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Resumo

A lesédo da medula espinal (LM) é uma das doencas mais devastadoras encontradas na pratica clinica
neuroldgica, acarretando significativa disfungdo neuroldgica e no controle autonémico. Nao existem
protocolos terapéuticos eficazes para LM, e a fotobiomodulacdo (PBM) tem apresentado efeitos
positivos no tratamento de doencgas neuroldgicas. Este estudo objetivou avaliar a aplicacdo da PBM na
fase inicial do processo de reparo tecidual de LM induzida em ratos, com foco na analise histolégica
dos rins. Utilizou-se 15 ratos (machos, Wistar, Rattus norvegicus, 60 dias, 300 £ 20 g) alocados em 3
grupos (n=5/grupo): SHAM (controle, simulacdo dos procedimentos cirargicos), Leséo (inducdo da LM)
e PBM (inducéo da LM + aplicagdo PBM), no tempo experimental de 14 dias. Os resultados pioneiros
deste estudo demonstraram que a aplicacéo da PBM reduziu as alterac¢des histolégicas no tecido renal,
como degeneracado e necrose das estruturas na regido cortical comparado ao grupo Les&o. Conclui-se
que a PBM aplicada na fase inicial do processo de reparo tecidual de LM em ratos, demonstrou reducao
das alteracdes histoldgicas no tecido renal comparadas as detectadas no grupo nao tratado.

Palavras-chave: Medula Espinal. Lesdo. Reparo. Fotobiomodulacdo. Rim.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude - Biomedicina.
Introducéo

A lesdo da medula espinal (LM) é uma das doengas mais devastadoras encontradas na pratica
clinica neurolégica. Caracterizada como um dano & medula espinhal que acarreta mudangas
temporéarias ou permanentes em sua funcao, resultando frequentemente em significativa disfungao
neurolégica e deficiéncia. Atualmente, ndo ha protocolos de tratamento eficazes para o reparo da
medula espinhal danificada, evidenciando a necessidade de novas abordagens terapéuticas para este
cenério desafiador (Ahuja et al., 2017; Baptiste; Fehlings, 2007).

As lesbes medulares trauméticas tém impactos profundos nas esferas fisica, social e profissional
dos pacientes e suas familias, resultando na perda de autonomia e em um aumento persistente na taxa
de mortalidade (Ahuja et al., 2017). Estudos revelam que os custos do tratamento de pacientes com
lesdo medular podem atingir US$ 1,16 milh&es por paciente ao longo da vida, destacando a importancia
do desenvolvimento de tratamentos eficazes (National Spinal Cord Injury, 2014). Em nivel mundial,
aproximadamente 2,5 milh8es de pessoas vivem com lesdo medular traumatica, e mais de 130 mil
novos casos sao reportados anualmente (Hu et al., 2010; Cripps et al., 2011). O impacto econémico da
lesdo medular traumatica no sistema de saude é significativo, visto que a necessidade de fornecer
apoio vitalicio, incluindo terapia e reabilitacdo, torna-se um tema cada vez mais relevante (Baptiste;
Fehlings, 2007; Singh et al., 2014).

A mortalidade de pacientes com LME continua elevada, apesar dos avancos nos cuidados médicos.
A lesdo inicial causa danos primarios na medula espinhal. Os danos secundarios, decorrentes do
processo inflamatério pela agressao tecidual e a consequente liberacdo de mediadores quimicos,
induzem a formacao de cavidades cisticas e cicatrizes gliais, que impedem a regeneracdo axonal e
resultam em déficits neurolégicos permanentes (Tator, 1995; Ahuja et al., 2017). As lesdes da medula
espinhal podem ser trauméticas ou ndo trauméticas, sendo a LM traumatica (LMT) resultante de
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impactos fisicos externos e a LM nao traumatica decorrente de doencas como tumores, infecgdes ou
condicdes degenerativas (Ahuja et al., 2017).

Um aspecto critico da LM é seu impacto em 6rgéos vitais, como os rins. A funcéo renal pode ser
comprometida apos a LM devido a uma série de complicagdes, resultando em distirbios no equilibrio
hidroeletrolitico, pressao arterial e na regulacdo do volume sanguineo. Além disso, a capacidade de
concentracao e diluicdo da urina pode ser afetada, levando a problemas na excrecéo de residuos e na
manutencado da homeostase. A perda dessas funcdes renais pode desencadear complicacdes graves,
incluindo infeccdes urinarias recorrentes, formacao de calculos renais, e insuficiéncia renal crénica.
Essas complicacbes podem resultar de disfun¢des autondmicas e alteracbes na hemodinamica renal
causadas pela LME (Greenwell et al., 2007; Gris et al., 2008; Parvin et al., 2021).

