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RESUMO

z

Introducdo: A estimulacdo elétrica de média frequéncia é um dos recursos
utilizados no processo de reabilitacdo das caracteristicas troficas do tecido
muscular. A lesdo nervosa periférica ocasiona uma perda funcional elevada ao
paciente. A Neurorrafia Término Lateral (NTL), é uma técnica cirdrgica que
resulta num grande percentual de recuperacéo nesse tipo de lesdo. A NTL,
pelo trauma cirdrgico provocado na fibra nervosa, leva a atrofia das fibras
musculares. A utilizagdo das correntes elétricas de média frequéncia pode
minimizar essa sequela. Objetivo: Este trabalho objetivou estudar a eficiéncia
da estimulacdo elétrica de média frequéncia, na regeneracdo do musculo tibial
cranial apos seccao e neurorrafia termino-lateral do coto distal do nervo fibular
a face lateral do nervo tibial. Metodologia: Foram utilizados 48 ratos Wistar,
machos, com 80 dias de vida, fornecidos pelo Biotério da Universidade do
sagrado coragdo - USC. 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 Estimulagdo Aussie 90 dias (EA90) com 8 animais, Grupo Neurorrafia
Término Lateral com Estimulacdo 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. Para avaliar a melhora funcional e histolégica foram
realizadas analises morfométricas dos tecidos musculares, a eletromiografia e
a andlise de marcha de todos os grupos, comparando a resposta entre 0s
mesmos. Resultados: Houve regeneracdo do musculo tibial cranial e do nervo
fibular através da Neurorrafia término-lateral. A eletroestimulacdo através das
correntes Aussie e Russa promoveram melhoria significativa da marcha.
Concluséo: Houve um resultado superior, e significativo, avaliado pelos testes
de analise de variancia e Tukey, p < 0,05 entre os valores das médias da area
e do diametro minimo das fibras dos grupos EA90 e ER90 em rela¢do ao grupo
GCC90, indicando que o efeito da EE foi positivo para a recuperacéo
morfométrica do musculo apés a Neurorrafia término- lateral. Ndo foi observada
diferenca significativa entre os diferentes tipos de eletroestimulag&o.

Palavras-Chave: Neurorrafia termino-lateral; Eletroestimulacdo; Nervo fibular;
Mdusculo tibial cranial.



ABSTRACT

Introduction: Electrical stimulation of medium frequency is one of the resources
used in the process of rehabilitation of the trophic characteristics of muscle
tissue. Peripheral nerve injury causes a high functional loss to the patient. The
end-to-side neurorrhaphy (ESN), is a technigque that has a large recovery
percentage in this type of injury. ESN, the surgical trauma caused in the nerve
fiber, leads to atrophy of muscle fibers. The use of medium frequency electrical
currents will minimize this sequel. Objective: This research aimed was to study
the efficiency of electrical stimulation of medium frequency in the regeneration
of the cranial tibial muscle after section and end-lateral neurorrhaphy the distal
stump of the peroneal nerve to the lateral aspect of the tibial nerve. Methods: 48
males Wistar rats were used, with 80 days of life, provided by the biotery of the
University of the Sacred Heart - USC. The animals were divided randomly into
the following groups: Initial Control Group (ICG) with 8 animals, Surgical Control
Group 90 days (SCG90) with 8 animals, Neurorrhaphy End Side Group with
Aussie Stimulation 90 days (AS90) with 8 animals, Neurorrhaphy End Side
Group with Russian Stimulation 90 days (RS90) with 8 animals, Denervated
Group 90 days (DG90) with 8 animals and Ultimate Control Group 90 days
(UCG90) with 8 animals. To evaluate the functional and histological
morphometric improvement were performed of muscle tissues and
electromyography and walking trak analisys of all groups, comparing the
response across the same. Results: There was regeneration of the cranial tibial
muscle and the peroneal nerve by end-side neurorrhaphy. Electrical stimulation
through Aussie and Russian currents caused significant improvement in the
walking trak. There was a greater result, and mean, among the average values
of the area and the minimum diameter of the fibers of AS90 and RS90 groups in
relation to SCG90 group, indicating that the effect of electrical stimulation was
positive for morphometric muscle recovery after end-side neurorrhaphy.
Conclusion: There was no significant difference between the different types of
stimulation.

Keywords: Neurorrhaphy End-Side; Electrostimulation; Peroneal nerve; Cranial
tibial muscle.
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1 INTRODUCAO

Um nervo periférico, quando lesionado, sofre alteragbes em diversos
pontos, inclusive perde sua capacidade de inervagdo e consequentemente o
musculo é comprometido pela perda de funcdo. (CHEM, 1978; DA-SILVA,
1995).

O nervo pode ser lesionado por doencas inflamatérias, genéticas,
neoplasicas e até mesmo rupturas. Tais les6es provocam inUmeras alteracdes
nos cotos do nervo, fazendo com que seja necessério, por meio de cirurgia, a
religagdo dos nervos para possivel reinervagdo. A neurorrafia término-terminal
(NTT) vem sendo muito utilizada como recurso cirdrgico no reparo de lesdes de
nervo periférico (ROVAK et al.,, 2001). Segundo YU et al.,, (2011) o nervo
doador possui ramos, onde os ax6nios promovem um processo de brotamento
colateral sendo transferidos ao nervo coaptado até que atinjam a estrutura-

alvo.

