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RESUMO

LesBes de nervos periféricos podem levar a uma perda funcional elevada ao
paciente. Por isso, estudos procuram sugerir e aprimorar técnicas cirdrgicas e tratamentos pos-
cirargicos com a finalidade de minimizar o prejuizo e melhorar o desempenho de um musculo
reinervado. A neurorrafia término-lateral (NTL) é uma técnica de grande importancia que
permite a utilizacdo de qualquer nervo como nervo doador, sem que o mesmo sofra qualquer
tipo de lesdo ou perda funcional. A atrofia das fibras musculares é mais intensa nos periodos
iniciais de desnervagdo e serd determinada em funcdo do tempo de regeneracdo axonal. A
eletroestimulagdo minimizaria este quadro, induzindo reparo tecidual e aumentando a forga
muscular. Esta pesquisa teve como objetivo investigar a eficiéncia da estimulagdo elétrica
com Corrente Russa, durante 45 dias, no reparo morfolégico do nervo fibular comum e na
recuperacdo funcional de ratos apds neurorrafia término-lateral. Foram utilizados 50 ratos da
linhagem Wistar, machos, com 80 dias de vida, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade do Sagrado Coragdo (USC). Os animais foram divididos aleatoriamente em
cinco grupos experimentais: Grupo Controle Inicial (GCI), Grupo Controle Final (GCF),
Grupo Desnervado (GD), Grupo Experimental Ndo Tratado (GENT), Grupo Neurorrafia
Término-Lateral com Estimulacdo Russa (GER). Foram realizadas avaliagbes funcionais e
analises morfométricas do tecido nervoso dos ratos de todos 0s cinco grupos comparando a
regeneracao nervosa entre os grupos. Os resultados obtidos mostraram que o grupo GER
apresentou diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo GENT em
relacdo & meédia das areas das fibras nervosas (21,38 um2 / 16,00 um?) e das bainhas de
mielina (14,23 pm? / 10,32 pm?). Os grupos GER e GENT ndo apresentaram diferenca na
analise funcional da marcha. Baseado na metodologia utilizada pode ser concluido que houve
regeneracdo axonal e melhora da mielinizagdo das fibras nervosas. A Corrente Russa atuou
positivamente na recuperacdo morfoldgica.

Palavras-Chave: Corrente Russa. Eletroestimulagdo. Musculo Tibial Cranial. Nervo Fibular
Comum. Neurorrafia Término-Lateral.



ABSTRACT

Peripheral nerve injuries can lead to a high loss functional for the patient. Therefore,
studies seek to suggest and improve surgical techniques and postsurgical treatments with the
purpose to minimize the injury and improve the reinerving muscle performance. The end-to-
side neurorrhaphy (ESN) is a technique of great importance that allows the use of any nerve
as a donor nerve, without the same suffer any kind of injury or loss functional. The muscle
fibers atrophy is more intensive in the initial periods of denervation and will be determinate in
function of the time of the axonal regeneration. The electric stimulation would prevent this
case inducing tissue repair and increasing the muscle strength. This research aimed to
investigate the efficiency of the Russian electrical stimulation, for 45 days, in the morphologic
repair of the common peroneal nerve and the functional recovery of the rats after and-to-side
neurorrhaphy. It was used 50 Wistar rats, males, with 80 days of age, provided by the Central
Animal Facility of the Universidade do Sagrado Coragdo (USC). The animals were randomly
divided into five experimental groups: Initial Control Group (ICG), Final Control Group
(FCG), Denerved Group (DG), Experimental Untreated Group (EUG) and End-to- Side
Neurorrhaphy with Russian Stimulation Group (RSG). It was realized functional assessments
and morphometric analysis of the nervous tissue of the rats of the all five groups comparing
the nervous regeneration between them. The results revealed that the RSG group showed a
statistically significant difference when compared to EUG group associated to the average of
the areas of nerve fibers (21.38 um?/ 16.00 um?) and myelin sheaths (14.23 um?/10.32 um?).
The RSG and EUG groups showed no difference in the functional gait analysis. Based on the
methodology employed can be concluded that there enhances axonal regeneration and
myelination of nerve fibers. The Russian Current acted positively in the morphological
recovery.

Keywords: Common Peroneal Nerve. Cranial Tibial Muscle. Electrical Stimulation. End-to-
side Neurorrhaphy. Russian Current.
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1 INTRODUCAO

LesBes nervosas periféricas sdo comuns e podem levar a uma perda funcional muito
alta para o paciente. Por isso, muitas pesquisas buscam aprimorar técnicas cirurgicas e
tratamentos pos-cirdrgicos com a finalidade de minimizar a perda funcional do mesmo.
(SATO, 2005).

Os nervos periféricos sdo suscetiveis a diversos tipos de doencgas, como as de etiologia
traumatica, neoplasica, inflamatoria, metabdlica e genética. (GIROLAMI; ANTHONY;
FROSCH, 2000). Dentre as principais causas que envolvem as doencas traumaticas destacam-
se o0s acidentes entre veiculos automobilisticos, principalmente os que envolvem
motociclistas. Quedas, lesdes por projéteis de armas de fogo, lesdes por esmagamento,
facadas e fraturas também sdo comuns. (CASTILLO—GALVAN et al., 2014;
KOUYOUMDIJIAN, 2006). Essas doencas sdo responsaveis pelo desenvolvimento de
diferentes tipos e graus de lesbes. (LUNDBORG, 2000; POLITIS; EDERLE; SPENCER,
1982).

