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RESUMO

Introducdo: Lesbes de nervos periféricos por neurorrafia podem levar a uma perda
funcional elevada ao paciente. Devido a este fator, muitas pesquisas buscam propor técnicas
para melhorar a funcionalidade de um musculo reinervado. A Neurorrafia Término-Lateral
(NLT), sem lesdo no nervo doador, trouxe grande contribuicéo, pois a partir desta descoberta,
qualquer nervo pode ser utilizado como nervo doador sem prejuizos para este ou para as
estruturas por ele inervadas. Entretanto, ap6s uma neurorrafia, 0 tempo para a regeneracdo
axonal determinard atrofia das fibras musculares. A estimulaco elétrica preveniria este fator
negativo. Objetivo: Esta pesquisa teve como objetivo estudar a eficiéncia da estimulagéo
elétrica na regeneracdo do musculo extensor longo dos dedos apds sec¢do e neurorrafia
termino-lateral do coto distal do nervo fibular & face lateral do nervo tibial. Metodologia:
Foram utilizados 48 ratos Wistar, machos, com 80 dias de vida, fornecidos pelo Biotério
Central da Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB/UNESP. Os animais foram divididos,
aleatoriamente nos seguintes grupos: Grupo Controle Inicial (GCI) com 8 animais, Grupo
Controle Cirargico 90 dias (GCC90) com 8 animais, Grupo Neurorrafia Término-Lateral com
Estimulacdo Aussie 90 dias (EA90) com 8 animais, Grupo Neurorrafia Término-Lateral com
Estimulagdo Russa 90 dias (ER90) com 8 animais, Grupo Desnervado 90 dias (GD90) com 8
animais e Grupo Controle final 90 dias (GCF90) com 8 animais. Foram realizadas analises
funcionais, eletrofisiolégicas e morfométricas dos tecidos musculares dos ratos de todos 0s
seis grupos, comparando a resposta da regeneragdo trofica do tecido muscular. Resultados: A
resposta do grupo EA90 e ER90 foram superiores ao grupo nao tratado, entretanto ndo foram
observadas diferengas entre as correntes utilizadas. Conclusdo: Com base na metodologia
apresentada podemos concluir que as correntes Russa e Aussie favorecem a regeneragéo
nervosa e muscular e propiciam uma melhora funcional e morfoldgica ao individuo com lesdo
nervosa periférica apos a neurorrafia término-lateral.

Palavras-Chave: Neurorrafia Término-Lateral. Eletroestimulagdo. Nervo Fibular. Mdsculo
Extensor Longo dos Dedos.



ABSTRACT

Injury in peripheral nerve neurorrhaphy can lead to high functional loss to the patient.
Due to this factor, many studies seek to propose techniques to improve the functionality of a
muscle reinervation. The neurorrhaphy end to side (NLT), without injury to the donor nerve,
brought great contribution, because from this discovery, any nerve can be used as donor nerve
without harming themselves or for the structures innervated by it. However, after
neurorrhaphy, the time for axonal regeneration determine atrophy of muscle fibers. Electrical
stimulation would prevent this negative factor. This research aimed to study the efficiency of
electrical stimulation on muscle regeneration after long extensor digitorum section and end-
side neurorrhaphy the distal stump of the peroneal nerve to the side aspect of the tibial nerve.
Rats wistar were used, 48 males with 80 days old, provided by the Central Animal Vivarium
of the Botucatu - School of Medicine - FMB / UNESP. The animals were divided randomly
into the following groups: Group Control Initial (GCI) with 8 animals, control group Surgical
90 days (GCC90) with 8 animals, neurorrhaphy Group End to Side with Aussie stimulation
90 days (EA90) with 8 animals, group neurorrhaphy End to Side with Russian stimulation 90
days (ER90) with 8 animals, denervated group 90 days (GD90) with 8 animals and end group
control 90 days (GCF90) with 8 animals. Functional analyzes were performed
Electrophysiological and morphometric of the muscular tissues of the rats of all six groups
comparing the response of trophic muscle tissue regeneration. The response of the EA90 and
ER90 group were superior to the untreated group, but no differences were observed between
the chains used. Based on the methodology presented we can conclude that Russian current
and Aussie favor the nervous and muscle regeneration and provide a functional and
morphological improvement to the individual with peripheral nerve injury after the end-side
neurorrhaphy.

Keywords: Neurorrhaphy Finish-Side. Electrostimulation. Peroneal Nerve. Muscle Extensor
Digitorum Longus.
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1 INTRODUCAO

Os traumas, como acidentes automobilisticos ou quedas e acidentes industriais com
objetos perfuro cortantes levam a lesdes nervosas periféricas, que causam perda funcional
importante para esses pacientes (ROBINSON, 2000) e, dependendo de sua natureza e
extensdo, podera ocasionar de uma simples compressdo do nervo até sua transec¢do completa
com ou sem perda de tecido (SUNDERLAND, 1990). Esforgos tém sido conduzidos na busca
por aprimorar técnicas cirurgicas e tratamentos posteriores com a finalidade de melhorar as
condigdes de vida destes pacientes. (SATO, 2005).