A neurorrafia término-lateral foi proposta por Viterbo, 1992 & Viterbo et
al., (1994) que optou pela ndo remogédo do epineuro e ndo causar lesdo ao
nervo doador. Esta pesquisa foi realizada em ratos, onde foi feita a sec¢éo do
nervo fibular inervando o musculo tibial cranial e tendo seu coto suturado a face
lateral do nervo tibial. Sendo assim, a reinervagdo cumpriu com seu objetivo e
ndo causou prejuizo ao nervo doador, tornando a neurorrafia término-lateral
uma técnica muito utilizada em pesquisas, por permitir a utilizacdo de qualquer
nervo sem causar nenhum dano ao mesmo. Quando ocorre uma desnervacao,
nao se observa a substituicdo de tecido muscular por tecido fibroso, no entanto,
pode ser observada uma substituicdo por tecido adiposo. (BOWDEN &
GUTMANN, 1944).

Certamente, a neurorrafia ndo pode ser constatada como totalmente

efetiva, pois é necessario que o nervo esteja em boa funcdo e mantendo o

movimento de contragéo.



13

Hoje, para o tratamento de lesdes nervosas periféricas, € muito utilizada
a eletroestimulacdo, que busca manter a funcionalidade do membro,
retardando sua atrofia muscular. Para outros pesquisadores, a
eletroestimulacdo também estimula a proliferacdo das células satélites,
diminuindo a apoptose. (LIM, 2010; ZHANG et al., 2010; GUO et al., 2012).

S&o comuns as investigagdes extensas sobre a eletroestimulagdo, mas
ainda assim néo se sabe se todos os procedimentos sdo realmente funcionais.
Por isso, os pesquisadores entram em desacordo quanto a frequéncia,
duracéo, intensidade e parametros de avaliacdo (NEMETH, 1982; KANAYA,;
TAJIMA, 1992; WILLIAMS, 1996; INIGO, 1998; GORDON et al., 2009; MACIEL
et al., 2013). Como tratamento, a estratégia clinica utilizada tem sido a
estimulacdo elétrica que permite uma melhora muscular significativa. (DELITTO
A.; SNYDER-MACKLER, 1990).

De acordo com Delitto e Rose (1986), existe atualmente no mercado
dois tipos distintos de corrente de média frequéncia, a corrente Russa e a
Aussie. A corrente Russa apresenta os seguintes dados: frequéncia de 2,5 kHz
e burst de 4ms. E recomendado que a corrente seja utilizada durante 10
minutos por sessédo e alternadamente, podendo ser utilizada no tratamento da
atrofia muscular e aumento de forgca, associada a exercicios fisicos esse

aumento de for¢a tem um resultado significativo.

Ward (2007) explica que a corrente Aussie possui parametros funcionais
semelhantes ao da corrente Russa, podendo ser diferenciada através do pulso
de 2 ms, do comprimento de onda e da frequéncia de 1kHz, alternadamente.
Segundo alguns estudos, certos dados devem ser mantidos para que a
estimulacdo seja eficiente e n&o provoque dano e desconforto a quem a

utilizard, esses dados mantém um Burst durando 2 ms e a frequéncia de 1 kHz.

O estudo da regeneracdo nervosa e da recuperacdo de um musculo
apoés neurorrafia termino-lateral e eletroestimulacéo pode ser efetuado por meio

de analises de alterag6es histologicas, da marcha, da medida de velocidade da
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conducdo elétrica e andlise eletromiogréfica, parametros estes avaliados neste
trabalho. (DE MEDINACELLI et al., 1982; BAIN et al., 1989; SATO, 2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a eficicia da estimulag&o elétrica através de Correntes Elétricas
de média frequéncia, Aussie e Russa na regeneracdo morfolégica e funcional
da musculatura estriada esquelética (musculo tibial cranial) apds neurorrafia-

término-lateral no nervo fibular de ratos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a regeneracédo funcional e morfométrica do musculo tibial cranial
nos grupos em estudo;

Comparar os resultados entre os grupos que sofreram inervagdo e
estimulacdo com os grupos que ndo sofreram nenhum desses procedimentos;

Comparar os resultados funcionais com os resultados morfologicos e
verificar apresentagéo de resultados semelhantes;

Efetuar as avaliagGes estatisticas e a partir dos resultados comparar e

verificar qual dos grupos obteve melhor resultado.



3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Os procedimentos realizados seguiram as normas dos Principios Eticos

na Experimentacdo Animal criado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo

Animal (COBEA), para os quais foram recebidos o protocolo de numero
1042/2013 ap06s a anélise do Comité de Etica.

Utilizaram-se 48 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, machos

com 80 dias de vida, que foram dividiram em grupos experimentais e controles,

sendo sacrificados com 90 dias. O fornecimento de todos os animais foi feito

pelo Biotério da Universidade do Sagrado Coracéo.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em:;

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.

Nos Grupos GD90, o 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.