O tratamento cirdrgico atual para estabilizacdo mecéanica e descompressdo da medula espinhal é
uma pratica comum, e o0 uso de medicamentos esta sendo extensamente estudado (SOUZA et al.,
2013). Nas ultimas trés décadas, inUmeras terapias neuroprotetoras e neuroregenerativas foram
transferidas de estudos pré-clinicos para ensaios clinicos, mas ainda ndo hd uma terapia padrdo
universalmente aceita. Por isso, a compreensdo da cascata fisiopatoldgica da LM e a realizacéo de
pesquisas cientificas basicas, utilizando modelos animais clinicamente relevantes, sdo essenciais para
o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas (Ahuja et al., 2017; Baptiste; Fehlings, 2007).

A fotobiomodulagédo (PBM), utilizando laser de baixa intensidade (LBI), tem sido aplicada no
tratamento de varias doengas neuroldgicas, incluindo acidente vascular cerebral, doencas
neurodegenerativas, lesdo cerebral e lesdes do sistema nervoso periférico, mostrando boas
perspectivas também para o tratamento da LME (Byrnes et al., 2005; Stemer; Huisa; Zivin, 2010; Huang
et al.,, 2012; Ando et al., 2013; Masoumipoor et al., 2014; Abreu; Nicolau, 2015; Blivet et al., 2018). A
PBM ativa mecanismos fotobioestimulantes que exercem efeitos benéficos, e incluem diminuicdo do
edema, da hiperemia local e de células inflamatérias, associados ao aumento da proliferacdo e
hipertrofia das células gliais, além de promover a regeneracao tecidual (Dvorak et al., 2015).

Considerando o exposto, este estudo objetivou avaliar a aplicagdo da fotobiomodulagdo na fase
inicial do processo de reparo tecidual de LM induzida em ratos, com foco em andlises histoldgicas dos
rins, visando ampliar o conhecimento sobre o potencial terapéutico da PBM nesse contexto.

Metodologia

Este estudo foi realizado nos laboratérios de Histologia e Terapia Regenerativa e de Bioestimulagao
e Reparo Tecidual do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da Universidade do Vale do
Paraiba (UNIVAP), apds aprovacéo pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (A8-CEA-2022). Foram
utilizados 15 ratos machos adultos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albicus), com idade de 60
dias e peso médio de 300 * 20 g, alojados em gaiolas de polipropileno, sob ciclo de luz claro-escuro
(12:12), temperatura controlada (20 + 2° C) e com acesso livre a racdo e agua. Os animais foram
alocados, aleatoriamente, em trés grupos (n=5/grupo): SHAM (controle, com procedimentos cirlrgicos
simulados), Lesé&o (inducdo de contusdo medular) e PBM (inducdo de contusédo medular seguida de
fotobiomodulacao). Os grupos foram avaliados no tempo experimental de 14 dias, com eutanasia dos
animais apo6s esse periodo. A indugdo da lesdo medular nos grupos Leséo e PBM foi realizada por
intervencao cirdrgica sob anestesia com isoflurano, administrado inicialmente a 4% e mantido a 2%
durante o procedimento. A exposi¢cdo da medula espinhal foi feita por laminectomia na regido entre T9
e T10, seguida por trauma direto induzido por queda livre de um peso (10 g), a uma altura de 25 mm,
sobre a medula exposta, retirado ap6s 20 segundos. No grupo SHAM foi realizada a intervencao
cirdrgica seguindo os mesmos procedimentos anestésicos e a simulacdo da Lesdo medular. Apés os
procedimentos cirdrgicos, os tecidos foram suturados e 0s animais receberam tratamento profilatico (5
dias) com antibidtico terapia (Enrofloxacino), analgesia (Cloridrato de Tramadol) e anti-inflamat6rio
(Dipirona). Os animais do grupo PBM foram submetidos & fotobiomodulac¢éo apds a inducéo da Les&o
medular, em dias alternados, utilizando o equipamento Laser Therapy EC (DMC, Sé&o Carlos, Brasil),
no comprimento de onda 808 nm, de forma transcutanea e perpendicular a pele, em dois pontos ao
longo da incisdo (20 segundos por ponto), utilizando os equipamentos de protecdo individual
preconizados. Os animais foram eutanasiados com superdosagem de Cloridrato de Cetamina e
Cloridrato de Xilazina seguida de Cloreto de Potassio a 10% via intracardiaca. As amostras de interesse
(tecido renal) foram coletadas e fixadas em formalina tamponada (10%) e processadas para obtencéo
de trés cortes histolégicos de 5 um por animal, corados com Hematoxilina e Eosina para anélise
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gualitativa do tecido renal por meio de imagens microscépicas digitais processadas pelo software
Imaged.