Apbs uma lesdo do nervo periférico, ocorrem alteracdes morfoldgicas, fisioldgicas,
moleculares e metabdlicas no segmento distal & lesdo, em alguns nodos terminais do coto
proximal e no corpo celular do neurbnio. Esta série de alteracBes sdo denominadas de
degeneracdo “Walleriana” e propiciam o meio adequado & regeneracdo dos axénios (FU &
GORDON, 1997). Por conseguinte, as células de Schwann irdo proliferar dispondo-se em
corddes paralelos, originando as bandas de Biinguer, pelas quais os brotos emitidos pelo coto
proximal serdo guiados até o tecido-alvo (DEUMENS, et al., 2010). O periodo de regeneracio
axonal poderd levar meses, contudo, esse tempo dependera de alguns fatores, tais como a
preservacéo dos tubos endoneurais e a distancia do coto proximal para o tecido-alvo. (GU et
al., 2011).

Embora o processo regenerativo esteja prognosticado, o periodo de convalescéncia
implicard em perdas funcionais e estruturais, justificadas pela desnervacdo parcial (KERN et
al., 2010). Tais prejuizos funcionais seriam caracterizados, principalmente, pela reducdo do
tonus muscular e, consequentemente, da sua capacidade de gerar forca (MINAMOTO, 2007).
Sob uma 6tica ultraestrutura, a auséncia de estimulo tréfico dos neurdnios, acarretaria em
atrofia da fibra muscular, reducdo na area de seccdo transversa da fibra e, também, na
transicdo de todas as fibras, independente de sua morfologia anterior, para fibras do tipo
répidas (FITTS et al., 2001). Além disso, pesquisadores tem afirmado que um longo periodo
de desnervacdo resultaria na invasdo de células adiposas (RODRIGUES et al., 2005;
DAVATZ et al., 2007) seguindo- se de apoptose das fibras musculares. (DAVATZ et al.,
2007).

Existem varias técnicas que tentam minimizar estes déficits, com o objetivo de
devolver totalmente ou parcialmente este comprometimento causado pela leséo (DEUMENS
et al., 2010). Assim estudos nas mais variadas areas do conhecimento cientifico, como

biologia molecular, microcirurgia, morfologia, indutores de crescimento (SEDDON, 1943),
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por meio de acBes conjuntas buscam encontrar uma técnica que permita melhor recuperacéo
funcional do nervo lesado. (RADTKE; VOGT, 2009).

Em 1943, Seddon classificou as lesdes nervosas periféricas em trés tipos segundo o
nivel de gravidade: neuropraxia, axonotmese e neurotmese. A neuropraxia consiste apenas na
desmielinizagdo das fibras nervosas sem interrupcdo axonal, sendo de regeneragdo répida e
espontanea. Na axonotmese ocorre a perda da continuidade axonal e da bainha de mielina,
contudo ainda ha um potencial de regeneracdo espontdnea, porém algumas técnicas
fisioterapéuticas séo utilizadas para potencializar o reparo nervoso. A neurotmese, por sua
vez, refere-se & lesdo de pior prognostico por tratar-se da seccéo total do nervo interrompendo
0 crescimento axonal.

Sunderland, em 1951, descreveu as lesdes em cinco diferentes graus: o primeiro
equivale a neuropraxia; o segundo, a 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).

A classificacdo das lesbes por Seddon é simples e relevante aos eletrofisiologistas,
enquanto a de Sunderland é a mais utilizada por médicos cirurgides a fim de avaliar a melhor
opcéo de cirurgia de reparo. (CHHABRA et al., 2014).

No reparo de lesBes de nervos periféricos, 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).

Viterbo & Viterbo et al., (1992) propuseram a Neurorrafia Término-Lateral sem lesdo
no nervo doador e, até mesmo, sem a remocéo do epineuro (Viterbo et al., 1994a e b). Com
trabalho experimental em ratos, Viterbo et al. (1992) realizaram a secgéo do nervo fibular, que
inerva o masculo tibial cranial (MTC), e seu coto distal foi suturado a face lateral do nervo
tibial intacto, sem a remocdo do epineuro. Obtiveram, pela primeira vez, reinervagao
muscular sem prejuizo ao nervo doador. Foi grande a contribuicdo desta técnica, pois, a partir
dela, qualquer nervo pode ser utilizado como nervo doador sem prejuizos para este ou para as
estruturas por ele inervadas.

O uso da estimulac&o elétrica para aumentar o desempenho do musculo esquelético, ja
é aceito e demonstrado em estudos experimentais e clinicos. (RUFFIN & KININGHAM,
1993; SNYDER-MACKLER et al., 1994; SOO et al., 1988).