Relacionada com o envolvimento anatdmico do nervo e os achados clinicos ap6s as
injurias, as lesdes no nervo periférico, segundo Seddon (1943), sdo classificadas em trés
niveis: neuropraxia (lesdo tipo 1), caracterizada por blogueio localizado da condugdo elétrica,
sem interrupgéo da continuidade axonal ou degeneragéo; axonotmese (leséo tipo II), no qual
ocorre ruptura na continuidade do axdnio e da bainha de mielina, porém os tubos endoneurais
permanecem intactos; e neurotmese (leséo tipo Il1), no qual ocorre ruptura de uma ou mais
camadas de tecido conectivo do nervo periférico, caracterizando-se por uma lesdo de pior
prognastico.

Essas lesbes também podem ser classificadas em cinco graus diferentes segundo
Sunderland (1951): o primeiro grau equivale & neuropraxia; o segundo, & axonotmese com
lesdo axonal; o terceiro trata-se de uma lesdo endoneural; o quarto refere-se a uma lesdo
perineural; e, por fim, o quinto grau, equivalente & neurotmese (lesdo epineural).

Pelo fato da classificacdo de Seddon (1943) ser simples, é apenas relevante aos
eletrofisiologistas, enquanto a de Sunderland é a mais utilizada por médicos cirurgifes a fim
de avaliar a melhor opcdo de cirurgia de reparo. (CHHABRA et al., 2014).

No reparo de lesdes nervosas periféricas, quando se dispdem dos cotos proximais e
distais, a neurorrafia término-terminal (NTT) é frequentemente utilizada para fazer a unido
dos cotos do nervo lesado através de uma sutura. (CHEN et al., 2015; ROVAK; CEDERNA,;
KUZON, 2001).
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Viterbo (1992) sugeriu a técnica da neurorrafia término-lateral sem a remogdo do
epineuro (VITERBO et al., 1994) e sem qualquer tipo de lesdo ou prejuizo funcional ao nervo
doador. Através de uma pesquisa experimental realizada em ratos, Viterbo (1992) seccionou o
nervo fibular comum, inervado ao musculo tibial cranial (MTC), e suturou seu coto distal a
face lateral do nervo tibial. Foi observada reinervagdo muscular sem leséo ao nervo doador. A
partir desta técnica foi comprovado que um nervo doador pode ser qualquer nervo, sem que
ele apresente diminuic&o na sua funcéo e sem leséo nas estruturas por ele inervadas.

As fibras musculares atrofiam com mais intensidade nos periodos iniciais de
desnervacdo. Nos primeiros 60 dias, a &rea de seccdo transversal média de uma fibra pode
sofrer reducéo de até 70%. Durante o processo de desnervacgdo, a porcentagem de diminuigao
do didmetro da fibra muscular € maior em relacéo a de perda de peso muscular. Esta diferenca
é explicada pelo aumento de tecido conjuntivo, compensando a maior atrofia das fibras.
(SUNDERLAND; RAY, 1950).

O uso da eletroestimulagdo com finalidade regenerativa ainda é controverso para
muitos autores. (CARVALHO et al., 2002; INIGO, 1998; KANAYA; TAJIMA, 1992;
KOTWAL; SCHMIDT, 2001; NEMETH, 1982; SOUZA; DEL CARLO; VILORIA, 2001;
WILLIAMS, 1996). Contudo, sua aplicagdo passou a ser avaliada na recuperagéo funcional
muscular, pois pode ser utilizada como método de prevencdo da atrofia muscular, causada por
um prejuizo ao movimento voluntario, devido & desnervacdo ou lesbes nervosas.
(RODRIGUES; QUINTILIANO; CHINGUI, 2011; ROSA JUNIOR et al., 2013).

Atualmente ja é aceita e demonstrada em estudos experimentais e clinicos o uso da
estimulagdo elétrica para induzir o reparo tecidual (HOUGHTON et al., 2010), reduzir a
rigidez articular, aumentar a forga e tolerancia muscular, diminuir o edema e aliviar a dor
(KITCHEN, 2003; NUNES; PEDRO, 2012; SANTOS; SOUZA; SANTOS, 2013), por
possuir efeitos analgésicos, vasculares e cicatriciais. (ARTIOLI et al., 2011).

A eletroestimulacdo, em periodos anteriores a década de 1970, era utilizada como uma
terapia auxiliar na reeducacdo muscular de pacientes com distdrbios neuroldgicos. Contudo,
apods esse periodo, a entdo “Corrente Russa” foi introduzida e utilizada, principalmente, para
ganhos de desempenho muscular e também como um complemento para o seu fortalecimento.
(DELITTO, 2002).