Resultados
Ap6s os procedimentos cirlrgicos e preparacdo adequada das amostras, foram produzidas laminas
histolégicas dos rins dos grupos SHAM, Lesao e PBM. A andlise qualitativa foi realizada por meio de

microscépio de luz e as imagens capturadas em diferentes aumentos (4X, 10X e 40X).

Figura 1: Quadro comparativo entre os Grupos SHAM (A), Leséo (B) e PBM (C) com aumentos de 4X (A1, Ble
C1) e 40X (A2, B2 e C2),

Fonte: O autor, 2024.

Nos animais do grupo SHAM, observou-se que as regides cortical e medular apresentavam aspecto
de normalidade. Focando na regido cortical, tanto os tibulos contorcidos proximais e distais quanto os
glomérulos renais demonstravam caracteristicas histolégicas padrdo. Aspectos histolégicos
semelhantes foram visualizados na por¢do medular, onde estdo localizados a alga de Henle e o tubo
coletor (Figuras 1Al e A2 e Figura 2).

Por sua vez, a andlise das caracteristicas histolodgicas do grupo Lesdo demonstraram reducdo na
espessura da regido cortical em relacdo ao observado no grupo SHAM. Foram, ainda, detectadas
alterag8es nos tubulos contorcidos proximais, que se apresentavam congestos, com perda dos limites
intercelulares, também visivel nos tibulos contorcidos distais. Além disso, foram observados, na regido
cortical, glomérulos renais em processo de degeneragdo e, em alguns casos, essas estruturas
apresentavam células com cariopicnose, cariorexe e cariblise, que caracterizam o inicio do processo
de necrose (Figuras 1B1 e 1B2 e Figura 3).

Altera¢@es histolégicas distintas foram verificadas no grupo PBM, e embora espessura da regido
cortical também apresentasse redu¢cdo em comparacdo a medular, essa alteragdo era discreta. Os
tubulos coletores proximais e os distais apresentavam-se discretamente congestionados, e em
quantidade reduzida comparados aos do grupo Lesdo. Por sua vez, foram visualizados esparsos
glomérulos em processo de degeneragdo, mas ndo se detectou o processo de necrose em nenhuma
dessas estruturas (Figuras 1C1 e 1C2 e Figura 4).

Figura 2: Grupo SHAM (aumento 4x a esquerda e de 40x a direita).
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Fonte: O autor, 2024.
Figura 3: Grupo Lesédo (aumento 4x a esquerda e de 40x a direita).
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Discusséo

Sao escassas as publicacdes de artigos cientificos que abordem a andlise das estruturas
histoldgicas do rim apos tratamentos alternativos em casos de Lesao medular (Gris, 2008). Portanto,
os resultados obtidos no presente estudo, que objetivou avaliar a aplicagdo da fotobiomodulacéo na
fase inicial do processo de reparo tecidual de LM induzida em ratos, sdo pioneiros quanto a analise
histoldgicas ap6s aplicacdo do protocolo inovador com PBM no tratamento desse agravo.

O processo inflamatdrio desempenha um papel crucial na patogénese das lesdes secundarias apds
trauma medular, afetando adversamente 6rgdos distantes como os rins. Estudos destacam que a
ativacdo imunoldgica exacerbada ap6s Lesdo medular pode desencadear uma resposta inflamatéria
sistémica, contribuindo para disfungdes organicas generalizadas, incluindo a renal (Noble et al., 2019).
A fotobiomodulacdo emerge como uma estratégia eficaz para modular essa resposta imunoldgica,
reduzindo a liberacao de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-6, 0 que pode proteger os tecidos
renais da inflamagé&o secundaria e do dano associado (Anders et al., 2014).

