) foram vistos em 718, 1065, 1299, 

1441 e 1662 cm-1 122,123, colesterol visto em 546, 700, 1441 e 1671 cm-1 122,123,150,153; 

e fosfolipídios (fosfatidilcolina) em 718, 1065, 1087, 1299 e 1441 cm-1 126,130,137,146 e 

de proteínas (principalmente colágeno) em 853, 878, 1004, 1342 e 1662 cm-1 

126,127,134,138,140,150,153. O PC1 mostrou a estrutura química principal do nervo, mas não 

apresentou diferença estatística entre os grupos (ANOVA, p > 0,112) (FIGURA 14, 

PC1), mesmo assim foi possível observar que os grupos tratados com laser 

apresentaram melhor recuperação da bainha de mielina com maior quantidade de 

lipídios e proteína. 

 O segundo escore (FIGURA 14, SC2) apresentou características espectrais 

positivas de colesterol e lipídios saturados em 545, 607, 700, 1065, 1298, 1439 cm-1 

122,123,124,127,130,158,159 e características negativas de proteínas básicas da mielina 

(prolina / colágeno III) em 856, 938, 1004, 1342 e 1650 cm-1 127,134,138,140. Neste 

escore, houve diferença estatística entre os grupos (ANOVA, p <0,024), sendo 

significante a intensidade positiva do CONT1_21 versus a intensidade negativa do 

CONT2_21 tratados por 21 dias (Tukey, p <0,018). Isto mostra que o CONT1 

manteve a constituição lipídica da bainha de mielina preservada, e o CONT2 

apresenta característica de proteínas (principalmente colágeno III) remanescentes 

do nervo ciático lesado. 

 O terceiro escore (FIGURA 14, SC3) manteve características espectrais 

semelhantes ao SC2, com picos positivos atribuídos principalmente ao colesterol em 

421, 545, 700 e 1439 cm-1 122,123,146,153 e esfingolipídios em 718, 1131, 1465 cm-1 

122,126,130, e picos negativos de proteínas, principalmente colágeno I, em 975, 1265, 
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1306 e 1660 cm-1 127,134,148,149,155,156. O SC3 (FIGURA 14, PC3) apresentou 

diferenças significativas entre os grupos (Kruskal Wallis, p <0,0034), sendo que as 

diferenças ocorreram entre o CONT1_21 e L660_21 (Dunn's, p <0,001). De fato, o 

grupo L660_21 apresentou maior escore do que os demais grupos, e as 

características positivas do Score 3, relacionadas principalmente ao colesterol e 

esfingolipídios, sugerem que a irradiação laser no vermelho (660 nm) aumentou a 

reparação do tecido nervoso quando comparado ao grupo controle não lesado. Já o 

quarto escore (FIGURA 14, SC4) apresentou remanescentes de proteína (triptofano 

e fenilalanina) 759, 900, 1004, 1330131,132,136,138,144 com diferenças significativas 

entre os grupos (KRUSKAL-WALLIS, p < 0,0044), sendo o pico positivo do 

CONT1_21 diferente do pico negativo L808_21 (Dunn's, p < 0,001) (FIGURA 14, 

PC4). Mesmo com diferença estatística, pode-se afirmar que os picos Raman do 

SC4 não indicam informações espectrais relevantes para descrever em detalhes. 
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Figura 14 - Principais bandas Raman dos componentes bioquímicos presentes no 

nervo ciático nos quatro primeiros componentes principais (PC1-PC4, à 
esquerda) e dos seus respectivos escores (SC1-SC4, à direita) 

 
Legenda: A letra "a" acima da barra de desvio padrão nos PC's identificam os grupos com diferenças 

estatísticas significantes entre si após testes ANOVA ou Kruskal-Wallis para 14 e 21 dias de 
tratamento. 