Nos Grupos EA90 e ER90, o nervo fibular foi seccionado e seu coto

proximal encurvado medialmente 100 graus, a musculatura adjacente foi

transfixada e suturado na face superficial dessa musculatura, impedindo

dessa forma, a regeneracdo espontanea. O coto distal do nervo fibular foi
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encurvado, aproximadamente 80 graus, e suturado lateralmente ao nervo
tibial. Apos a cirurgia, os animais receberam estimulacdo elétrica Aussie e

Russa, respectivamente, no musculo tibial cranial como parte do tratamento.

3.3 CIRURGIA

Padronizou-se o método no qual todos os procedimentos cirlrgicos e de
coleta foram realizados pelo pesquisador. Os animais foram anestesiados em
cada procedimento cirargico com ketamina (80 mg/Kg) e xilasina (10 mg/Kg)
intramuscular ap06s realizacdo da tricotomia. Houve uma incisdo no dorso-
lateral de 3 cm do membro posterior direito longitudinalmente ao maior eixo do
membro, deixando pele e tecido subcutaneo comprometidos com posterior
divulséo da musculatura. Feito isso, realizou-se o procedimento de acordo com

0 grupo experimental.

Apos a cirurgia os animais foram mantidos sob observacao para controle
da dor. A conduta analgésica pos-cirurgica foi realizada com acetaminofenol

(paracetamol) 2 mg/mL de 4gua, na agua do bebedouro.

Todas as cirurgias foram realizadas com o auxilio do microscopico
cirurgico DF Vasconcelos. A neurrorafia foi feita com o fio monofilamentar de
nylon 10-0 com agulha cilindrica e circular, sem retirada de janela de
epineuro e com dois pontos simples. A incisédo foi suturada por planos com
pontos simples apds o procedimento no qual se utilizou fio monofilamentar de
nylon 4-0 na musculatura e pele. Os animais, até o0 momento do sacrificio,
ficaram mantidos em caixas apropriadas e temperatura controlada —25 + 2°C
— com 4 animais cada, ciclo claro-escuro de 12 horas, com ragédo e agua ad

libitum.

3.4 ESTIMULACAO ELETRICA

Empregou-se para as estimulacdes elétricas o aparelho Neurodyn® 4 Canais

da empresa Ibramed, com inicio da aplicagdo 05 dias apds a cirurgia.
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Foram realizadas um total de 36 sessfes com 0s grupos eletro
estimulados EA90 e ER90 divididas em trés sessfes semanais durante 90 dias.
Os parametros utilizados na aplicagdo das correntes estéo apresentados

na Figura 1.

Figura 1: Par&dmetros para eletroestimulacéo

1000 kHz 2500 kHz
30 e 100 Hz 30 e 100 Hz
(2 ms) (4 ms)
10” 9"

20” 18”

10’ 10’

Fonte: elaborada pela autora

A estimulagéo foi feita sem anestesia e com 0s animais acordados. Para
a realizacdo do procedimento foi desenvolvida uma capsula metalica com
abertura posterior para a cauda e duas aberturas laterais para fixagdo dos
membros posteriores (Figura 2). Com o término da imobilizagc&o, os eletrodos
de um centimetro quadrado de éarea foram anexados sobre o ventre dos

respectivos musculos com eletrodos autoadesivos.
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Figura 2:Céapsula metalica utilizada para imobilizagdo dos animais durante protocolo das correntes

Fonte: elaborada pela autora

3.5 TESTE DE MARCHA

Os animais foram submetidos a avaliacéo funcional antes da eutanasia.
Tal avaliacao foi feita através de CatWalk, composta por uma plataforma de
acrilico onde os animais caminhavam com sob a mesma e uma camera captou
todas as pegadas durante dois percursos. De acordo com a equacdo de BAIN,
MACKINNON e HUNTER (1989), pode-se medir a distancia entre as pegadas
dos membros inferiores com base nos estudos de DE MEDINACELI, FREED e
WYATT (1982). Fizeram-se as mensuragbes com calibracdo e objetivas
corretas somente com as pegadas sem falhas, as outras foram descartadas.
Utilizou-se para mensuracdo das fibras, o programa SigmaScan Pro 5 e os
dados obtidos foram submetidos ao tratamento estatistico obedecendo ao

indice de p < 0,05 para todas as amostras.

3.6 TESTE ELETROFISIOLOGICO

Os animas foram mantidos em um ambiente com temperatura entre

25°C. Apos a imobilizacdo em decubito ventral realizou-se anestesia com
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ketamina (80mg/kg) e xilasina (10mg/kg) intramuscular, tricotomia (retirada dos
pelos da regido que sofreu a cirurgia), em seguida a incisdo com bisturi para
exposicdo do nervo isquiatico e sua trifurcagdo. O potencial de agdo composto
foi registrado por eletrodos de agulha ativo e de referéncia.

Para o teste eletrofisioldgico foi utilizado o eletromiégrafo da marca
Sapphire Il 4ME, onde o eletrodo vermelho (referéncia) foi colocado no tend&o
do musculo tibial cranial do rato; o eletrodo preto (ativo), no ventre do musculo
tibial cranial do rato, e o eletrodo verde (dispersivo), introduzido em local
distante da regido estudada (vide Figura 3).

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 porc¢éo 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.

