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RESUMO

A estimulacéo elétrica de alta voltagem (EEAV) é um recurso fisioterapéutico
utiizado na clinica para tratamento de edema, dor e cicatrizacdo de Ulceras
dérmicas, considerando seu efeito circulatorio e regenerativo. O objetivo deste
estudo foi investigar o efeito da EEAV aplicada em dias alternados sobre as
caracteristicas morfométricas e funcionais do nervo isquiatico de ratos apos
axoniotmese. Vinte ratos Wistar jovens (213,7g +10,2) foram divididos em 4 grupos
(n=5): Controle (CON); Desnervado (D); Desnervado + EEAV (DEA); SHAM (S)
animais sem lesdo nervosa, mas submetidos a incisdo cirargica e EEAV em dias
alternados. O nervo isquiatico esquerdo foi esmagado com 4 pincamentos de 20
segundos. Apds 24 horas da lesdo, os animais dos grupos DEA e S foram
submetidos a EEAV (Frequéncia de 100 Hz; tensé&o a partir de 100 V, duracdo do
pulso de 20 pseg e duracgdo interpulso de 100 pseg, estimulagéo catodica até o limiar
motor por 30 minutos), durante 21 dias, realizados trés vezes por semana. O
eletrodo ativo foi posicionado sobre a cicatriz cirlrgica e o dispersivo contralateral ao
ativo, com 1 cm de distancia entre eles. O indice Funcional do Ciatico (IFC) foi
avaliado nos periodos (pré-operatério, 7°, 14° e 21° dia pGs-operatério - PO), sendo
mensuradas a distancia entre a extremidade do terceiro artelho e o calcaneo; entre o
primeiro e o quinto artelho e entre o segundo e quarto artelho, em ambas as patas. O
nervo isquiatico de todos os animais foi coletado, fixado em Karnovsky, pés-fixado
em tetréxido de ésmio, processado por inclusdo em resina Araldite e cortados
transversalmente (1 pm) para analise morfométrica e quantitativa. Para andlise
estatistica, verificou-se a normalidade dos dados pelo teste Shapiro-Wilk e a
homocedasticidade foi verificada através do teste de Barket. Para analise
morfométrica, utilizou-se o teste Anova (F), seguido de Tukey HSD e para analise
funcional, utilizou-se o teste Anova (F) para medidas repetidas, seguido de post hoc
LSD, considerando o nivel de significancia de 5 %. O numero de axbnios nao foi
diferente entre os grupos (p=0,20). O diametro dos axdnios e das fibras nervosas,
bem como a espessura das bainhas de mielina foi sempre maior no grupo tratado
com EEAV que no grupo néo tratado (p<0,01). A razdo G também néo foi diferente
entre os grupos (p>0,05). A recuperacao funcional foi significativamente melhor no
grupo DEA no 14° dia PO, em relacao ao grupo D. Aos 21 dias PO, todos os grupos
atingiram valores funcionais normais. Conclui-se que a EEAV, aplicada em dias
alternados, acelerou a regeneracao nervosa e recuperacao funcional apés lesao por
esmagamento em ratos.

Palavras-Chave: nervo ciatico, estimulacdo elétrica, trauma do sistema nervoso,
sistema nervoso periférico.



ABSTRACT

The high-voltage electric stimulation (HVES) is a clinical physiotherapeutic resource
for treating of edema, pain or in the healing process of dermic ulcers, considering
their circulatory and regenerative effect. The aim of this study was to investigate the
effect of HVES when applied on alternate days on morphometric and functional
characteristics of rat sciatic nerve after axonotmesis. Twenty young Wistar rats
(213,79 = 10,2) divided into four groups (n=5): Control (CON); Denervated (D);
Denervated + EEAV (DEA); SHAM (S) rats without nerve lesion but submitted to
surgical incision and HVES on alternate days. The left sciatic nerve was crushed with
four clampings of 20 seconds each. Twenty-four hours after, the rats from group DEA
and S underwent HVES cathodic stimulation until the motor threshold, for 30 minutes
(100 Hz frequency, tension of 100 V, pulse duration of 20 ys and interpulse duration
of 100 ps) during 21 days, three times a week. The active electrode was placed over
the surgical scar and the dispersive was placed contralateral to the active, with 1 cm
distance between them. The Sciatic Functional Index (IFC) was evaluated at the pre
operatory period and on the 7", 14™ and 21% post operatory (PO) day. The distance
between the third finger extremity and calcaneus were measured, as well as the
distance between 1% to 5" finger and that from 2" and 4™ finger on both legs. All
animal’'s sciatic nerve was collected, fixed in Karnovsky, post fixed in osmium
tetroxide, processed for inclusion in Araldite resin and 1 ym transverse sections were
made for the morphometric and quantitative analysis. For statistical analysis,
normality of data was checked by Shapiro-Wilk test and homocedasticity by Barket
test. For morphometric analysis, the Anova test (F) was used for repeated measures,
followed by post hoc LSD, 5% being the standard of significance considered. The
number of axons was not different among the groups (p=0.20) The diameter of axons
and of nerve fibers as well as the myelin sheath thickness was always higher in the
group treated with HVES than in the group not treated (p<0.01). G Ratio was not
different among the four groups (p<0.05). Functional recovery was significantly better
in the group DEA on the fourteenth PO day compared to group D. On the 21° PO
day, all groups reached normal functional values. We conclude that the HVES applied
on alternate days speeded up nerve regeneration and functional recovery after sciatic
nerve crush injury in rats.