 

 Os últimos quatro componentes principais (PC5-PC8) ratificaram a 

composição biomolecular básica atribuída aos nervos periféricos mielinizados, 

diretamente associados ao tecido de reparação da bainha de mielina após lesão por 

esmagamento e TLBI (FIGURA 15). A banda Raman (picos positivos) do quinto 

escore (FIGURA 15, SC5) mostrou a presença dos componentes moleculares 

compatíveis com os fosfolipídios (lipídios básicos presentes na bainha de mielina) 

nas posições 1062, 1263 e 1435 cm-1 124,125,127,129,130,131,133,138, enquanto que os picos 
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negativos 763, 945, 1004, 1403 cm-1 131,136,138,139,144,150,153 foram atribuídos à 

presença de proteínas e aminoácidos (colágeno III / triptofano / prolina). O PC5 

(FIGURA 15, SC5) apresentou diferença estatística entre os grupos pesquisados 

(ANOVA, p < 0,004) e essas diferenças foram encontradas entre os grupos 

CONT1_14 e L808_14 (TUKEY, p < 0,029), CONT1_21 com o CONT2_21 e com 

L808_21 (TUKEY, p < 0,0265). Já a característica espectral observada no sexto 

escore (FIGURA 15, SC6) foi predominante de proteínas (colágenos I e III), sendo 

os picos positivos atribuídos ao colágeno I nas posições 642, 832, 904, 1003, 1126, 

1339, 1440, 1653 124,127,128,131,132,133,136,142,145,152,158,159 e negativos (colágeno III) em 

815, 857, 939, 1244, 1273, 1428, 1468 127,128,132,133,134,148,149. Também se observa 

diferença estatística entre os grupos (ANOVA, p < 0,037), no PC6 (FIGURA 15, 

PC6); entre os grupos CONT1_21 e L660_21 (TUKEY, p < 0,0373); e entre os 

grupos tratados com laser L660_14 e L808_14 (TUKEY, p < 0,045). 

 Nos dois últimos escores (FIGURA 15, SC7-SC8), os componentes 

bioquímicos identificados constituem remanescentes atribuídos a composição 

química da bainha de mielina. O sétimo escore (FIGURA 15, SC7) retorna aos 

padrões anteriores, apresentando bandas Raman nas posições positivas 1003, 

1062, 1262 e 1436 cm-1 124,126,127,131,132,143,148,149,150 compatíveis com características 

remanescentes de lipídios e negativas em 703 e 835 cm-1 122,127,128,133 

remanescentes de colesterol e proteínas. O PC7 (FIGURA 15, PC7) mostrou que 

apenas os grupos controles (CONT1_21 e CONT2_21), tratados por 21 dias, foram 

diferentes (KRUSKAL-WALLIS, p < 0,0001), sendo que o CONT1_14 foi diferente do 

L660_14 (Dunn's, p < 0,0001) e do L808_14 (Dunn's, p < 0,0001) e o CONT2_21 foi 

diferente do L660_21 (Dunn's, p < 0,0001) e do L808_21 (Dunn's, p < 0,0001), 

respectivamente. No último escore (FIGURA 15, SC8), observaram-se poucos 

lipídios (colesterol e fosfolipídios) restantes da bainha de mielina nos picos positivos 

699, 1262 e 1437 cm−1 122,146,150,154,158,159 e, nos picos negativos, poucas proteínas 

(triptofano) em 762, 942 e 1006 cm-1 134,136,138,139,128,141,145. No PC8 (FIGURA 15, 

PC8), observaram-se ainda diferença significante (ANOVA, p < 0,022) entre os 

grupos controles de 21 dias de tratamento (Tukey, p < 0,0189). 
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Figura 15 - Principais bandas Raman dos componentes bioquímicos presentes no 

nervo ciático nos últimos quatro componentes principais (PC4-PC8, à 
esquerda) e dos seus respectivos escores (SC4-SC8, à direita) 

 

Legenda: As letras "a", "b", "c" e "d" acima da barra de desvio padrão nos PCs identificam os grupos 
com diferenças estatísticas significantes entre si após testes ANOVA ou Kruskal -Wallis para 
14 e 21 dias de tratamento. 

 

 O grau de associação entre a recuperação neurofuncional da marcha dos 

animais (mensurada pelo IFC) e a composição bioquímica do nervo ciático (extraída 

dos espectros Raman pelo PCA) foram plotados para os grupos tratados por 14 e 21 

dias pós-operatórios (FIGURAS 16 e 17), respectivamente. Nos grupos tratados com 

TLBI por 14 dias, o IFC mostrou correlação linear positiva discreta apenas com o 

PC3 (Spearman's, r = 0,407, p < 0,021) (FIGURA 16, E), e, nos grupos tratados por 

21 dias, o IFC teve correlações positivas com o PC1 (Pearson, r = 0,384, p < 0,030) 
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(FIGURA 16, B), com o PC2 (Pearson, r = 0,399, p < 0,024) (FIGURA 16, D) e, mais 

forte com o PC4 (Spearman's, r = 0,523, p < 0,002) (FIGURA 16, H). 