Figura 3: Demonstracéo do teste eletrofisiologico
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Fonte: elaborada pela autora
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3.7 COLETA DAS PECAS HISTOLOGICAS DOS MUSCULOS E SACRIFICIO

Depois da retirada dos musculos, o0s animais receberam
intraperitonialmente uma dose letal de pentobarbital s6dico. Os musculos foram
pesados, mensurados e colocados em soro fisiolégico. Até que 0os mesmos
fossem processados, as pecas foram mergulhadas e armazenadas em

nitrogénio liquido (-196°C).

3.8 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DOS MUSCULOS: TIBIAL CRANIAL

Apo6s armazenamento em nitrogénio liquido, os musculos foram fixados
em placas de parafina e submetidos a secg¢des transversais de 10 pm em
criostato Leica CM1850. As secc¢Bes foram feitos na regido central do mudsculo
e fez-se de 4 a 6 cortes para que, no momento da mensuragéo das fibras, as
laminas possam ser escolhidas. A coloragédo das laminas foi feita com (HE) o
corante Hematoxilina-Eosina, muito utilizado na é&rea de histopatologia,

permitindo observagao das estruturas teciduais.

3.9 DIGITALIZACAO DAS IMAGENS DOS MUSCULOS

Com as laminas j& prontas, as mesmas foram fotografadas por uma
scanner de Imagens Scan Scope (Aperio) e salvas em notebook DELL, 8 GB
DDR, HD 1 TB. Foi utilizado um aumento de 100x para confecgdo das imagens
e posterior andlise das fibras. Analisou-se 5 imagens de um corte mas em

campos diferentes.

3.10 MEDIDAS DAS FIBRAS MUSCULARES

A andlise das imagens foi feita através do software SigmaScan Pro 5 e
aferiou-se 200 fibras do musculo tibial de cada animal, utilizou-se os

parametros de medida de &rea, perimetro e didmetro minimo.

3.11 ANALISE ESTATISTICA
Para a comparacdo dos resultados dos grupos, utilizou-se o teste de

andlise de variancia (ANOVA) e quando houve grande diferenca entre os
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grupos foi utilizado o teste de TUKEY. Para os resultados que apresentaram
alta discrepéncia utilizou-se andlise de variancia em ranques de Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn, quando detectada diferenca. Em relagdo aos
musculos dos animais dos grupos controle e dos grupos experimentais utilizou-
se o Test t pareado. Em todas as analises, foi utilizado o nivel de significancia p
0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 OBSERVAGOES EXTERNAS

Na maioria das vezes, 0s animais submetidos a procedimentos
cirirgicos no nervo isquiatico sofrem autofagia, mas no caso desse
experimento ndo se observou esse fato. Como na neurorrafia término-lateral, a
lesdo foi provocada somente no nervo tibial-cranial, os animais tiveram suas

articulagdes em estado normal.

4.2 ANALISE DE MARCHA

No caso da analise funcional, houve diferenca significante entre os
grupos GCF 90 e GCl, e para os grupos EA90 e ER90 n&o houve diferenga. Ja
0 grupo GD90 apresentou o pior resultado comparando-se aos outros grupos
(Tabela 1 e Figura 4). Sendo considerado o valor de -100, para animais com
nervo isquiatico seccionado e valores proximos a zero em animais com funcgéo

normal.

Tabela 1:indice funcional do ciético dos animais em um periodo de 6 semanas pos-cirirgico*

INDICE FUNCIONAL DO NERVO TIBIAL (PFI)

Grupos Média** Desvio Padréo
GCl -9,95° 3,29
GCC90 -25,84° 3,71
EA90 -22,35° 1,98
ER90 -22,12° 3,20
GD90 -7,502 1,77
GCF90 -54,05¢ 41,78

*Analise estatistica: ANOVA seguida de teste de Tukey, p < 0,05.
** Médias seguidas por letras minlsculas iguais ndo diferem entre si.
Fonte: elaborada pela autora
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Figura 4:Separac&o dos grupos de estudo para avaliagdo de indice Funcional do nervo fibular
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Fonte: elaborada pela autora

4.3 ELETRONEUROMIOGRAFIA

Para andlise eletromiogréfica, utilizou-se os parametros de laténcia e de
amplitude. No caso do parametro laténcia, o GCF90 obteve resultados
diferentes de todos os grupos, ja no caso da amplitude o grupo GCC90 obteve
menor indice, sendo que os grupos controle tiveram resultados diferentes dos
grupos experimentais (vide Tabela 2 e Figura 5).

O GD90 passou por processo de desnervacao total e ndo apresentou
resultados eletrofisioligicos, o GCI e GCF90 apresentaram resultados sem
diferencga estatistica 0 mesmo ocorrendo entre os grupos EA90 e ER90 (vide

Tabela 2 e Figura 4).

Tabela 2: Analise eletrofisiolégica com dados da amplitude e laténcia*

Amplitude Laténcia
Grupos Média** Desvio Média Desvio
Padréao Padréo
GCl 20,172 20,17 1,69° 0,03

GCC 90 6,68° 6,68 2,11° 0,05
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EA 90 9,70° 9,70 1,95° 0,26
ER 90 9,04° 9,04 2,11° 0,16
GD 90 0,00¢ 0,00 1000,00¢ 0,00
GCF 90 20,53° 20,53 1,672 0,04

*Analise estatistica: ANOVA seguida de teste de Tukey, p < 0,05.
*Analise estatistica: ANOVA seguida de teste de Tukey, p < 0,05.