A estimulacdo elétrica com finalidade regenerativa, embora controvertida,
(WILLIAMS, 1996; NEMETH, 1982; KANAYA and TAJIMA, 1992; INIGO, 1998; SOUZA
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DEL CARLO and VILORIA, 2001; KOTWAL and SCHMIDT, 2001; CARVALHO et al.,
2002), tornou-se objeto de estudo na recuperagéo funcional muscular, pois a mesma pode ser
aplicada como método de prevencdo da atrofia muscular que retardaria e, em alguns casos,
evitaria a perda de tecido muscular resultante de um periodo de inatividade ou por
desnervagéo.

Parte do efeito da aplicagdo da EE (Eletroestimulagéo) pode estar na facilitagdo neural
em funcdo de um nimero maior de unidades motoras ativas e aumento na taxa de impulsos ou
em um padrdo mais eficiente de recrutamento. (RUFFIN & KININGHAM, 1993;
MCINTYRE & ROBERTSON, 1992; FOX, 1975).

Como no caso do nervo isquidtico em ratos, em que o animal é submetido & analise 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 contracdo tetanica. (DE MEDINACELLLI et al., 1982; BAIN et al., 1989; SATO,
2005).

Alguns trabalhos confirmaram através de registro de atividade que ocorrem passagens
de estimulos elétricos no musculo reinervado, porém, ainda ndo se conhece todas as
possibilidades de recuperacdo de uma musculatura reinervada por Neurorrafia Término-
Lateral. (GIOVANOLI et al., 2000; ISAACS et al., 2005).

Entretanto, o masculo reinervado deveria apresentar caracteristicas fisiolgicas que
permitam boa funcéo, pois a necessidade funcional de um paciente vai além da passagem do
estimulo pela juncdo entre o nervo doador e o nervo receptor. Uma das caracteristicas mais
importantes que um mdsculo integro deve apresentar é a capacidade de produzir tensdo
durante a contragdo objetivando promover movimento. (ENOKA, 2000).

Com objetivo de reduzir os déficits ocasionados pelo quadro de desnervagdo, diversas
estratégias fisioterapéuticas tém sido propostas. Na esfera da reabilitacdo neuromuscular, a EE
tem surgido como um método de tratamento promissor, sendo objeto de investigagcdo em
laboratérios do mundo todo. Sendo que a Corrente Russa tém sido a mais indicada para uso
no aumento da forca e trofismo muscular. Corrente Russa € uma corrente alternada (AC) com
uma frequéncia de 2,5 kHz, com Burst de 4 ms e com um ciclo de trabalho de até 50%.

A corrente Aussie € uma corrente elétrica terapéutica alternada com frequéncia na
faixa de 1 kHz com alguma semelhanca em relacdo a Corrente Russa. A diferenga esti no
valor da corrente em kHz utilizada, bem como no formato de onda. A corrente Russa

apresenta duragdo de pulso de 4ms, j a corrente Aussie apresenta duracéo de 2ms.
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Estudos sugerem ainda, que para uma estimulacdo motora intensa e eficiente, com
desconforto minimo, a frequéncia de 1000 Hz ou 1 kHz deve ser utilizada combinada com a
modulag&o em Burst com duragéo de 2 ms. (WARD, 2007).

A principal justificativa para aplica¢do da EE durante o periodo de desnervagéo é que
esta minimizaria a atrofia das fibras musculares (HASEGAWA et al., 2011) e que tal efeito
seria explicado pela capacidade da EE conseguir manter a agdo contratil do musculo. Outra
justificativa é que a EE também estimula a proliferacdo de células satélites e diminui a taxa de
apoptose das fibras musculares em desuso (GUO et al.,, 2012), eventos considerados
determinantes para regenera¢do muscular. (KONOFAOS et al., 2013).

A resisténcia & fadiga muscular € um fator de extrema importancia dentro de
procedimentos de reabilitacdo envolvendo a recuperagdo dos musculos esqueléticos,
particularmente quando se faz opgéo de uso de uma corrente excito motora (Russa e Aussie).
(WARD, 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a eficicia da estimulagio elétrica através das Correntes Elétricas Aussie e
Russa na regeneracdo funcional e morfolégica da musculatura estriada esquelética apés

neurorrafia-término-lateral no nervo fibular de ratos.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Pesquisar o0 uso da estimulagéo elétrica na manutencdo dos aspectos funcionais
e morfol6gicos do musculo extensor longo dos dedos;

o Comparar os resultados obtidos no grupo experimental eletro estimulado com o
grupo experimental sem eletroestimulagéo;

o Comparar os resultados dos grupos experimentais e ver qual obteve melhor
resultado em comparagéo com o grupo controle;

o Comparar os resultados funcionais com os resultados morfoldgicos e verificar

se apresentam resultados semelhantes.
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3 METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado na USC - Universidade Sagrado Coracdo (treinamento,
aplicacdo da estimulacdo elétrica, analise funcional, sacrificio dos animais, coleta das

amostras histoldgicas e morfometria).