 

Figura 16 - Correlação da composição bioquímica do nervo ciático resultante dos 
quatro primeiros componentes principais (PC1-PC4) com a 

recuperação neurofuncional da marcha dos animais (IFC) mensurada 
no 14o DPO (à esquerda) e no 21o DPO (à direita). 

 

Legenda: Coeficiente de Pearson aplicado nos dados com distribuição normal (A, B, C, D e H) e 
coeficiente de Spearman's aplicado nos dados sem distribuição normal (E, F e H).  
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Figura 17 - Correlação da composição bioquímica do nervo ciático resultante dos 

quatro últimos componentes principais (PC5-PC8) com a recuperação 
neurofuncional da marcha dos animais (IFC) mensurada no 14o DPO (à 

esquerda) e no 21o DPO (à direita). 

 

Legenda: Coeficiente de Pearson aplicado nos dados com distribuição normal (I, J, K, L, N, O e P) e 
coeficiente de Spearman's aplicado nos dados sem distribuição normal (M). 
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J) e correlação positiva discreta com o PC8 (Pearson, r = 0,371, p < 0,036) (FIGURA 

16, P).  
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5 DISCUSSÕES 

 

 

 A lesão do nervo ciático por compressão é bastante utilizada em pesquisas 

experimentais, principalmente por meio do pinçamento do nervo, para provocar 

lesão do tipo axonotmese119. A axonotmese consiste em perda da continuidade do 

axônio e da bainha de mielina com alteração da função sensório-motora 

decorrente6,59,60. A interrupção da continuidade axonal causa alteração nos 

neurônios e em outras células, afetando a bainha de mielina e desencadeando 

processo inflamatório que danifica uma quantidade significativa de neurônios 

sensoriais e motores160. Em nosso estudo a compressão com a pinça Kelly fixada na 

segunda trava da cremalheira resultou na perda da SED e no comprometimento 

grave da biomecânica da marcha dos animais. Estudos nesse sentido mostram que 

a avaliação das funções motora e sensitiva (tátil e proprioceptiva) é essencial para 

diagnósticar uma alteração neurofuncional e deve ser realizada de forma 

qualitativa161. A recuperação da sensibilidade foi observada a partir do 14o dia pós-

operatório. 

 As avaliações funcionais da marcha dos ratos sofrem interferências de vários 

fatores que podem modificar o apoio da pata na passarela, tais como a intensidade 

da pressão da pata, automutilação do animal e deformidades preexistentes na pata. 

Mesmo com certa dificuldade de avaliar a marcha dos animais, ocasionadas 

principalmente pelo controle dos mesmos na realização das atividades necessárias 

durante a mensuração, De Medinaceli introduziu o método de avaliação do nervo 

ciático de ratos que, posteriormente, foi modificado por outros autores20,21,162, 

tornando-se capaz de avaliar de forma satisfatória a recuperação do nervo ciático 

em ratos. Esse método, que ficou conhecido como IFC, utiliza-se das mensurações 

das pegadas impressas ou vídeo-filmagem, sendo seu valor determinado, 

principalmente, em função dos músculos intrínsecos da pata posterior163,164,165. Por 

meio do IFC foi possível mensurar tanto o prejuízo, após a lesão por axonotmese, 

quanto a recuperação neuromotora e funcional da marcha dos animais no decorrer 

de 14 e 21 dias de tratamento com TLBI. Vários testes estão descritos na literatura 

para avaliar qualitativamente a função proprioceptiva, por meio da avaliação das 

respostas táteis ou posições dos membros posteriores. As pegadas ficaram 

registradas na superfície de vidro (passarela) ou em papel com tintas; e foram 
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analisados os valores de IFC, significando que quanto mais próximos de zero melhor 

é o desempenho da marcha166. Antes dos procedimentos cirúrgicos os animais 

apresentaram IFC dentro dos padrões de normalidade e, logo após a cirurgia (1o 

DPO), ficaram com severo comprometimento motor, sem conseguir colocar a pata 

na superfície de apoio. 