** Médias seguidas por letras minasculas iguais ndo diferem entre si.
Fonte: elaborada pela autora

Figura 5: Resultado da laténcia do teste eletrofisiolégico
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Figura 6: Resultado da amplitude do teste eletrofisiologico

Amplitude
25-
a a
20 g
E
e
154 B
2 EE c
€ S c
101 b pem
e
5- é%g S
c ) -.I- 1 L)

4.4 ANALISE MORFOMETRICA DO MUSCULO TIBIAL CRANIAL

Na morfometria das fibras do musculo tibial cranial foi observado que os
grupo EA90 e ER90 ndo apresentaram diferengas estatisticas nas variaveis
area e diametro menor, atingindo os valores de 1768,30 um? + 157,32 / 49,25
pm £ 3,09 e 1638,07 um? + 173,71 / 49,55 um + 3,45 respectivamente. Os
valores apresentados foram semelhantes ao GCI (1791,13 pym? + 136,61 /
48,63 um = 3,38), melhores que o GD90 (679,13 um? £ 84,93um / 13,75 pm %
1,91 pm) e GCC90 (1305,75 pm? = 151,42 pm / 34,00 pm £ 2,93 um) e
inferiores ao GCF90 (3527,50 um? = 122,94 ym / 67,00 ym + 2,27 pm). Os

dados podem ser visualizados nas tabelas 3 e 4 e nas figuras 7 e 8.

Tabela 3:Médias (um?) e Desvio Padrdo das Areas das Fibras do Musculo Tibial.
Letras diferentes apresentam diferencga estatistica (p < 0,05).

Areas das Fibras do Masculo Tibial
GCl GCC90  EA90 ER90  GCF90 GD90
Média 1791,13* 1305,75° 1768,30° 1638,07% 3527,50° 679,13¢
DP 136,61 151,42 157,32 173,71 122,94 84,93

Fonte: elaborada pela autora
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Tabela 4:Médias (um) e Desvio Padrao dos Diametros das Fibras do Musculo Tibial.
Letras diferentes apresentam diferencga estatistica (p < 0,05).

Diametros Menores das Fibras do Muasculo Tibial
GCl GCC90 EA90 ER90 GCF90 GD90
Média 48,63  34,00° 4925% 4955° 67,00© 13,75°
DP 3,38 2,93 3,09 3,45 2,27 1,91

Fonte: elaborada pela autora

Figura 7:Grafico das médias das areas das fibras do musculo tibial nos grupos estudados.
Letras minGasculas iguais nao diferem entre si, p < 0,05
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Figura 8:Grafico das médias dos diametros menores das fibras do musculo tibial nos grupos estudados.
Letras mintasculas iguais nao diferem entre si, p < 0,05.

Fonte: elaborada pela autora
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5 DISCUSSAO

5.1 MODELO ANIMAL

Nesse estudo, foi utilizado o animal (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar por serem de facil obtencdo, manipulagdo e manutencédo, sendo o
modelo mais utilizado para estudos de regeneragdo nervosa e reparo nervoso
periférico por apresentarem semelhanca de estruturas e de degeneragdo
nervosa com o ser humano. (AKGUL; GULSOY; GULCUR et al., 2014
MOHAMMADI; SAADATI, 2014; KAVLAK et al., 2014; GHAYEMI et al., 2014).

Foram escolhidos animais do género masculino por apresentarem menor
variagdo hormonal que as fémeas, uma vez que outros estudos ja
comprovaram que tal variagdo pode influenciar na regeneragdo nervosa
atraveés de efeitos neurotroficos. (CARANDENTE et al., 1989). Segundo Kane
et al. 2002 os cientistas tem optado por animais do sexo masculino para
impedir tal variagdo. Além do sexo masculino, é indicado também o uso de
animais jovens, pois aqueles com idade mais avangada apresentam retardo do
reparo nervoso periférico. (KANG; LICHTMAN, 2013).

5.2 AUTOFAGIA

Segundo Dias (2001) e Rosa-Junior (2010), os animais de suas
pesquisas que apresentaram autofagia foram submetidos a seccdo do nervo
isquiatico. O mesmo é responsavel pela inervacao total da pata e possui outras
estruturas que sao diretamente ligadas a ele, como o nervo sural responséavel
pela inervacdo sensitiva dorso-lateral e consequente autofagia. Ja nesse
estudo, nenhum animal foi detectado com autofagia devido ao fato que o nervo

lesionado era o nervo tibial cranial.

5. 3 ANESTESICO E VIA DE ADMINISTRACAO

E necessario que nesses casos de cirurgia em animais sejam utilizados
anestésicos que atuem tanto como sedativo e também como relaxante
muscular, que é responsavel pela vasoconstricdo, fazendo com que a cirurgia

ndo cause intensos sangramentos no animal. Um sangramento intenso pode
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causar risco de morte em animais de pequeno porte. Portanto, esse estudo
utilizou o Cloridrato de Xilazina e de Ketamina, que cumpre com essas

restrigcoes.