3.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos realizados estdo de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), que recebeu o protocolo ap6s analise do Comité de Etica.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da UNESP — Universidade Estadual
Paulista, da Faculdade de Medicina — campus Botucatu, protocolado com o nimero 1042-
2013. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da USC — Universidade Sagrado
Coragdo — campus Bauru.

Foram utilizados 48 ratos (Rattus norvergicus) da linhagem Wistar, machos com 80
dias de vida. Os animais foram divididos em grupos experimentais e controles. Os animais

foram sacrificados com 90 dias.

3.2  GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os ratos foram agrupados em: Grupo Controle Inicial (GCI) com 8 animais, Grupo
Controle Cirurgico 90 dias (GCC90) com 8 animais, Grupo Neurorrafia Término-Lateral com
Estimulacdo Aussie 90 dias (EA90) com 8 animais, Grupo Neurorrafia Término-Lateral com
Estimulagdo Russa 90 dias (ER90) com 8 animais, Grupo Desnervado 90 dias (GD) com 8
animais e Grupo Controle Final 90 dias (GCF) com 8 animais.

No Grupo GD90, com 8 animais, 0 nervo fibular foi seccionado e seus cotos foram
invertidos 180 graus. O coto distal foi fixado & musculatura subjacente. O coto proximal foi
transpassado por uma incisdo na musculatura glitea e suturado no plano subcutaneo a fim de
impedir reinervagdo motora, como na Figura 2.

Nos Grupos GCI e GCF com 8 animais cada, o nervo foi mantido intacto, sem
nenhuma alteracdo, como na Figura 1.

Nos Grupos EA90, ER90 e GCC90, com 8 animais cada, o nervo fibular foi

seccionado e seu coto proximal encurvado medialmente 100 graus, a musculatura adjacente
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foi transfixada e suturada na face superficial dessa musculatura, impedindo dessa forma, a
regeneracdo espontanea. O coto distal do nervo fibular foi encurvado, aproximadamente 80
graus, e suturado lateralmente ao nervo tibial, como na Figura 3. Nos grupos EA90 e ER90,
apés a cirurgia, 0s animais receberam estimulacdo elétrica Aussie e Russa respectivamente,

no musculo extensor longo dos dedos como parte do tratamento.

Figura 1 — Esquema demonstrativo dos grupos GCI e GCF.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 2 — Esquema demonstrativo do GD.
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Figura 3 - Esquema demonstrativo dos GCC90, EA90 e ER90.
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.3 CIRURGIA

Todos os procedimentos cirdrgicos e de coleta foram realizados pelo pesquisador,
padronizando-se dessa forma, o processo. Para cada procedimento cirdrgico, 0s animais foram
anestesiados com ketamina (80 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) intramuscular, e realizada
tricotomia.

A Ketamina € um anestésico geral de uso injetavel via intravenosa direta, cujo
mecanismo n&o é bem conhecido (BPR GUIA DE REMEDIOS®, 2010-2011). Promove um
estado de inconsciéncia denominado de anestesia “dissociativa”, na qual ha uma aparente
interrupcdo seletiva na conducédo de alguns estimulos ao cérebro, levando a uma diminuigo
da resposta ao sistema nervoso central. A analgesia da Ketamina é atribuida ao blogueio da
transmissdo do impulso doloroso ao tdlamo e centros dolorosos localizados em areas corticais.
Possui absorcdo e distribuicdo rapidas nos tecidos perfundidos, incluindo o cérebro, e é
metabolizada no figado. E indicada em intervengdes curtas, cirtrgicas e de diagndstico, que
ndo requerem relaxamento do masculo esquelético. (P.R. VADE-MECUM, 2009-10).

A Xilazina provoca nos animais um estado de sedagdo e um alto grau de analgesia,
cuja profundidade depende da dose utilizada. Também produz um acentuado relaxamento
muscular generalizado. A analgesia é produzida por estimulacdo dos alfarreceptores
periféricos e centrais. N&do produz excitagdo e apresenta grande poder anestésico reversivel

que se caracteriza pelo bloqueio do impulso nervoso.
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A face dorso-lateral do membro posterior direito, sofreu incisdo de 3 cm
longitudinalmente ao maior eixo do membro, comprometendo pele e tecido subcutaneo com
posterior divulsdo da musculatura. Apos, foi realizado o procedimento de acordo com o grupo

experimental.

Figura 4 - Procedimento cirurgico realizado na face dorso-lateral.

A
') k.

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 5 - Exposi¢cdo do nervo fibular para a realizagdo da

mino-lateral.

Fonte: Elaborado pela autora.
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As cirurgias foram realizadas com o auxilio de microscopio cirargico DF Vasconcelos.