A Corrente Russa é uma corrente alternada de média frequéncia de 2.500 Hz, que pode
ser modulada em frequéncias de 30 e 100 Hz, com um ciclo de trabalho de 50% (BORGES,
2006; ROBERTSON et al., 2009), que, devido a essas caracteristicas, consegue ultrapassar as
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camadas da epiderme com certa facilidade sendo eficaz na estimulagdo de nervos motores.
(COHEN; ABDALLA, 2005; ROBERTSON et al., 2009).

Como no caso do nervo isquidtico em ratos, em que o animal é submetido & anélise da
marcha, o estudo da regeneracdo nervosa e da recuperagdo de um musculo apds neurorrafia
pode ser realizado pela observacdo das alteracdes histoldgicas, pela medida da velocidade de
conducgdo elétrica, pela analise eletromiografica ou pela resposta isométrica do musculo
submetido a contragdo tetanica. (BAIN; MACKINNON; HUNTER, 1989; De MEDINACELI
et al., 1982; SATO, 2005).
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral
Investigar a eficiéncia da estimulacao elétrica com Corrente Russa, durante 45 dias, no
reparo morfolégico do nervo fibular comum e na recuperacdo funcional de ratos apds

neurorrafia término-lateral.

Objetivos Especificos
Verificar se os dados morfoldgicos e funcionais apresentam resultados semelhantes.
Verificar se o uso da eletroestimulagéo potencializa a recuperagdo funcional de ratos

apos cirurgia de neurorrafia término-lateral.
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3 METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado no Laboratério da Universidade do Sagrado Coragao (USC)
(cirurgia, aplicacdo da estimulacdo elétrica e anélise da marcha) e no Laboratério da
Faculdade de Medicina da Universidade Estadual de S&o Paulo (UNESP - Campus Botucatu)
(eletroneuromiografia, eutandsia dos animais, coleta das pecas histologicas e morfometria). O

projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa, conforme o protocolo nimero 24/13.

3.1 Animais

Todos os procedimentos realizados estiveram de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), que receberam o protocolo apds analise do Comité de Etica.

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da USC — Universidade do Sagrado
Coracédo — campus Bauru. Foram utilizados 50 ratos (Rattus norvergicus) da linhagem Wistar,

machos, com 80 dias de vida, divididos em 5 grupos experimentais.

3.2 Grupos experimentais

Os ratos foram divididos aleatoriamente e agrupados em 10 animais para cada grupo:
Grupo Controle Final (GCF), Grupo Experimental Nado Tratado (GENT), Grupo Neurorrafia
Término-Lateral com Estimulacdo Russa (GER), Grupo Desnervado (GD) e Grupo Controle
Inicial (GCI).

No Grupo Desnervado (GD), o nervo fibular comum foi seccionado e seus cotos
invertidos 180 graus. O coto distal foi fixado & musculatura subjacente, e o coto proximal foi
transpassado por uma incisdo na musculatura glitea e suturado no plano subcutaneo a fim de
impedir contaminagdo motora. Este grupo ndo recebeu tratamento pds-cirdrgico.

No Grupo Neurorrafia Término-Lateral com Estimulacdo Russa (GER), o nervo
fibular comum foi seccionado e seu coto proximal encurvado medialmente 100 graus, a
musculatura adjacente foi transfixada e foi suturado na face superficial dessa musculatura,
impedindo dessa forma, a regeneragdo espontanea. O coto distal do nervo fibular comum foi
encurvado, aproximadamente 80 graus, e suturado lateralmente ao nervo tibial. Apés a
cirurgia, 0os animais receberam estimulagdo elétrica com Corrente Russa no musculo tibial
cranial como parte do tratamento.

No Grupo Experimental N&do Tratado (GENT), os animais passaram pelo processo

cirrgico da Neurorrafia Término-Lateral, porém néo receberam nenhum tipo de tratamento.
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Os animais dos grupos controles Inicial e Final (GCI e GCF) ndo passaram por
nenhuma intervencao cirdrgica e ndo receberam tratamento pés-cirdrgico.
Apenas 0s animais do GCI foram eutanasiados com 80 dias de vida. Os demais (GCF,

GD, GENT e GER) foram eutanasiados apds 45 dias, ou seja, com 125 dias de vida.

3.3 Cirurgia

Todos os procedimentos cirdrgicos e de coleta foram realizados pelo pesquisador,
padronizando-se, dessa forma, 0 método. Para cada procedimento cirdrgico, os animais foram
anestesiados com uma combinagédo das drogas Ketamina (80 mg/kg) e Xilasina (10 mg/kg),

intraperitoneal, e realizada tosquia (Figura 1).

Figura 1 — Animal sendo anestesiado.

Fonte: Elaborado pela autora.

A cirurgia foi realizada na face dorso-lateral do membro posterior direito (Figura 2)
com incisdo de 2 a 3 cm longitudinalmente ao maior eixo do membro, comprometendo pele e
tecido subcutdneo com posterior divulsdo da musculatura, até exposi¢do do nervo fibular

comum (Figura 3).
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Figura 2 — Procedimento cirdrgico.

i
#

Fonte: Elaborado pela autora.

As cirurgias foram realizadas com o auxilio de microscopio cirdrgico DF Vasconcelos
com aumentos de 10 e 16 vezes.
As neurorrafias (Figura 4) foram realizadas com fio monofilamentar de nylon 10-0

com agulha cilindrica e circular, sem retirada de janela de epineuro e com dois pontos
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simples. Ap6s o procedimento, a incisdo foi suturada por planos com pontos simples
utilizando-se fio monofilamentar de nylon 4-0 na musculatura e pele.