 O sistema nervoso periférico tem maior capacidade de recuperação do que o 

sistema nervoso central em virtude das diferenças nas respostas à lesão das células 

gliais referentes a cada sistema. As células gliais no SNP, também chamadas de 

células de Schwann, são capazes de se converter para um fenótipo regenerativo, 

favorecendo a produção de uma lâmina basal, contribuindo para o 

desencadeamento neuronal da resposta de regeneração167. Tal capacidade pode 

explicar os resultados dos grupos CONT2_14 e CONT2_21 do estudo atual, pois 

observou-se melhora na funcionalidade da marcha, mesmo sem tratamento. Ao 

longo de 14 e de 21 dias dos experimentos, o grupo CONT2 (lesão nervosa e sem 

tratamento) permaneceu com grave comprometimento sensório-motor com discreta 

melhora da marcha a partir do 14o DPO. No 21o DPO ainda se percebeu dificuldades 

de deambulação dos animais, mostrando que a reparação tecidual nervosa 

espontânea ocorreu muito discretamente de forma tardia, limitada e com sequela 

permanente. Já os animais lesados e tratados com laser mostraram excelente 

recuperação neurofuncional a partir do 14o DPO. Tanto o laser no vermelho, com 

660 nm, como no infravermelho, com 808 nm, mostraram-se eficazes na reparação 

da bainha de mielina do nervo ciático, sendo o melhor resultado o laser 660 nm.  

 Os estudos utilizando a TLBI têm mostrado resultados benéficos, pelos efeitos 

bioestimuladores ou bioinibidores positivos no metabolismo, obtendo melhoria na 

funcionalidade da marcha na segunda semana em comparação com o grupo não 

tratado168. De fato, a LTBI estimula o aumento e produção das células de Schwann, 

que desempenham um papel importante durante a regeneração nervosa, 

contribuindo para redução do número de citocinas pró-inflamatórias, reparação dos 

neurofilamentos e recuperação do diâmetro axonal, além de realizar a fagocitose e 

direcionar o crescimento axonal169. Mesmo com visível recuperação funcional da 

marcha e capacidade de movimentação dos animais, ao final de cada experimento 

(14 e 21 dias), não conseguiram retornar aos valores do IFC inicial, sugerindo que 

de alguma forma permaneceu sequela de ordem neuromuscular dos músculos 

dorso-flexores dos pododáctilos, uma vez que o IFC mensurava a distância entre os 
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pododáctilos. Além dessa evolução fisiológica, e dependendo do tipo de lesão dos 

distúrbios sensitivos e motores avaliados, da reparação tecidual e do tratamento 

proposto, as LNPs podem acarretar alterações funcionais permanentes. 

 Na pesquisa atual foi utilizado LTBI em dois diferentes comprimentos de 

ondas, onde laser 660 nm e, em maior grau, o laser 808 nm, foram eficientes no 

reparo celular do tecido nervoso lesionado, com efeitos similares. Ambos os lasers 

foram descritos como um tratamento eficaz após a lesão do nervo periférico avaliada 

por análise funcional e pela ER22,170. 

O laser vermelho mostrou-se mais eficaz que o laser infravermelho para 

promover a recuperação precoce da marcha. Esses achados foram obtidos pelos 

efeitos benéficos anti-inflamatórios99,171 pela maior capacidade de produção de ATP, 

permitindo que a célula tenha maior quantidade de energia para regeneração10. Em 

outro estudo, o emprego do laser de 660nm comprovou melhoras no IFC a partir do 

14º dia de PO, porém ao 21º DPO, os valores do IFC obtiveram resultados 

semelhantes aos da normalidade, provando melhor restauração nervosa170. Nossos 

resultados são consistentes com a literatura, pois evidência a importância da TLBI 

para melhorar a regeneração nervosa por meio de processos de 

fotobiomodulação172,173. 

 A ER foi eficaz na identificação e quantificação dos principais componentes 

bioquímicos presentes no nervo ciático. As características espectrais comuns dos 

tecidos biológicos são causadas principalmente pelos modos vibracionais de 

moléculas de lipídios, proteínas e ácidos nucléicos no intervalo de 600 a 1800 cm-1 

174. O espectro Raman tem sido utilizado para revelar estruturas biomoleculares 

específicas e realizar diagnóstico rápido, quantitativo e qualitativo de doenças, 

inclusive refletir proporção e conteúdo de proteína e lipídios como, por exemplo, no 

nervo periférico124,126,129. O nervo periférico é constituído por muitas células 

(perineurais, fibroblastos, macrófagos e células de Schwann), abundância de tecido 

conjuntivo (lipídios, proteínas e colágenos I e III) e pouca quantidade de MEC 39. A 

bainha de mielina (envolve o neurônio), produzida pelas células de Schwann, é 

constituída por 70% de lipídios (fosfolipídios, esfingolipídios e glicolipídios) e 30% de 

proteínas (proteína básica da mielina e proteolipídica)122,128,137,175. 