A neurorrafia foi realizada com fio monofilamentar de nylon 10-0 com agulha
cilindrica e circular, sem retirada de janela de epineuro e com dois pontos simples. Ap6s o
procedimento, a incisdo foi suturada por planos com pontos simples utilizando-se fio
monofilamentar de nailon 4-0 na musculatura e pele.

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

No poés-operatério 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. Foram usadas as drogas até
ndo haver mais sinais de dor. A analgesia pos-operatoria foi feita com acetaminofenol
(paracetamol) 2 mg/mL de agua, administrados de forma subcuténea, e também, na 4gua do

bebedouro.

3.4  ESTIMULACAO ELETRICA

A estimulacdo elétrica Aussie teve inicio com cinco dias de pds-operatorio. Os
animais do grupo EA90 foram submetidos a trés sessdes semanais durante 90 dias, totalizando
12 e 24 sessOes respectivamente. Receberam estimulacdo elétrica para o musculo extensor
longo dos dedos com corrente Aussie, com frequéncia carrier de 1000 HZ, Sincronizada, com
frequéncia de base de 1 Khz, frequéncia modulada em 30 e 100 Hz, com duracdo de 2 ms,
tempo de contracdo de 10 segundos por 20 segundos de relaxamento, durante 10 minutos cada
modulacdo. A corrente inicial foi aquela suficiente para promover a contracdo muscular. Foi
utilizado estimulador elétrico Neurodyn® 4 Canais da empresa Ibramed.

A estimulacéo elétrica Russa teve inicio com cinco dias de pds-operatério. Os animais
do grupo ER90 foram submetidos a trés sessdes semanais durante 90 dias, totalizando 12 e 24
sessOes respectivamente. Receberam estimulagdo elétrica para o musculo extensor longo dos
dedos com corrente Russa, com frequéncia carrier de 2500 HZ, Sincronizada, com frequéncia
de base de 2,5 Khz, frequéncia modulada em 30 e 100 Hz, com duragéo de 4 ms, tempo de
contragdo de 9 segundos por 18 segundos de relaxamento, durante 10 minutos cada
modulacdo. A corrente inicial foi aquela suficiente para promover a contracdo muscular. Foi

utilizado estimulador elétrico Endophasys® - KLD® 4 Canais da empresa Ibramed.
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Foram utilizadas frequéncias moduladas de 30 e 100 Hz para estimular os dois tipos de

fibras, vermelha e branca, respectivamente.

Figura 6 - Ratos encapsulados recebendo estimulacao elétrica.

Fonte: Elaborado pela autora.

Os animais foram estimulados acordados e sem anestesia. Para isto foi desenvolvida
uma capsula metélica com abertura posterior para a cauda e duas aberturas laterais para
fixacdo dos membros posteriores. Apds esta imobilizacdo, os eletrodos de um centimetro
quadrado de area foram fixados sobre o ventre dos respectivos muasculos. Para aplicacdo da

estimulacao elétrica foram utilizados eletrodos autoadesivos.

3.5 TESTE DE MARCHA

Apos os 90 dias de tratamento, os animais foram submetidos & avaliacéo funcional e,
para isto, um a um, caminharam por um aparelho chamado CatWalk™ (Figura 9), o qual,
automaticamente, registrou as pegadas no assoalho, que foram utilizadas para analise
funcional. Este procedimento foi repetido duas vezes com cada animal. Os dados foram
submetidos ao tratamento estatistico obedecendo ao indice de p < 0,05 para todas as amostras.



Figura 7- Aparelho CatWalk™
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Fonte: Elaborado pela autora.
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3.6 TESTE DE FORCA

O tendéo distal do MTC foi seccionado e conectado a um transdutor de forga FT03
Grass Technologies Company, Astro-Med, Inc. (West Warwick, RI), através do uso de um fio
monofilamentar de nailon 4-0. O comprimento ideal do mdsculo foi mantido em uma carga de
pré-tensao de 0,18 N e foi zerada entre os testes.

A estimulacdo elétrica foi aplicada diretamente do musculo tibial cranial exposto. O
teste consistiu em trés aplicagcOes sequenciais de um segundo de duragdo, com a tensdo
muscular reajustada entre as mensuracdes. A contracdo tetanica foi realizada com estimulo de
100 mA e frequéncia de 100Hz.

3.7  TESTE ELETROFISIOLOGICO

Para a realizacdo do teste eletrofisiologico a temperatura ambiente foi mantida em
torno de 25°C.

O teste eletrofisiolégico foi realizado antes da eutanasia dos animais.

Apoés anestesia com ketamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg) intramuscular, os
animais foram imobilizados em deculbito ventral. Foram realizadas tricotomia e ampla inciséo
no membro posterior previamente operado, permitindo acesso aos nervos isquiatico, fibular
comum, tibial e mdsculo tibial cranial. O potencial de acdo composto foi registrado por
eletrodos de agulha ativo e de referéncia.