Além disso, a regeneracgdo celular é crucial para restaurar a funcéo renal apos dano ou Lesé&o
tecidual. Assim, fotobiomodulagdo na medula espinhal poderia ativar processos bioguimicos que
favorecem a proliferacdo de células progenitoras e a regeneracgdo tecidual. Estudos experimentais
indicam que essa terapia pode aumentar a expressdona medula espinhal de fatores de crescimento
como FGF-2 e VEGF, envolvidos na angiogénese e na regeneracdo celular, potencialmente
beneficiando a integridade estrutural dos tubulos renais e a funcao de filtracao glomerular prejudicada
pela inflamacéo e fibrose (Kuffler et al., 2016).

Adicionalmente, a formacéo de cicatrizes nos tecidos renais apds Lesdo medular pode comprometer
significativamente a funcado renal. A fotobiomodulacdo demonstra potencial para reduzir a deposi¢ao
de matriz extracelular e formacdo de fibrose, criando um ambiente tecidual mais favoravel a
regeneracao (Wang et al., 2020). Estudos histoldgicos sugerem que o laser infravermelho pode modular
a atividade de fibroblastos e a sintese de coldgeno, mitigando a formacao de cicatrizes nos rins e
melhorando a funcéo renal a longo prazo.
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Os achados histologicos revelam que as altera¢des renais no grupo Lesdo quando comparadas as
do grupo PBM, que compreenderam reducdo da espessura da regido cortical e a degeneracéo
glomerular observadas, provavelmente resultam das respostas inflamatérias e hemodindmicas
sistémicas provocadas pela lesdo medular (Bonavia, 2018). Ao analisar as imagens do grupo tratado
com PBM, tem-se que este protocolo de tratamento se mostrou eficaz em reduzir as consequéncias da
lesdo medular, sugerindo a efetividade da fototerapia na promoc¢ao da regeneracao tecidual da medula
lesionada e recuperacao do controle autonémico desse 6rgdo. Essas acdes se refletiiam nos achados
histolégicos observados neste estudo, que indicam reducdo nas complicacdes sistémicas, no grupo
PBM, resultando em menor congestao nos tlubulos contorcidos proximais e distais, preservando os
glomérulos renais e demais estruturas desse 6rgao, comparado ao grupo Lesao.

No entanto, cabe ressaltar que no presente estudo a aplicagéo terapéutica de fotobiomodulacéo
ocorreu de forma localizada na regido entre T9-T10 da medula espinhal, visto que o objetivo foi avaliar
se esse protocolo de tratamento poderia atuar na recuperacdo das funcdes associadas ao sistema
nervoso somatico, em relacdo a recuperacdo dos movimentos, mas também do sitema nervoso
autdbnomo, responsavel pelo funcionamento adequado das visceras, com efeitos benéficos indiretos
nos rins. Isso sugere que a PBM, favorece indiretamente a manuteng&o das estruturas renais por meio
de sua acgéo no processo de reparo da lesdo na medula espinhal, evidenciando ser uma abordagem
promissora para proteger os rins em casos de LM.

Assim, os resultados promissores observados neste estudo incentivam a ampliacdo e a continuidade
de pesquisas com o objetivo de validar um protocolo de tratamento com fotobiomodulag&o, com tempo
de observacéo prolongado, que permita avaliar a evolu¢éo das estruturas histol6gicas renais para o
funcionamento renal.considerando suas caratcteristica de ndo ser invasivo, de custo reduzido, ndo
invasivo e que poderia em um periodo experimental ao longo do tratamento com fotobiomodulag&o em
LME.

Conclusao

Considerando o objetivo proposto no presente estudo e os resultados obtidos nas condigbes
experimentais empregadas pode-se concluir que a aplicacdo da fotobiomodulagéo na fase inicial do
processo de reparo tecidual de lesbes medulares experimentais induzidas em ratos, demonstrou
reducdo das alteragBes histoldgicas no tecido renal no grupo tratado com PBM comparadas as
detectadas no grupo lesionado e nao tratado (Les&o).

Dessa forma, a fotobiomodulagéo aplicada localmente na regido da Leséo lar ndo visa somente a
recuperacdo dos movimentos, mas também ao controle de fungcbes organicas importantes, como a
exercida pelos rins. A reducdo da inflamacdo sistémica pode promover a regeneracdo celular e
minimizar a formag&o de cicatrizes nos tecidos renais, demonstrando que essa abordagem terapéutica
se apresenta promissora para preservar a estrutura e funcéo dos rins ap6s trauma medular. Com base
nas evidéncias discutidas, a fotobiomodulacdo emerge como uma ferramenta valiosa para, no futuro,
melhorar os desfechos clinicos e a qualidade de vida de pacientes afetados por lesdes medulares.
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