 Em nosso estudo, os picos Raman de altas intensidades foram atribuídos aos 

lipídios e proteínas como principais componentes bioquímicos do nervo ciático 

(FIGURA 13, A e B). Maior quantidade de lipídios como colesterol (423-607 cm-
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1)122,123, esfingolipídios e fosfolipídios (700-729 cm-1; 878 cm-1; 1030-1130 cm-

1)122,124,125,126,127,128,129,130,131 e, menor quantidade, mas muito expressiva, de 

proteínas como amida III e colágenos I e III (815-855 cm-1; 938 cm-1; 1004 cm-1; 

1225-1680 cm-1)127,128,132,133,134. Outros autores corroboram com estes resultados, 

identificando esfingolipídios e fosfolipídios, além de colágeno, como principais 

constituintes do nervo periférico, como o nervo ciático25,120,122,128,136,157. As bandas de 

fosfolipídios estão em posições similares às do tripalmitato de glicerol e colesterol 

em 877, 1065, 1085, 1130, 1298 e 1440 cm-1 120,122,126,128,136,157. 

 A esfingomielina é composta por um grupo ceramida com um resíduo de 

fosfatidilcolina - picos Raman de colina estão localizados em 718 e 877 cm-1 

122,136,137,176. Bandas espectrais próximas de 1440 cm-1 são típicas de ácidos graxos 

saturados, como a banda de colesterol (lipídios neutros). Essas bandas, que são dos 

grupos CC e CH (ácidos graxos saturados e insaturados), dominam o espectro na 

região de 1000 a 1700 cm-1 122,126,136,137,157. A bainha de mielina também é 

caracterizada por picos de glicoproteínas e colágeno (535, 852, 941, 1004, 1239 e 

1344 cm-1). Aproximadamente 70% do peso seco da membrana da mielina consiste 

em lipídios, em particular colesterol - um importante elemento lipídico estrutural da 

membrana mielina - glicolipídios e sulfolipídios (ricos em lipídios com longas cadeias 

de ácidos graxos saturados e insaturados) 122,128,137,175. A mielina também contém 

um repertório específico de proteínas da mielina, dentre as quais a proteína 

proteolipídica e a proteína básica da mielina são as mais abundantes175,177. O lipídio 

da membrana de mielina é composto de fosfolipídios, plasmalogênios, colesterol e 

glicoesfingolipídios23,123,128. No entanto, eles não são tão específicos como 

glicoesfingolipídios e seus derivados sulfatados devido à sua maior abundância de 

lipídios totais122. 

 As bandas Raman 1130, 1298, 1440 e 1660 cm-1, predominantes dos lipídios, 

foram atribuídas ao nervo periférico mielinizado; e as bandas 829, 852, 877, 1004, 

1239, 1452 e 1660 cm-1 são encontradas na região do epineuro que é formado de 

colágeno. Especialmente os picos relacionados ao anel aromático - fenilalanina 

(1004 cm-1), amida III (1239 cm-1), curvatura CH2 (1452 cm-1) e amida I (1660 cm-1) 

mostram que essas bandas Raman estão relacionadas ao colágeno tipo I136. 

 Como a análise exploratória das características espectrais Raman não 

mostraram diferenças visuais importantes entre os grupos tratados por 14 dias e 

nem entre os tratados por 21 dias, foi aplicada estatística multivariada de análise de 
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componentes principais (PCA). Nos primeiros oito componentes principais (PCs), 

ficou evidente a confirmação de que havia diferenças espectrais importantes nos 

dados das bandas Raman iniciais e na reparação tecidual do nervo entre os grupos 

pesquisados, principalmente entre os grupos tratados com laser. Corrobora com 

nossa pesquisa estudo em que o PCA foi utilizado para discriminar diferenças entre 

o tecido normal e o tumor cerebral, onde, inicialmente, não havia semelhanças 

espectrais entre os grupos e depois do PCA mostrou-se diferenças importantes178. O 

PCA tornou-se ferramenta eficiente para identificar alterações bioquímicas e elucidar 

possíveis diagnósticos121,179, bem como calcular características espectrais de maior 

variância no conjunto de dados e as classificar de acordo com sua relevância 

química para o estudo174,180. 