5.4 AVALIACAO FUNCIONAL DA MARCHA

A avaliagdo funcional ainda € muito questionada perante pesquisadores,
alguns acreditam que a mesma ndo avalia corretamente os resultados
encontrados nas pesquisas, ja outros afirmam que a avaliagdo funcional é
insubstituivel e necessaria para que se observe a fungdo normal do musculo ou
nervo analisado, alvo da maioria das pesquisas. A avaliagdo da marcha foi
desenvolvida por De Medinacelli, et al., (1984) que utilizavam um método
quantitativo para avaliagdo do indice Funcional do Isquiatico. Em seguida, Bain
et al. (1989) aperfeicaram o método de De Medinacelli e desenvolveram
especificas avaliagbes para o nervo fibular e nervo tibial. Os pesquisadores
também fizeram com que a distancia entre as pegadas néo fosse levada em
consideragdo devido a sua velocidade.

Neste estudo utilizou-se o indice Funcional do Tibial para posterior
identificacdo. Para a captura das pegadas do animal utilizou-se um método
semelhante ao de Varejéo et al. (2003), que possui uma camera acoplada sob
uma plataforma de vidro transparente para que os animais caminhem sobre ela
e uma canaleta que os guia pelo percurso. Esse método substituiu o de De
Medinacelli, que utilizava filmes radiogréficos ou a pintura da pata dos animais,
pois 0 mesmo apresentava variagbes que causavam interferéncias no
resultado.

De acordo com o resultado funcional deste estudo pode-se observar
uma melhora significante nos grupos EA90 e ER920, tendo semelhanca com o
estudo de Maciel et al. (2013), que também apresentou melhora funcional nos
grupos que foram submetidos a cirurgia término-lateral e tratamento com
estimulacao elétrica modelo de Corrente Russa. No caso da Corrente Aussie,

este estudo ainda néo apresentou resultados significantes.

Neste estudo a eletroestimulagédo foi avaliada como tratamento e

complemento da neurorrafia término-lateral e apresentou resultados
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promissores na melhora funcional que podem ser observados pela diferenca
entre os grupos ER90, que foi submetido ao protocolo de corrente Russa, e

GCC90, que foi submetido somente a neurorrafia término-lateral.

5.5 ELETRONEUROMIOGRAFIA

Os parametros utilizados para andlise eletrofisiologica séo a laténcia e a
amplitude. A laténcia revela fibras mielinicas e tem a capacidade de capturar o
tempo do impulso desde a sua origem até a captacdo pela musculatura, a
amplitude avalia o quando o impulso se deslocou e as fibras musculares que se
submeteram a estimulacéo elétrica enviada (ROBINSON; SNYDER-MACKLER,
2010).

Neste estudo, no caso da andlise eletrofisiolégica, os grupos que
sofreram estimulag&o elétrica das correntes Aussie e Russa, ER90 e EA90,
apresentaram um valor acima do grupo que né&o foi estimulado eletricamente,
GCC90. Esse resultado demonstrou discrepancia com o resultado da anélise
de marcha, mas isso pode estar relacionado ao fator do tempo destinado a
eletroestimulagcédo no poés-operatorio, pois Maciel et al. (2013), em um de seus
estudos demonstrou resultados positivos utilizando um protocolo de
eletroestimulacdo pés-cirurgia termino-lateral de 180 dias. Neste estudo,
utilizou-se um protocolo de 90 dias, um tempo menor que o utilizado por
Maciel, se fosse utilizados um protocolo com maior nimero de dias poderiamos

obter melhores resultados.

5.6 ANALISE DO MUSCULO TIBIAL CRANIAL

Foi utilizada a coloragdo com HE pois esta técnica evidencia bem a fibra
muscular, o que € importante para a realizagdo da morfometria. A utilizacao da
medida do didmetro minimo é utilizada pois essa medida n&o sofre alteracdes

durante o preparo histoquimico (Roméo et al. 2007).

Os resultados obtidos na morfometria, referentes aos parametros de
area e diametro minimo do corte transversal do muasculo, indicam que nao

existe diferenca significativa entre os grupos GCI, EA90 e ER90, mas estes
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diferem significativamente dos demais grupos e estes entre si. Notam-se
valores superiores ao grupo desnervado, GD90, para todos 0s grupos

analisados.

Quando observados os valores da area e diametro minimo da fibra
muscular, nota-se que o grupo GCF90, grupo controle final que n&do sofreu

nenhuma intervencao, apresenta um resultado superior aos demais grupos.

E observado neste trabalho que tanto os resultados das médias dos
valores da &rea e do didmetro minimo das fibras do MTC dos grupos EA90 e
ER90, estroestimulados, sempre foram maiores que do grupo GCC90. Isto
demonstra que o efeito da EE foi positivo para o MTC ap6s a neurorafia
término- lateral, pois existe uma relacdo direta entre a secgéo transversal da

fibra muscular com a for¢ca que um musculo pode produzir (Neto, 2008).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A eletroestimulagdo vem sendo muito estudada pelo mesmo motivo da
neurorrafia, também se estuda suas correntes Aussie e Russa e seus
protocolos, os mesmos podem ser aperfeicoados a cada pesquisa, fazendo
com que tratamentos possam ser protocolados e deém solugbes a pacientes

gue necessitam de reabilitagao.