Os animais foram mantidos em caixas apropriadas, contendo cinco animais cada, em
temperatura controlada (25 + 2°C), ciclo claro-escuro de 12 horas, com ragdo e agua ad
libitum, até 0 momento da eutanasia.

No pobs-operatdrio, os animais foram observados quanto a dor, considerando 0s
seguintes sinais: vocalizagdo, piloeregdo, postura encurvada, hipotermia, descarga ocular
(cromodacriorréia), ato de lamber-se, maior agressividade, relutancia em interagir, alteragdo
no consumo de &gua e alimentos e por Ultimo, a perda de peso. A analgesia pds-operatéria foi
feita com acetaminofenol (paracetamol) 2 mg/mL de agua na &gua do bebedouro até ndo

haver mais sinais de dor.

3.4 Estimulacéo Elétrica

A estimulacdo elétrica teve inicio ap6s cinco dias de pos-operatério. Os animais do
grupo GER foram submetidos a trés sessfes semanais durante os 45 dias, totalizando 18
sessdes. O musculo tibial cranial recebeu estimulagdo elétrica com Corrente Russa, com
frequéncia portadora (Carrier) de 2.500 Hz, com burst de 4 milissegundos, com tempo de
contragdo de 9 segundos por 18 segundos de relaxamento. Primeiramente foi utilizada a
frequéncia de 30 Hz durante 10 minutos para estimular as fibras vermelhas, que séo as fibras
de contracéo lenta, e, posteriormente, a frequéncia de 100 Hz, por 10 minutos, para estimular
as fibras brancas de contracdo rapida, totalizando os 20 minutos de estimulacdo elétrica. A
corrente inicial foi aquela suficiente para promover a contracdo muscular. Foi utilizado

estimulador elétrico Endophasys R — KLD® (Figura 5).
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Figura 5 — Estimulador elétrico Endophasys R — KLD®
I QG

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 6 — Ratos encapsulados recebendo Estimula¢do Russa.

Fonte: Elaborado pela autora.

Os animais foram estimulados acordados e sem anestesia. Para isto foi utilizada uma
capsula metalica com abertura posterior para a cauda e duas aberturas laterais para fixagéo
dos membros posteriores (Figura 6). Apos esta imobilizacdo, os eletrodos de um centimetro
quadrado de area foram fixados sobre o ventre dos musculos. Para aplicacdo da estimulacao
elétrica foram usados eletrodos autoadesivos. Foram utilizadas 4 capsulas a0 mesmo tempo,

para otimizar o trabalho da estimulacéo.
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3.5 Teste de Marcha

Antes dos animais serem eutanasiados para coleta do material, foram submetidos a
avaliagdo funcional. Para esta avaliagdo, 0s animais, um a um, atravessaram uma caixa de
acrilico (Figura 7) no qual foi fixada uma régua milimetrada na sua parte inferior. A
caminhada foi registrada por uma camera filmadora posicionada abaixo da caixa, e as
impressdes da marcha foram digitalizadas para posterior analise. Este procedimento foi
repetido duas vezes com cada animal. A distancia entre as impressdes dos membros
posteriores foi avaliada segundo a equacdo descrita por Bain, Mackinnon e Hunter (1989),
com base nos estudos de De Medinaceli, Freed e Wyatt (1982). As impressdes com
dificuldades de serem avaliadas foram descartadas, e as demais escaneadas e digitalizadas,
obedecendo a um padrdo de calibracdo para cada imagem. As medicdes foram feitas com
auxilio do programa Image Pro-plus 4.6.2, e os dados obtidos foram submetidos ao tratamento
estatistico obedecendo ao indice de p < 0,05 para todas as amostras.

Figura 7 — Teste de marcha.

—

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.6 Teste Eletrofisioldgico
Para a realizacdo do teste eletrofisiologico, antes da eutandsia dos animais, a

temperatura ambiente foi mantida em torno de 25°C.

Figura 8 — Tricotomia do membro pélvico direito do animal.

Fonte: Elaborado pela autora.

ApoOs anestesia com ketamina (80 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg) intramuscular, os
animais foram imobilizados em decubito ventral. Foram realizadas tricotomia (Figura 8) e
ampla incisdo no membro posterior previamente operado, permitindo acesso aos nervos
isquidtico, fibular comum e tibial, e mudsculo tibial cranial. O potencial de acdo composto foi

registrado por eletrodos de agulha ativo e de referéncia.

Figura 9 - Realizacdo da Eletroneuromiografia.

N/

Fonte: Elaborado pela autora.
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O eletrodo vermelho (referéncia) foi colocado no tenddo do musculo tibial cranial do
rato; o eletrodo preto (ativo), no ventre do madsculo tibial cranial do rato, e o eletrodo verde
(dispersivo), introduzido em local distante da regido estudada (Figura 9).