 Neste estudo, o PCA foi utilizado para estimar as alterações biomoleculares 

do tecido nervoso associado à TLBI na lesão por esmagamento do nervo ciático e 

apresentar com mais precisão os modos vibracionais moleculares do nervo 

(TABELA 1) e as diferenças entre os grupos pesquisados (FIGURAS 14 e 15); além 

disto, extrair as bandas mais importantes em cada grupo e eliminar os espectros 

como resultado de ruído aleatório ou artefatos experimentais. Os escores (SCs) dos 

componentes principais encontrados em estudos ratificam a presença predominante 

dos lipídios, características marcantes nos nervos mielinizados, principalmente 

esfingolipídios (718, 1065 e 1440 cm-1) e fosfolipídios (718, 1085 e 1298 cm-1) 

25,120,122,128,136,157. Vibrações moleculares específicas ou associadas observadas nos 

SCs foram identificadas, principalmente, como lipídios e proteínas122,126 em todos os 

PCs. 

Esses lipídios estão diretamente associados à composição da bainha de 

mielina126,130,137,146 dos neurônios e as proteínas estão associadas ao tecido de 

sustentação da fibra nervosa mielínica (neurônio mais bainha de mielina), que é 

formado basicamente por tecido adiposo disposto em camadas de colágenos I e III 

(endoneuro, perineuro e epineuro) 126,127,134,138,140,150,153. Todos esses componentes 

encontrados na ER são características moleculares correspondentes às células de 

Schwann que, segundo a literatura, desempenham um papel importante na 

regeneração nervosa. Essas células se multiplicam rapidamente dentro dos tubos 

endoneurais, preenchendo áreas previamente ocupadas pelos axónios. Isso 

proporciona um percurso direcionado longitudinalmente, direcionando assim os 

brotos de fibras inervadas para as placas adjacentes terminais das fibras musculares 
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desnervadas, funcionando como ponte e facilitando a regeneração e a reparação do 

nervo181.  

 Analisando os efeitos do LTBI sobre a regeneração nervosa periférica e no 

músculo acometido, encontrou-se resultado benéfico na melhora da funcionalidade 

e, consequentemente, no remodelamento de colágeno168,182,183, na redução da 

concentração tecidual de citocinas pró-inflamatórias95,97,184,185, no aumento do 

diâmetro axonal184,94, da espessura da bainha de mielina94 e  no número de Células 

de Schwann94. Com isso, aumenta os fatores de crescimento neurotróficos97 e 

promove o remodelamento da MEC98,168, comfirmando esses achados com os 

resultados encontrados na ER. 

 A característica espectral do SC1 (FIGURA 14, SC1) foi predominante da 

vibração molecular da esfingomielina. Segundo a literatura, a esfingomielina é 

composta por um grupo ceramida com um resíduo de fosfatidilcolina e as bandas de 

colina, que estão localizadas nos espectros 718 e 877 cm-1 122,136,130,176. Embora o 

PC1 não tenha apresentado diferença estatística entre os grupos (FIGURA 14, 

PC1), foi possível observar que os grupos tratados com laser por 21 dias (L660_21 e 

L808_21) apresentaram melhor recuperação da bainha de mielina com maior 

quantidade de lipídios, especificamente esfingomielina.  

 O SC2 (FIGURA 14, SC2) apresentou picos positivos de colesterol (lipídios), 

mostrando reparação da bainha de mielina para os grupos tratados por 21 dias, e 

picos negativos de proteínas, indicando que os grupos tratados por 14 dias 

retardaram a reparação do nervo com acúmulo de colágeno III (FIGURA 14, PC2). 