O eletrodo vermelho (referéncia) foi colocado no tenddo do mdsculo tibial cranial do
rato; o eletrodo preto (ativo), no ventre do musculo tibial cranial do rato, e o eletrodo cinza

(dispersivo), introduzido em local distante da regido estudada.
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Figura 9 - Realizacdo da Eletroneuromiografia.

Fonte: Elaborado pela autora.

Os eletrodos registraram 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 & 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.

A avaliacdo 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 0s 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.
3.8  COLETA DAS PECAS HISTOLOGICAS E SACRIFICIO
Apos a realizagdo dos procedimentos cirurgicos, os animais receberam dose letal de

pentobarbital sodico (150 mg/kg) e lidocaina a 2% (10 mg/kg), administrados

intraperitonealmente.
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Os musculos foram retirados e colocados em soro fisiolégico, tiveram suas massas
aferidas e foram mantidos imersos em nitrogénio liquido (-196°C) até o momento do

processamento histoldgico.

3.9 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DO MUSCULO EXTENSOR LONGO DOS
DEDOS (EDL)

Os mdasculos foram congelados em nitrogénio liquido, e submetidos a seccgbes
transversais de 10 pum em criostato Leica CM1850. As seccOes foram realizadas na regido
central, transversalmente ao maior eixo do muasculo. Foram realizados de 4 a 6 cortes de um
mesmo musculo possibilitando a escolha, durante a analise, de um corte com menos artefatos
histoldgicos. Os cortes histol6gicos foram corados pela técnica de Hematoxilina—Eosina (HE).

As laminas foram identificadas com o nimero de registro no laboratério para que o
pesquisador ndo saiba a qual grupo o animal pertencia. A numeragao real foi revelada apenas

no momento da anélise estatistica.

3.10 DIGITALIZACAO DAS IMAGENS DOS MUSCULOS

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

Foram selecionadas, aleatoriamente, 5 imagens de diferentes campos de um mesmo
corte histologico (uma de cada quadrante mais o centro) de cada lamina e foi utilizado

aumento de 100 vezes para a analise das fibras musculares.

3.11 MORFOMETRIAS DAS FIBRAS MUSCULARES

As imagens digitalizadas e salvas foram analisadas através de medidas de é&rea,
didmetro minimo e perimetro das fibras musculares e do musculo como um todo. As medidas
foram feitas de modo semiautomatico, utilizando-se software Image Pro Plus 6.0. Foram

aferidas aleatoriamente 220 fibras por animal.
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3.12 ANALISE ESTATISTICA

Quando comparados os grupos, foi utilizado o teste de analise de varidncia (ANOVA),
seguido pelo teste de TUKEY, quando detectada diferenca significativa. Em todas as analises,

foi utilizado o nivel de significancia p 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 ANALISE FUNCIONAL DA MARCHA

A média dos resultados da andlise funcional da marcha (Figura 10) (Tabela 1)
demonstrou que o EA90 e ER90 obtiveram resultados semelhantes entre si e os melhores
resultados entre os grupos que realizaram neurorrafia. Nenhum grupo apresentou resultados
semelhantes ao GCF, entretanto, todos apresentaram resultados significativamente superiores
ao GD.

Figura 10 - Gréfico com as médias obtidas pela anélise de
marcha.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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Tabela 1 — Tabela com média e desvio padrdo da Anélise Funcional nos grupos

estudados.
Analise Funcional

Média DP
GCl 11,12 2,77
GCC90 -25,84° 3,71
EA90 -23,25° 1,86
ER90 -22,67° 2,09
GCF -9,51° 2,30
GD -54,05" 41,78

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

4.2  ANALISE ELETROFISIOLOGICA

A média dos resultados de amplitude (mV) demonstrou que o EA90 e ER90 obtiveram
resultados semelhantes entre si e os melhores resultados entre os grupos que realizaram
neurorrafia. Nenhum grupo apresentou resultados semelhantes ao GCF, entretanto, todos
apresentaram resultados significativamente superiores ao GD. Os resultados da amplitude

podem ser observados na (Figura 11) (Tabela 2).
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Figura 11 - Gréafico da média da amplitude (mV).
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Tabela 2 - Tabela com média e desvio padrdo de amplitude da Andlise
Eletrofisioldgica.

Andlise Eletrofisiologica - Amplitude

Média DP

GCl 20.17° 152
GCC90 6,68° 0,63
EA90 16,12° 0,99
ER90 16,16° 1,04
GCF 20,53 1,84
GD 0,00¢ 0,00

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

Em relacdo & média dos resultados de laténcia (ms), ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos EA90 e ER90 e os mesmos ainda apresentaram os melhores

resultados entre os grupos que realizaram neurorrafia. Nenhum grupo apresentou resultados
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semelhantes ao GCF, entretanto, todos apresentaram resultados significativamente superiores
ao GD.

Os resultados de laténcia podem ser observados na (Figura 12) (Tabela 3).