Os eletrodos registraram a area, a duracdo, a amplitude e a laténcia do potencial de
acdo muscular. Foram realizados trés conjuntos de medidas para cada animal com o nervo
tibial intacto e mais trés com a por¢do do nervo tibial seccionado distalmente a NTL, sendo
escolhido um conjunto com o nervo tibial intacto e um conjunto com o nervo tibial

seccionado, aquele que apresentava a maior amplitude registrada.

Figura 10 — Eletromiografo Sapphire 11 4ME.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A avaliac8o das propriedades funcionais do musculo foi atraves de estimulos elétricos
deflagrados por um eletrodo bipolar, especialmente desenvolvido para este propdsito, cujo
catodo e anodo estavam distantes 2 mm. O eletrodo de estimulagdo bipolar foi posicionado
diretamente sobre o nervo isquiatico ou tibial, proximalmente a neurorrafia, possibilitando a
propagacao dos impulsos elétricos através dela. A frequéncia do estimulo foi fixada em 1 pps
e a duracdo em 100 ps. A intensidade de estimulo utilizada, constante em todos os animais,
foi de 5,1 volts. Os dados de amplitude e laténcia foram comparados entre 0s grupos. Foi
utilizado eletromidgrafo da marca Sapphire 11 4ME (Figura 10).
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3.7 Coleta das pecas histoldgicas e eutanésia

Apos a realizagdo dos procedimentos cirurgicos, os animais receberam dose letal de
150 mg/kg de pentobarbital sodico e lidocaina a 2% (10 mg/mL), administrados
intraperitonealmente.

Os segmentos de nervo coletados foram fixados e mantidos em solugédo de Karnovisky

e refrigerados a 4°C até o momento do processamento histolégico.

3.8 Processamento histoldgico dos segmentos de nervo

Apos fixacdo por periodo superior a 24 horas em solucdo de Karnovisky, e lavagem
em tampdo fosfato 0,1 M (pH 7,3), por trés vezes, com duragdo de cinco minutos cada vez, 0s
segmentos de nervo sofreram pré-coloragdo com tetroxido de ésmio (1:1) por duas horas.
Apobs nova lavagem com tampéo fosfato, foi realizada desidratacdo por uma bateria de
concentracdes crescentes de acetona (50%, 70%, 90% e 100%). A inclusdo em resina
Araldite® foi realizada em duas etapas: em solucéo de resina e acetona (1:1), permanecendo
por 24 horas em dessecador; e em resina, apds 10 minutos em dessecador, permanecendo em
estufa a 37°C por uma hora. O emblocamento foi realizado posicionando-se o segmento de
nervo em resina Araldite® e mantido em estufa a 60°C por 48 horas para polimerizagdo. Antes
do corte histoldgico os blocos foram preparados para o corte através da eliminacdo do excesso
de resina ao redor do segmento de nervo com auxilio de uma lupa Carl Zeiss Jema adaptada,
em aumento de 1,6 x, e lamina Gillette®. Ap6s o corte, a lamina foi aquecida sobre uma chapa
a 45°C para secagem e pré-aderéncia. A seguir, a lamina permaneceu em estufa a 60°C por 12
horas para aderéncia do corte a lamina de vidro.

A coloracéo foi realizada manualmente, 1dmina por lamina, com azul de toluidina 1%
durante 5 minutos. Apds a secagem, a laminula foi colada e a lamina identificada com o

namero de registro no laboratorio.

3.9 Digitalizag8o das imagens das laminas histoldgicas de nervos

As imagens foram capturadas por um scanner de Imagens Scan Scope (Aperio) e
salvas em notebook DELL, 8 GB DDR, HD 1 TB.

Foi utilizado aumento de 200 vezes para a anélise das fibras nervosas e foram salvas
duas imagens de cada corte histologico para que se possa obter com isso, a totalidade do

nervo.
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3.10 Medidas de area, diametro minimo e contagem total das fibras nervosas

As imagens digitalizadas e salvas foram analisadas através de medidas de é&rea,
didmetro minimo, nimero de fibras e espessura e area da bainha de mielina.

As medidas foram feitas de modo semiautomatico utilizando-se software Sigma Pro
Image Analysis, versao 5, da Jandel Scientific Corporation.

Foram realizadas as medidas da area e diametro minimo da fibra nervosa e do axénio.
A medida da area da bainha de mielina foi obtida subtraindo-se a area axonial da area da fibra
nervosa, € a espessura da bainha de mielina foi obtida subtraindo-se o didmetro minimo do
axonio do didmetro minimo da fibra e dividindo-se por dois. Foi realizada contagem do
namero total de fibras nos segmentos N1.

Os resultados obtidos de &rea e didmetro minimo axonal foram organizados em uma
tabela e, entdo, calculada a média das medidas obtidas para cada animal. A partir destas

medias, foi realizada a andlise estatistica para comparagao entre 0s grupos.

3.11 Analise Estatistica

Quando comparados os grupos, foi utilizado o teste de analise de varidncia (ANOVA),
seguido pelo teste de TUKEY, quando detectada diferenca significativa. Para comparagéo
entre o nervo fibular comum experimental e normal foi utilizado Teste T pareado. Em todas

as analises, foi utilizado o nivel de significancia p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise Funcional da Marcha
As médias dos resultados da analise do indice Funcional do Ciatico (IFC) dos animais
dos grupos CGI, GENT, GCF, GD e GER podem ser observados na Tabela 1:

Tabela 1 — Média e desvio padréo da analise do indice Funcional do Ciatico (IFC).