Key words: sciatic nerve, electric stimulation, nervous system trauma, peripheral
nervous system.
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1 Introducéo

O homem moderno tem sido cada vez mais exposto a situacdes de
trauma. Mendonca, Barbieri e Mazzer (2003) comentam que essas lesbes sédo cada
vez mais frequentes na rotina dos atendimentos de urgéncia dos hospitais, em
consequéncia do aumento da violéncia urbana, acidentes de transito, domésticos e
profissionais, como também nos acidentes no esporte e nas atividades de vida diaria.

Traumas em nervos causam diminuicdo ou perda da sensibilidade e
motricidade no territorio inervado (Lee e Wolfe, 2000; Robinson, 2000). Todavia, a
recuperacdo funcional € um processo lento dependente da natureza, extensdo e
grau da lesdo, bem como da regeneracdo nervosa. Assim, quanto mais precoce a
reinervacao, melhor o prognostico (Eberstein e Eberstein, 1996).

Alteracdes histologicas ocorrem no musculo ap0s a desnervagdo, como a
diminuicdo da massa muscular em consequéncia da perda da acdo trofica do
neurbnio motor sobre o musculo (Lieber, 2002), além da proliferacdo de tecido
conjuntivo (Fernandes et al., 2005).

Lundborg (2003), aponta a necessidade de técnicas de reparo que
permitam um restabelecimento sensorial e motor eficiente. Entretanto, além da
importancia do reparo cirdrgico nos casos de sec¢do nervosa, diferentes recursos
fisioterapéuticos tem sido estudados com o objetivo de acelerar o processo de
reinervacao muscular e recuperacéo funcional, como a laserterapia (Anders, Geuna
e Rochkind, 2004), o ultra-som (Crisci e Ferreira, 2002; Monte Raso et al., 2006) e a
eletroestimulagéo cronica de baixa frequéncia (Eberstein e Eberstein, 1996). No

Laboratorio de Plasticidade Neuromuscular do Programa de Pos-graduacdo em



Fisioterapia da Universidade Metodista de Piracicaba (UNIMEP), tem sido
investigados, dentro da linha de pesquisa Plasticidade Neuromuscular e
desenvolvimento Neuromotor, os efeitos do exercicio fisico através da natacdo
(Oliveira et al., 2008), de corrida em esteira (Sobral et al., 2008) e do ambiente
enriquecido (Takeda et al., 2008), além da eletroestimulacdo fasica de baixa
frequéncia (Fernandes et al., 2005; Oliveira et al., 2008). Esses estudos tem
contribuido para a compreensao da influéncia de diferentes recursos terapéuticos
sobre o processo de regeneracéo nervosa, bem como a melhor forma de intervencéo
para acelerar esse processo, visando uma rapida recuperacao funcional.

A estimulacdo elétrica de alta voltagem (EEAV) € um recurso utilizado na
clinica fisioterapéutica para o tratamento de Ulceras dérmicas, diminuicdo de edema
e reducdo da dor (Robinson e Snyder-Mackler, 2001). Os primeiros estudos
cientificos relacionados a este recurso remontam a década de 70 e se baseiam no
reparo do sistema tegumentar (Davini et al., 2005) e no efeito circulatério (Taylor et
al., 1997).

Ha evidéncias que comprovam a efetividade da aplicacdo da EEAV na
cicatrizacdo de Uulceras cutaneas crbnicas (Davini et al., 2005), sendo que a
estimulacdo catddica pode exercer efeito bactericida quando aplicada a sobre a
lesdo até que esta apresente uma aparéncia serosanguinea (Unger, Eddy e
Raimastry, 1991).