Figura 12 - Gréfico da média da laténcia (ms).
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Tabela 3 - Tabela com média e desvio padrdo de laténcia da Andlise
Eletrofisioldgica.

Andlise Eletrofisioldgica - Laténcia

Média DP

GCl 1,69° 0,03
GCC90 1,91° 0,05
EA90 1,85° 0,02
ER90 1,85° 0,02
GCF 1,67° 0,04
GD 1000,00° 0,00

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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43 FORCA MUSCULAR

A média dos resultados da Forga Muscular (N) demonstrou que o EA90 e ER90
obtiveram resultados semelhantes entre si e os melhores resultados entre os grupos que
realizaram neurorrafia. Nenhum grupo apresentou resultados semelhantes ao GCF, entretanto,
todos apresentaram resultados significativamente superiores ao GD.

Os resultados da forga podem ser observados na (Figura 13) (Tabela 4).

Figura 13 - Grafico da média de for¢a muscular (N).

FORCA
1.5

N N
stb ‘39

Grupos

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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Tabela 4 - Tabela com média e desvio padrdo da Analise da Forca Muscular.

Andlise da Forca Muscular

Meédia DP

GCl 0,69% 0,03
GCC90 0,65% 0,02
EA90 0,72° 0,03
ER90 0,80° 0,02
GCF 1,00° 0,03
GD 0,23° 0,01

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

44  MORFOMETRIA DAS FIBRAS MUSCULARES

A média dos resultados da morfometria, area (um?) e didmetro (um) demonstraram
que o EA90 e ER90 obtiveram resultados semelhantes entre si e os melhores resultados entre
0s grupos que realizaram neurorrafia. Nenhum grupo apresentou resultados semelhantes ao
GCF, entretanto, todos apresentaram resultados significativamente superiores ao GD.

Os resultados da area podem ser observados na (Figura 14) (Tabela 5).



Figura 14 - Gréfico da média da &rea da fibra muscular (um?).

Areas das Fibras do m. EDL

4000-
a
3000- a
-
N —
£ 20004}
d
1000-
0 .
Q Q Q
& & ©
Grupos

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

Tabela 5 - Tabela com média e desvio padrdo de area da Analise Morfométrica

(um?). ,
Analise Morfométrica - Area
Média DP

GCl 2414,50° 145,17
GCC90 1787,38" 118,68
EA90 254775 497,75
ER90 2877,50° 142,14
GCF 3569,88° 239,86
GD 748,75" 67,35

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

Os resultados do didmetro podem ser observados na (Figura 15) (Tabela 6).



Figura 15 - Gréafico da média do didmetro minimo da fibra
muscular (um).
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Tabela 6 - Tabela com média e desvio padrdo de didmetro da Andlise

Morfométrica (um).

Analise Morfométrica - Diametro

Média DP

GCl 4875 1,04
GCC90 36,50" 0,93
EA90 46,50 4,24
ER90 51,38° 1,60
GCF 61,00° 1,85
GD 12,50¢ 1,20

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

35
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5 DISCUSSAO

O modelo animal (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar foi escolhido nesta pesquisa
por Vvérios motivos: sdo doceis, permitindo facil manuseio, apresentam resisténcia
imunoldgica e sua manutencéo requer baixo custo financeiro. Além dessas caracteristicas ja
citadas, podemos destacar especialmente o padrdo isogénico semelhante ao ser humano. O
animal apresenta uma taxa de regeneragéo e degeneragdo nervosa e muscular parecida e bem
relatada em varios estudos, fazendo que a relagéo cobaia e ser humano, mesmo apresentando
um metabolismo mais acelerado, sejam interpretados com tranquilidade. Essas caracteristicas
fazem com que o rato Wistar seja um modelo consagrado na reparacgéo de nervos periféricos.
(CLOUTIER et al., 2013; GEORGIOU et al., 2013; HUNDESHAGEN et al., 2013; SU et al.,
2013).

A escolha do género masculino deve-se ao fato de uma escolha metodoldgica da qual
se diminua uma variavel no estudo, pois animais do género feminino poderiam apresentar
alteragdes dos ritmos hormonais, 0 que causaria variagdes nos resultados. Como relatado por
Kovacic et al., (2009), os horménios femininos promovem efeitos neurotréficos na
regeneracdo de nervos periféricos, entretanto autores relatam prejuizos quando se realizado
experimentos com animais do género feminino. (KANE et al. 2002).

E importante a escolha de animais jovens, porque além de serem os mais utilizados, e
por isso, apresentarem uma maior margem para comparacéo, sabe-se que quanto mais idoso o
animal, mais lentos s&o os fendmenos envolvidos na reparacdo dos nervos periféricos. (ZOU
et al., 2013; SAYGILI et al.,, 2012.).