Analise Funcional

Média DP

GCl 11,128 2,77
GENT -20,08° 2,62
GCF -9,51° 2.30
GD -54,05" 4,49
GER 23,25 1,86

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

A média dos resultados da analise do Indice Funcional do Ciatico (IFC) mostrou que o
GER (-23,25) apresentou uma diferenca estatisticamente significante quando comparado ao
GD (-54,05), entretanto, apresentou semelhanga com 0 GENT (-20,08).
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Os resultados das eletroneuromiografias realizadas pré-eutandsia nos animais dos
grupos GCI, GENT, GCF, GD e GER estéo representados na Tabela 2:

Tabela 2 — Média e desvio padréo dos registros da amplitude (mV) e laténcia (ms)

da eletroneuromiografia.

Amplitude Laténcia
Média DP Média DP
GCI 19,30° 0,99 1,69° 0,03
GENT 6,68 0,63 1,87° 0,05
GCF 20,23° 2,01 1,66° 0,04
GD 0° 0 1000° 0
GER 16,12° 0,99 1,85° 0,02

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

A média dos resultados de amplitude (mV) demonstrou que o GCI (19,30 mV) e o

GCF (20,23 mV) obtiveram resultados semelhantes e maiores que os demais grupos.

O GER (16,12 mV) apresentou dados melhores quando comparado ao GENT (6,68

mV).

Em relacdo & média dos resultados de laténcia (ms), ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos GCI (1,69 ms), GENT (1,87 ms) e GCF (1,66

ms). Para o GD, o valor atribuido de 1000 ms foi apenas para anélise estatistica, visto que o

musculo ndo apresentou resposta devido ao procedimento cirurgico de desnervagao.
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4.3 Areas e Diametros das Fibras Nervosas

Tabela 3 — Média (um?) e desvio padréo da &rea das fibras nervosas e média (pum)

e desvio padrdo do diametro menor das fibras nervosas.

Areas das Fibras Nervosas Diametros das Fibras Nervosas

Média DP Média DP

GCI 20,12% 2,18 3,22° 0,39

GENT 16,00° 3,55 4,05% 0,56

GCF 50,76° 3,27 8,59° 0,55
GD o¢ 0 0¢ 0

GER 21,38" 1,81 4,88° 0,93

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Como observados na Tabela 3, os valores obtidos das médias das areas das fibras
nervosas mostram que o GER (21,38 um?) apresentou melhores resultados quando comparado
ao GENT (16,00 pm2), entretanto, nenhum grupo alcangou os dados apresentados pelo GCF
(50,76 pm?).

Na andlise do diametro das fibras nervosas, os grupos GER (4,88 um) e GENT (4,05
pm) ndo apresentaram diferenca significante, e os valores apresentados sdo menores que do
que o GCF (8,59 pum).



4.4  Areas e Diametros dos Axdnios

Tabela 4 — Média (um?) e desvio padréo da &rea dos axdnios e média (um) e

desvio padréo do didmetro menor dos axonios.

Areas dos Axonios

Diametros dos Axdnios

Média DP Média DP

GClI 7,05° 1,19 1,97° 0,47

GENT 5,68 0,74 2,57% 0,39

GCF 15,06" 1,24 4,77° 0,59
GD 0° 0 0¢ 0

GER 715° 1,28 2,83" 0,37

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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Na Tabela 4 podem ser observados que os valores obtidos das médias das areas e

didmetro dos axdnios mostram que o GER e o GENT apresentaram semelhan¢a nos

resultados. Na analise da &rea, os valores foram de 7,15 pm? e 5,68 pm2, no didmetro, os

valores foram de 2,83 um e 2,57 pum, respectivamente. Nenhum dos grupos apresentou

resultado semelhante ao GCF.
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45 Areas e Espessuras das Bainhas de Mielina

Tabela 5 — Média (um?) e desvio padrdo das areas das bainhas de mielina e média

(um) e desvio padréo das espessuras das bainhas de mielina.

. . o Espessura da Bainha de
Area da Bainha de Mielina

Mielina
Média DP Média DP
GCl 7432 1,12 1,522 0,42
GENT 10,32° 3,28 1,48° 0,63
GCF 35,70° 3,03 3,82° 0,80
GD 0° 0 0° 0
GER 14,23¢ 2,67 2,05% 0,77

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Ao se avaliar as medias das areas das bainhas de mielina, 0 GER (14,23 pm?)
apresentou resultado superior ao GENT (10,32 um?). Na avaliagdo da espessura, 0S mesmos
grupos apresentam resultados semelhantes (2,05 pm e 1,48 pum), respectivamente. Nas duas

varigveis analisadas, os grupos citados apresentaram valores inferiores ao GCF.
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5 DISCUSSAO

A metodologia utilizada foi padronizada e os procedimentos cirurgicos realizados por
um Unico operador, garantindo uma maior confiabilidade e precisdo nos resultados obtidos
das varigveis analisadas.