As bandas Raman do SC3 (FIGURA 14, SC3) foram compatíveis de fosfatidilcolina 

(esfingofosfolipídio), outro componente molecular presente na fibra nervosa, 

comprovando a recuperação do nervo. No PC3 (FIGURA 14, PC3) houve melhora 

da resposta ao tratamento com laser, exceto do L808_14, que manteve maior 

quantidade de colágeno I como tecido cicatricial. Embora sem grande relevância 

química no espectro, o SC4 (FIGURA 14, SC4) mostrou picos remanescentes de 

fosfatidiletanolamina (glicofosfolipídio) da bainha de mielina e, nesse caso, apenas 

os grupos tratados por 14 dias apresentaram melhor resposta. De acordo com a 

literatura, os nervos são estruturas estáveis, nas quais as fibras nervosas são 

protegidas estruturalmente pela MEC vascularizada, rica em colágeno (endoneuro) 

ligado à lâmina basal ao redor de cada axônio, que são as células de Schwann181, 

confirmando os achados encontrados nos espectros. 
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 Os últimos quatro escores mantiveram as características dos espectros dos 

PCs anteriores. Moléculas de ceramidas, presentes no SC5 (FIGURA 15, SC5), 

foram decorrentes de compostos lipídicos de álcool insaturado (esfigosina) com 

ácido graxo ligado ao grupo amida - molécula base dos esfingolipídios. O PC5 

mostrou recuperação lipídica da bainha de mielina com melhor resposta ao laser no 

infravermelho (L808_21) e os grupos de 14 dias mantiveram maior quantidade de 

tecido proteico de colágeno tipo III (FIGURA 15, PC5). A predominância de proteínas 

(cisteína) no SC6 (FIGURA 15, SC6) mostra a reparação do tecido adiposo, fato que 

confere maior sustentação a fibra nervosa. Já os dois últimos escores mostram 

apenas remanescentes de lipídios (colesterol) (FIGURA 15, SC7 e SC8) e de 

proteínas (FIGURA 15, SC8); cisteína (proteína), no SC6 (FIGURA 15, SC6); 

colágeno I (proteína), no SC7 (FIGURA 15, SC7); e colágeno III (proteína), no SC8 

(FIGURA 15, SC8). 

 Os fosfolipídios (lipídios contendo grupo fosfato) são moléculas primárias da 

membrana e do tecido adiposo, sendo, portanto, comuns em todo tipo de células, 

principalmente no tecido nervoso. Já as proteínas são cadeias de aminoácidos que 

consistem em uma unidade de cadeia principal de Cα-C (=O) =N que se repete ao 

longo do polipeptídio, ligada ao grupo de cadeia lateral de carbono alfa (Cα)174. Em 

nervos periféricos frescos ex-vivo120 bandas Raman relativamente amplas de amida I 

aparecem em 1654 cm-1. 

 Ao comparar os dois comprimentos de ondas na TLBI, o laser vermelho 

mostrou-se mais eficaz que o laser infravermelho para promover a recuperação 

precoce do nervo99, confirmando os achados através da ER e das análises de PCA. 

 Segundo Takhfooladi e colaboradores, os efeitos do laser com comprimento 

de onda de 680 nm em lesão do tipo neurotmese em ratos, após 30 dias de lesão, 

apontaram que há uma maior quantidade de células de Schwann, com presença de 

núcleo ativo, característico dessas células em proliferação. Além disso, observou-se 

nesta mesma pesquisa que há maior quantidade de vasos sanguíneos e menor 

degeneração Walleriana22. 

A recuperação biomecânica da marcha dos animais (IFC) apresentou 

correlação linear com a composição bioquímica do nervo com o PC3 (FIGURA 16, 

E), mostrando que quanto maior a quantidade de esfingolipídios melhor a 

capacidade de deambulação dos animais tratados por 14 dias. Nos grupos trados 

por 21 dias, o IFC manteve correlação positiva com PC1 (FIGURA 16, B), PC2 
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(FIGURA 16, D), PC4 (FIGURA 16, H) e PC8 (FIGURA 17, P), ratificando que a 

composição química compatível com a esfingomielina recupera a fibra nervosa e, 

consequentemente, melhora a marcha. Apenas o PC5 (FIGURA 17, J) mostrou 

correlação negativa com o IFC, ou seja, quanto menos quantidade de proteína maior 

IFC. De fato, o laser de baixa intensidade aumentou a produção de lipídios 

(esfingofosfolipídios), glicoproteínas e colágeno presentes na bainha de mielina do 

nervo ciático, os quais estão relacionados à reparação tecidual, estimulando a ação 

e aumentando o número de células de Schwann, e consequentemente recuperando 

o controle neuromotor da marcha dos animais. As células de Schwann contribuem 

para reduzir o número de citocinas pró-inflamatórias, reparar os neurofilamentos e 

recuperar o diâmetro axonal90. Além disto, tais células desempenham um papel 

importante durante a regeneração nervosa, controlando influxo das células 

inflamatórias, limpeza do ambiente de detritos através de processo autofágico e 

suporte de crescimento axonal169,181,186. 