Portanto nesse estudo apresentado, temos a associagdo das correntes
Aussie e Russa com a Neurorrafia término-lateral apresentando resultados

efetivos e esperangosos para que continuem a ser estudados.
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7 CONCLUSOES

Nao foi observada diferenca significativa entre os diferentes tipos de
correntes utilizadas.

A estimulagdo elétrica com as correntes russa e aussie
apresentaram resultados funcionais e morfométricos superiores ao grupo ndo
eletroestimulado.

A utilizagcdo das correntes potencializa a recuperacdo de individuos

com lesdo nervosa periférica submetidos a neurorrafia termino-lateral.



35

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKGUL, T.; GULSOY, M.; GULCUR, H. O. Effects of early and delayed laser
application on nerve regeneration.In: Lasers Med. Sci., v. 29, p.351-357,
2014.

BAIN, J.R.; MACKINNON, S.E.; HUNTER, D.A. Functional evaluation of
complete sciatic, peroneal, and posterior tibial nerve lesions in the rat.
In:Plast Reconst Surg. 1989; 83(1): 129-36.

BOWDEN R. E. M.; GUTMANN E. Desnervation and re-innvervation of
human voluntary muscle. Brain, 67, 273, 1944.

CARANDENTE, F. et al. Rhythms in the ovulatory cycle. 2nd: LH, FSH,
estradiol and progesterone. Chronobiologia, v. 16, n. 4, p. 353-363, 1989.

CHEM, R.C. Cirurgia sobre nervos periféricos. Rev Amrigs. 1978; 22:20-37.

DA-SILVA, C. Biologia Celular e Molecular da regeneracéo do sistema
nervoso periférico. Atualiz Neurociénc. 1995; 19:1-16.

DE MEDINACELI L, F. W.; WYATT R.J. An index of the functional condition
of rat sciatic nerve based an measurements made from walking tracks.
Experimental Neurology. 1982; 77:634-43.

DELITTO A., ROSE J. Comparative comfort of three waveforms used in
electrically eleciting quadriceps femoris muscle contractions. Phys Ther,
1986; 66:1704-7.

DELITTO A., SNYDER-MACKLER L. Two theories of muscle strength
augmentation using percutaneous electrical stimulation. Phys Ther, 1990;
70:158-64.

DIAS, D.V. Tecido adipose a enxerto com tubo de polietileno poroso
usados natécnica de tubulizacéo influenciaria na reinervacéo de
musculos de contracdo lenta e répida de ratos?. 2011. 138 f. Dissertacao
(Mestrado de Ciéncias) Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de
Sao Paulo, 2011.

GHAYEMI, N. et al. Functional effect of local administration of glial derived
neurotrophic factor combined with inside-out artery graft on sciatic nerve
regeneration in rat. Int. J. Surg., v. 12, n. 5, p. 457-463, 2014.

GORDON, T.; SULAIMAN, G. A. R.; LADAK, A. Electrical stimulation for

improving nerve regeneration: where do we stand?.International Review of
Neurobiology, v. 87, p. 433-444, 20009.

GUO, B.S.et al. Electrical stimulation influences satellite cell proliferation



36

and apoptosis in unloading-induced muscle atrophy in mice. PLoS One,
v.7,n.1, 2012.

INIGO, P.R. Estimulacién con corrientes de alta frecuencia parala
cicatrizaciéon de la ruptura de meniscos en las lesiones en zona vacular y
avascular, reporte preliminar de un nuevo abordaje terapéutico. Rev Mex
Ortop Traumatol. 1998; 12(5): 421-4.

KANAYA, F.; TAJIMA, T. Effect of electrostimulation on denervated muscle.
Clin Orthop Relat Res, (283):296-301, 1992.

KANG, H.; LICHTMAN, J. W. Motor axon regeneration and muscle
reinnervation in young and aged animals. J. Neurosci., v. 33, n. 50, p.
19480- 19491, 2013.

KAVLAK, E. et al. Effects of pulsed electromagnetic field and swimming
exercise on rats with experimental sciatic nerve injury. J. Phys. Ther. Sci.,
V. 26, n. 9, p. 1355-1361, 2014.

LIM, J.; HAN, T. R. Effect of electromyostimulation on apoptosis-related
factors in denervation and reinnervation of rat skeletal muscles. Muscle
Nerve, v. 42, p. 422-430, 2010.

MACIEL, F. O. et al. Effect of electrical stimulation of the cranial tibial
muscle after end-to-side neurorrhaphy of the peroneal nerve in rats. Acta
Cirdrgica Brasileira, v. 28, p.39-47, 2013.

MOHAMMADI, R.; SAADATI, A. Influence of insulin-like growth factor | on
nerve regeneration using allografts: a sciatic nerve model. Journal of
Craniofacial Surgery, v. 25, n. 4, p. 1510-1514, 2014.

NEMETH, P.M. Electrical stimulation of denervated muscle prevents
decreases in oxidative enzymes. Muscle Nerve, 5(2): 134-9, 1982.

NETO, A.G. Comparacéo entre estimulagao elétrica funcional e contracéo
voluntaria méxima no treinamento de for¢ca muscular da preenséo palmar.
2007. 132f. Dissertacéo (Mestrado em Educagéo Fisica). Faculdade de
Educacéo Fisica, Universidade catdélica de Brasilia, 2008.