O modelo animal utilizado para esta pesquisa foram ratos (Rattus norvegicus) da
linhagem Wistar. Sdo animais com baixo custo de criagdo, possuem um ciclo bioldgico curto
e, por serem de pequeno porte, sdo de facil manipulacdo. (MATTARAIA; MOURA, 2012). O
Rattus norvegicus possui um genoma conhecido e similaridade génica com seres humanos,
por isso é muito utilizado em pesquisas cientificas. (RAT GENOME SEQUENCING
PROJECT CONSORTIUM, 2004).

Para evitar interferéncias hormonais causadas pela acdo dos hormonios
adenohipofisarios e gonadais decorrentes do ciclo estral presente em fémeas, o que
influenciaria nos resultados da pesquisa, foram utilizados preferencialmente apenas ratos
machos. (CARANDENTE, 1989).

Os estudos das lesbes nervosas periféricas tiveram um grande avango na época das
Guerras Civis e Segunda Guerra Mundial (SIQUEIRA, 2007), e foi a partir desse contexto
que surgiram suas trés classificages, em 1943, segundo Seddon: neuropraxia, axonotmese e
neurotmese. Neste trabalho foi induzida uma lesdo do tipo neurotmese.

Sabe-se que essas lesdes acarretam em perda funcional e sensitiva para o paciente, por
iSS0, para minimizar essas perdas, diversas pesquisas sdo feitas em busca do aprimoramento
de técnicas cirurgicas e tratamentos pos-operatorios. (SATO, 2005).

E notavel que a neurorrafia término-lateral alcanca resultados clinicamente eficientes
(FREY; GIOVANOLI, 2003), por isso sua eficacia tem levado aos ensaios clinicos a
utilizacdo dessa técnica de cirurgia (GEUNA; PAPALIA; TOS 2006), por tratar-se de uma
proposta de tratamento no reparo de lesdes nervosas periféricas, principalmente pela obtencéo
de um reestabelecimento nervoso e crescimento axonal. (DONG et al., 2013; GAO et al.,
2015; LIU et al., 2015; PAPALIA et al., 2012).

Viterbo et al. (2012) compararam dois novos métodos abragantes de sutura de
neurorrafia término-lateral com seu método tradicional: (1) um com a extremidade do coto
distal do nervo fibular comum dividido longitudinalmente em duas partes, com seus axénios
removidos, resultando em abas epi-perineuro as quais foram suturadas “abragando” o nervo
tibial; (2) e o outro, suturado ao nervo fibular comum, “abragcou” com um ponto Unico de
nylon o nervo tibial. Ao final foi concluido que os trés tipos de neurorrafias ndo apresentaram

diferencas relacionadas @ massa muscular e ao nimero de fibras nervosas. Por isso, para essa
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pesquisa, foi utilizada a neurorrafia término-lateral tradicional, coto distal suturado na face
lateral do nervo tibial, por tratar-se de uma técnica mais simples e com menor possibilidade
de dano ao nervo doador por erro cirdrgico.

A estimulagdo elétrica € uma alterativa muito utilizada no ambiente clinico com o
objetivo de potencializar a regeneracéo nervosa e a agdo muscular, evitando e/ou melhorando
0 quadro de atrofia devido a lesdo. Além disso, a manutencéo da atividade muscular aumenta
a liberacdo de fator trofico, que age sobre os neurbnios em regeneracdo, modulando a
plasticidade neuronal. (UDINA; PUIGDEMASA; NAVARRO, 2011).

Segundo a pesquisa realizada por Alves (2012), o tratamento com estimulag&o elétrica
estimulou as propriedades biomecénicas (tensdo méaxima, rigidez e deformidade relativa) do
musculo e promoveu uma modulagdo da deposigdo do coldgeno fibrilar.

A Estimulacdo Russa consiste em uma corrente de média frequéncia alternada de
2.500 Hz (BORGES, 2006) que foi introduzida na década de 1970 para fins eletroterapéuticos
e, posteriormente, utilizada como um tratamento complementar. (DELITTO, 2002). Os
principais empregos clinicos da Corrente Russa sdo para fortalecimento e contragdo muscular
como resposta motora (ROBERTSON et al., 2009), e por estar em uma faixa de alcance
bioldgico de estimulo (entre 0,1 e 200 Hz), a estimulagdo torna-se relativamente confortével.
(NELSON et al., 2003).

Na pesquisa realizada por Maciel et al. (2013), também foram utilizados ratos
submetidos a neurorrafia término-lateral (grupo experimental) os quais receberam
eletroestimulagdo com uma corrente de 1 KHz. Foi observado que o grupo que recebeu a
eletroestimulacio obteve uma melhora do indice Funcional do Fibular maior em relagio ao
grupo ndo estimulado, 60,5% e 9,5%, respectivamente. Também foi notado que os ratos
submetidos & neurorrafia com estimulacéo elétrica alcancaram resultados semelhantes aos dos
ratos do grupo controle. A forca muscular foi outro fator que contribuiu para a melhora
funcional, sendo que o grupo experimental estimulado teve resultado estatisticamente
significante ao grupo ndo estimulado. Neste trabalho pode ser notado que o grupo tratado
(GER) e o grupo ndo tratado (GENT) obtiveram semelhanca estatistica em relacdo a Anélise
Funcional da Marcha (I'ndice Funcional do Ciatico), com resultados de -23,25 e -20,08,
respectivamente.