O anestésico utilizado foi a associacdo do Cloridato de Ketamina com o Cloridato de
Xilazina, porque é uma das mais utilizadas em animais de pequeno porte. Apresenta na sua
associacdo além do sedativo o relaxante muscular, que atua na vasoconstricdo, evitando
sangramentos extensos, que Sdo preocupantes em animais como o rato, o qual apresenta baixo
peso, pequena &rea corporal e alto metabolismo. Por essas razbes essa associagdo €
vastamente utilizada por outros pesquisadores. A via de administragdo escolhida foi a
intramuscular, por proporcionar sedagdo gradativa por maior tempo utilizando uma
concentragdo de anestésico baixa (0,10ml/100g), j& que a cirurgia experimental empregada
desprende um tempo grande de trabalho (DUPLAS et al., 2001). Outros autores utilizam vias
de administracdo diferentes, como por exemplo, a intraperitoneal, a qual apresenta uma
sedacdo mais rapida e maior absor¢do, empregada em estudos que € necessario um tempo

menor de sedacgdo da cobaia.
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O mausculo EDL, é um musculo de contragdo répida, e se contrai somente quando é
exigido por algum movimento, apresenta predominio em sua composicéo de fibras do tipo FG
(fast glycolity), portanto e fatigavel facilmente e é conhecido como musculo branco. Este
musculo é relatado na literatura na investigacdo da resposta apos reinervagdo de nervos
periféricos. (MINATOMO, 2007; RADTKE et al., 2009).

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 no
qual surgiram suas trés classificagdes, em 1975, segundo Seddon: neurotmese, axonotmese e
neuropraxia.

A leséo classificada como neurotmese por Seddon (1943), mais especificamente a grau
V, classificada por Sunderland (1978) é a injuria de nervo periférico mais grave e com a
menor perspectiva de melhora, sendo o reparo cirrgico obrigatdrio nesses casos. Quando ndo
h& perca de tecido neural o reparo cirirgico € feito através da neurorrafia termino-terminal,
que quando feita por um cirurgido experiente e no periodo de até seis horas apds a lesdo, a
evolucdo do quadro é positiva, mas com resultados funcionais ainda limitados e demorados.
(BATISTA et al., 2010, TOBY et al., 1996).

Quanto ao tipo de leséo realizada, esse estudo baseia-se no tipo neurotmese. E para
que ela ndo evolua para um quadro de neuroma de amputacéo, é necessario uma cirurgia de
reparo (ARSLANTUNALLI et al., 2014). Optou-se pela neurotmese com perda tecidual, por
ser a lesdo mais grave e de mais dificil recuperacdo, dessa forma, a atrofia das fibras
musculares teriam maior possibilidade.

Sabe-se que essas leses 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 and GIOVANOLLI, 2003). Sua eficacia tem levado aos ensaios clinicos a utilizagdo
dessa técnica de cirurgia. (GEUNA, PAPALIA and TOS 2006).

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 dividido longitudinalmente em duas partes, com seus axonios
removidos, resultando em abas epi-perineuro nas quais foram suturadas “abragando” o nervo
tibial; (2) e o outro, suturado ao nervo fibular, “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 é uma alterativa muito utilizada no ambiente clinico com o
objetivo de potencializar a regeneracdo nervosa e a agdo muscular, evitando e/ou melhorando
0 quadro de atrofia devido & lesdo. Segundo a pesquisa realizada por Alves (2012), o
tratamento com estimulagdo elétrica estimulou as propriedades biomecénicas (tensdo méaxima,
rigidez e deformidade relativa) do musculo e promoveu uma modula¢do da deposi¢do do
colageno fibrilar.

Outra variavel utilizada para o tratamento de lesbes nervosas periféricas é a
laserterapia. Sabe-se que a irradiacdo 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 producéo de mielina pelas células de Schwann. (REIS et al.,
2008).

A eletroneuromiografia estuda os sistemas nervoso periférico e muscular, avaliando a
integridade funcional dos neurbnios motores periféricos e sensitivos, das placas mioneurais e
dos masculos (FALOPPA and LEITE, 2013). E um exame complementar de grande
importancia que permite avaliar, por exemplo, a intensidade da lesdo. (MURADE, NETO and
AVANZIO, 2002).

Durante o teste eletrofisiologico, Maciel et al. (2013) observaram que os ratos do
grupo desnervado ndo responderam aos estimulos elétricos e, por isso, foram removidos da
analise estatistica. O teste eletrofisiologico ndo mostrou diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos em relacdo a laténcia e amplitude, indicando equivaléncia entre
os grupos Neurorrafia Término-Lateral e Controle em relacdo a conducdo de impulsos

Nervosos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base na metodologia apresentada, pode-se concluir que:
As correntes Russa e Aussie apresentam um efeito benéfico na regeneracdo muscular.
As correntes Russa e Aussie atuam de forma semelhante e ndo apresentam diferengas

estatisticas nas variaveis estudadas.
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ANEXO A - PROTOCOLO CEUA 1042-2013

Figura 16 - Protocolo CEUA 1042-2013
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