 A ER é uma ferramenta eficiente para detectar a produção dos compostos 

bioquímicos responsáveis pelo reparo do nervo ciático (esfingomielina e colágeno) e 

para medir a eficácia da TLBI. A ER tem sido descrita como uma técnica relevante 

para a análise bioquímica de materiais biológicos de interesse 

clínico25,26,121,123,179,187. A ER foi eficaz na identificação e no ensaio da quantidade 

relativa de componentes bioquímicos presentes no nervo ciático. Os picos 

encontrados estão diretamente associados à composição química da bainha de 

mielina e das células de Schwann (esfingo e fosfolipídios) - ambos se relacionavam 

com a reparação do tecido do nervo lesado, à deposição de glicoproteínas (laminina, 

fibronectina, tenascina e colágeno) e ao aumento da matriz extracelular no tecido de 

reparo nervoso136,188. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 Em comparação com os controles (CONT1), sem lesão e sem tratamento, 

tanto nos grupos de 14 como de 21 dias, a recuperação neurofuncional da marcha 

transcorreu de forma lenta ou mesmo ausente nos primeiros sete dias pós-

operatórios. Os grupos sem tratamento (CONT2) apresentaram grave 

comprometimento da marcha e permaneceram com discreta melhora ou sequela 

permanente, mesmo no 21o DPO. Apenas a partir do 14o DPO, observou-se 

recuperação gradual da marcha entre os grupos tratados com laser, sendo mais 

eficaz o laser no vermelho (660 nm). 

 A composição bioquímica do nervo ciático, identificada pela ER, foi 

predominante de lipídios (esfingolipídios e fosfolipídios) e proteínas (colágeno), 

componentes característicos da bainha de mielina. 

 A análise multivariada pelo PCA revelou diferenças bioquímicas específicas 

induzidas pela TLBI, onde as características espectrais observadas ratificaram, nos 

oito primeiros escores, forte presença dos lipídios (fosfolipídios, esfingolipídios e 

colesterol) da bainha de mielina e glicoproteínas presentes no tecido de sustentação 

(epineuro) composto basicamente de tecido conjuntivo (colágeno). De modo geral, a 

PCA comprovou que os grupos controles (CONT1_14 e CONT1_21), em relação 

aos demais grupos, mantiveram suas estruturas do nervo ciático intactas e a TLBI 

induziu a reparação tecidual da bainha de mielina, principalmente com laser de 660 

nm.  

 A recomposição química da bainha de mielina, mensurada pela PCA, 

manteve correlação positiva com o IFC, ou seja, quanto maior a quantidade destes 

lipídios (principalmente esfingolipídios) maior a capacidade sensorial e motora dos 

animais pesquisados. 

 Conclui-se que a espectroscopia Raman conseguiu identificar a composição 

biomolecular do nervo ciático de ratos e que a TLBI contribuiu possivelmente na 

proliferação tecidual de reparação da bainha de mielina induzindo a produção de 

lipídios, glicoproteínas e colágeno, consequentemente recuperando o controle 

neuromotor da marcha dos animais.  
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preceitos da Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto nº 6.899, de 15 de julho 

de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA), e foi considerado Aprovada pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA- UFMA) da Universidade Federal do Maranhão em 

reunião de 19/08/2016. 

 

 

 

FINALIDADE ( )Ensino (X)Pesquisa ( ) Extensão 

Vigência da autorização 11/08/2016 à 10/08/2018 

Espécie/linhagem/raça Rattus norvgicus (rato)/Wistar 

Nº de animais 48 

Peso/Idade 200-250g / 1 mês 

Sexo Fêmeas 

Origem Biotério Central da UFMA 

 

 

 

 

 

 

Profa. Dra. Lucilene Amorim Silva 

Presidente da Comissão de Ética no uso de animais-CEUA 

UFMA 
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ANEXO B – Formato final do 10 artigo científico submetido 
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