Rosa Junior et al. (2013) utilizaram uma corrente elétrica de baixa frequéncia em ratos
desnervados com proposito de manutencdo dos aspectos morfolégicos dos masculos Soleo e
EDL. Morfologicamente foi observado que a eletroestimulagdo minimizou a atrofia muscular

dos animais com uma diferenca estatisticamente significante ao se comparar aos néo tratados.
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O grupo eletroestimulado foi o que mais se aproximou do grupo controle final, destacando a
utilidade do tratamento para reparo de lesdes nervosas periféricas.

Outra variavel utilizada para o tratamento de lesbes nervosas periféricas é a
laserterapia. Sabe-se que a irradiagdo do laser interfere na fungdo do nervo, aumentando a
velocidade da condugéo do impulso nervoso (ENDO et al., 2008), o que traz uma melhoria ao
quadro clinico do paciente. E também uma técnica muito vantajosa por ser ndo invasiva, com
habilidade de irradiar nervos lesionados proporcionando uma elevagdo do metabolismo dos
neurdnios e um aumento da producdo de mielina pelas células de Schwann. (REIS et al.,
2008).

A eletroneuromiografia estuda os sistemas nervoso periférico e muscular, avaliando a
integridade funcional dos neurdnios motores periféricos, sensitivos, das placas mioneurais e
dos musculos. (FALOPPA; LEITE, 2013). E um exame complementar de grande importancia
que permite avaliar, por exemplo, a intensidade da lesio (MURADE; NETO; AVANZIO,
2002), buscando prevenir as deficiéncias associadas as lesdes nervosas. (ESER et al., 2009).

Maciel et al. (2013), observaram um aumento do didmetro minimo das fibras nervosas
no grupo experimental em relagcdo ao ndo tratado (8,42 um e 7,19 um), respectivamente, o
que nesta pesquisa ndo foi encontrado diferengas estatisticamente significantes entre GER e
GENT (4,88 pum e 4,05 pm), respectivamente. Eles também encontraram resultados
superiores no grupo experimental em relagdo ao ndo tratado na variavel da &rea da bainha de
mielina (58,39 um? e 40,86 um?), respectivamente, assim como nesta pesquisa em relagéo ao
GER e GENT (14,23 pm? e 10,32 pum?), respectivamente.

Endo et al. (2008) realizaram uma pesquisa utilizando a laserterapia de baixa poténcia
para acelerar a regeneragdo de nervos periféricos lesionados, e notaram uma melhora no
indice Funcional do Ciético (IFC) tanto nos grupos experimentais quanto nos controles (69%
e 45%), respectivamente. Enquanto os resultados desta pesquisa foram de -23,25 e -20,08 para
0 GER e GENT, respectivamente. Endo et al. (2008) também observaram que houve um
aumento na densidade das fibras dos grupos experimentais € uma diminui¢cdo nos grupos
controle, com uma diferenga significante (p=0,001) entre ambos. Neste trabalho também foi
observado um aumento da area das fibras nervosas do GER em relacdo ao GENT (21,38 pm?
e 16,00 um?), respectivamente, contudo ndo houve diferenca estatisticamente significando ao
comparar 0 GER em relacdo ao GCI (20,12 pm?).

Por este trabalho ndo ter alcangado resultados funcionais satisfatdrios, sugere-se que

trabalhos futuros sejam realizados com tempo maior de tratamento pos-cirlrgico.
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6 CONCLUSAO

Baseado na metodologia utilizada pode ser concluido que houve regeneracdo axonal e
melhora da mielinizagdo das fibras nervosas.

Com base nas variaveis morfoldgicas estudadas, pudemos concluir que a Corrente
Russa atuou positivamente na recuperagdo morfoldgica.

Os grupos GER e GENT néo apresentaram diferenca na analise funcional da marcha.
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA

mﬁs“pm PRPPG

Pro-Reitoria

US CORACAO e
Lderes com corapdio

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CEUA - USC

CERTIFICADO

PROTOCOLO N* 24113

A CEUA USC dentro de suas competéncias e seguindo normas vigentes no
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal - CONCEA analisou o
projeto “EFEITO DA ESTIMULACAO ELETRICA COM CORRENTE DE MEDIA
FREQUENCIA NO REPARO MORFOLOGICO DO NERVO FIBULAR DE RATOS APOS
NEURORRAFIA TERMINO-LATERAL", sob a responsabilidade do pesquisador Prof Me.
Carlos Henrique Fachim Bortoluci e o considerou APROVADO com as seguintes
recomendacgies:

1. O procedimento de analgesia com paracetamol ndo relata a dosagem a ser
utilizada por wvia oral (no protocolo). No projeto indica o uso de
paracetamol ou de AAS, esclarecer qual dos métodos serd realmente
empregado;

2. Ajustar a dose do anestésico (xilasina: 10mg/ks de peso animal), a
dosagem da quetamina esta correta

Bauru, 16 de Dezembro de 2013.

Dra. Dulce H. |. Constantino
Presidente CEUA - USC Secretaria CEUA - USC