ROBINSON, A. J., SNYDER-MACKLER, L. Eletrofisiologia clinica. 3 ed. Porto
Alegre: Artmed, 2010.

ROMAO, A.M,, VITERBO, F., STIPP, E., GARBINO J.A., RODRIGUES, J.A.
Eletroestimula¢cdo do musculo tibial cranial ap6s esmagamento do nervo
fibular comum: estudo neurofisiolégico e morfométrico no rato. Rev Bras
Ortop.; v. 42, n. 3, p. 41-46, 2007

ROSA-JUNIOR, GM. Enxerto venoso preenchido com gordura no reparo
de nervo periférico: Uma nova proposta. 2009. 115f. Dissertagdo (Mestrado



37

em Ciéncias). Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de Sao Paulo,
2010.

ROVAK, J.M.; CEDERNA, P.S.; KUZON, W.M. Terminolateral neurorrhaphy:
areview of the literature. J Reconstr Microsurg. 2001; 17(8): 615-24.

TAGAM]I, Y.et al. Axonal Regeneration Induced by Repetitive Electrical
Stimulation of Crushed Optic Nerve in Adult Rats. Jpn J Ophthalmol., v. 53,
p. 257-266, 2009.

SATO, K. M. Comparacédo de neurorrafias término-terminais e término-
laterais na reconstru¢cédo do nervo mediano: pesquisa experimental em
ratos Wistar adultos. Ano. N° folhas. Trabalho de Concluséo de Curso
(Graduacdo em Medicina) - Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianépolis, 2005

VAREJAO, A. S. P.; CABRITA, A. M.; GEUNA, S.; PINTO, P.M.; FILIPI, V.
M.; GRAMSBERGEN, A.; MEEK, M. F. Toe out angle: a functional index
for the evaluation of sciatic nerve recovery in the rat model. Explore
Neurology. Vila Rosa, v. 183, p. 695-99, Outubro.2003.

VITERBO, F. Neurorrafia TERMINO-LATERAL, estudo experimental no
rato. [Tese de Doutorado]. Botucatu: Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Medicina, 1992.

VITERBO, F.; TRINDADE, J.C.; HOSHINO, K.; MAZZONI, NETO A. End-to-
side neurorraphy with removal of the epineurial sheath: an experimental
study in rats. Plastic and Reconstructive Surgery. 1994a; 94: 1038-47.

WARD, A.R.; LUCAS-TOUMBOUROU, S.; (2007). Lowering of sensory,
motor and pain-tolerance thresholds with burst duration using kHz
frequency alternating current electrical stimulation. Archives of Physical
Medicine and Rehabilitation, 88(8). 1036-1041.

WILLIAMS, H.B. The value of continuous electrical muscle stimulation
using a completely implantable system in the preservation of muscle
function following motor nerve injury and repair: an experimental study.
Microsurgery, 17(11): 589-96, 1996.

YU, Q. et al. Functional motor nerve regeneration without motor-sensory
specificity following end-to-side neurorrhaphy: an experimental study. J
Hand Surg, v. 36A, p. 2010-2016, 2011.

ZHANG, B. et al. The effects of low frequency electrical stimulation on
satellite cell activity in rat skeletal muscle during hindlimb suspension.
Cell Biology, v. 87, n. 11, p. 1-9, 2010.



38

9 ANEXOS
9.1 ANEXO 1 — ESTATISTICA M.TIBIAL CRANIAL - AREA

Areas das

Fibras do

Musculo
Table Analyzed Sdleo
One-way analysis of variance
P value <0.0001
P value summary ok
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 6
F 113,1
R squared 0,9371
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 16,11
P value 0,0065
P value summary *
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 24230000 5| 4847000
Residual (within columns) 1628000 38 42840
Total 25860000 43
Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g p<0.05?7, Sum 95% CI of diff
GCl vs GCC90 397,00 5,425 Yes ** 86.28 to 707.7
GCI vs EA90 -154,3 1,952 No ns -489.9 to 181.3
GCI vs ER90 -64,22| 0,8125 No ns -399.8t0 271.4
GCl vs GCF90 -1486/ 20,30 Yes il -1796 to -1175
GCl vs GD90 823,1 11,25 Yes il 512.4 to 1134
GCC90 vs EA90 -551,3 6,975 Yes - -886.9 to -215.7
GCC90 vs ER90 -461,2 5,835 Yes **  -796.81t0 -125.6
GCC90 vs GCF90 -1883] 25,72 Yes il -2193 to -1572
GCC90 vs GD90 426,1 5,823 Yes ** 115.4 to 736.8
EA90 vs ER90 90,08 1,066 No ns| -268.7 to 448.9
EA90 vs GCF90 -1331] 16,84 Yes ***  -1667 to -995.6
EA90 vs GD90 977,4 12,37 Yes il 641.8 to 1313
ER90 vs GCF90 -1421) 17,98 Yes ok -1757 to -1086
ER90 vs GD90 887,3] 11,23 Yes il 551.7 to 1223
GCF90 vs GD90 2309, 31,55 Yes il 1998 to 2619
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9.2 ANEXO 2 - PROTOCOLO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA
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