Estudo recente realizado por Silva (2009), no ambito do grupo de pesquisa de
Plasticidade Neuromuscular da UNIMEP, demonstrou que a EEAV aplicada
diariamente sobre o nervo isquiatico esmagado acelerou a maturacdo das fibras

nervosas regeneradas e a recuperacao funcional em ratos.



Esses resultados levaram a necessidade de investigacdo de outra variavel,
como a frequéncia semanal de aplicacdo do recurso, o que constitui um fator
relevante quando se considera as limitacfes de tempo disponivel para o tratamento
em humanos.

Este estudo investigou a hipotese de que a aplicacdo de EEAV em dias
alternados sobre o nervo submetido a axoniotmese pudesse garantir o efeito
regenerativo desse recurso e acelerar a regeneragdo nervosa e recuperacao

funcional em ratos.



2 Revisao da Literatura

2.1 Estrutura do nervo

O nervo é constituido de axénios, células de Schwann e tecido conjuntivo
(Dagum, 1998), sendo o axbnio a regido do neurbnio responsavel pela condu¢éo do
estimulo nervoso, tanto no sentido centripeto quanto centrifugo (Ferreira e Martinez,
2000).

As fibras nervosas mielinicas apresentam um axénio envolvido por uma
célula de Schwann que enrola-se ao seu redor, formando lamelas concéntricas. Nas
fibras amielinicas, com calibre 0,5 a 2um, uma célula de Schwann pode contornar
diversas fibras nervosas (Guyton e Hall, 2002).

O suprimento vascular do nervo € bem desenvolvido, havendo, nas trés
bainhas conjuntivas, vasos sanguineos que regulam o fluxo local (Pachioni et al.,
2006). Anatomicamente, o nervo possui trés bainhas conjuntivas: endoneuro,
perineuro e epineuro, responsaveis por proteger e organizar as fibras nervosas. O
endoneuro é o nivel mais interno, constituido de tecido conjuntivo frouxo, colageno,
fibroblastos e capilares sanguineos. O perineuro é o nivel intermediario, constituido
de feixes de fibras nervosas contendo tecido conjuntivo fibroso que tem como funcéo
manter a pressao intrafascicular, atuando também como barreira de difusdo a vérias
substancias e na protecdo contra agentes infecciosos (Flores, Lavernia e Owens,
2000). O epineuro € o nivel mais externo, constituido de fibras colagenas e elasticas,

mastécitos, macrofagos e fibroblastos, tendo como funcdo proteger o nervos. As



bainhas conjuntivas sdo essenciais para protecdo da fibra nervosa e estédo
orientadas de forma a limitar o estiramento mecanico do nervo, tanto por movimentos
do corpo, como por forcas externas. Sua integridade € importante também nos

processos de regeneracao nervosa (Sunderland, 1965).

2.2 Lesdo Nervosa Periférica

As lesBes nervosas periféricas sdo cada vez mais comuns em acidentes
automobilisticos, industrias e no ambiente doméstico. InUmeros fatores podem
influenciar a regeneracao nervosa, como a idade do paciente, tipo e localizacdo da
leséo, entre outros (Mendonca, Barbieri e Mazzer, 2003).

Seddon (1943), citado por Robinson (2000), classificou as lesGes nervosas
periféricas com base no grau de comprometimento dos axénios e no progndstico de
recuperagdo, COmo: neuropraxia, axoniotmese e neurotmese.

Neuropraxia € o grau mais leve de lesdo, onde ocorre um bloqueio
localizado de conducéo, porém, com preservacdo da continuidade axonal. Ela
também é conhecida como “paralisia do sabado a noite”, ocorrendo recuperacao
rapida e completa em poucos dias ou semanas (Colohan, Pitts e Rosegay, 1996;
Grant, Goodkin e Kliot, 1999; Robinson, 2000).

Na axoniotmese a lesédo é grave, sendo caracterizada por compressao ou
esmagamento do nervo, com interrupcdo da continuidade axonal, porém o0s
envoltérios conjuntivos e a microcirculagdo sdo preservados. Imediatamente apos a
lesdo ocorre degeneracao Walleriana e a regeneracdo axonal acontece de forma

processual, numa velocidade de 1 mm por dia no homem (Burnett e Zager, 2004).



Trata-se de uma leséo reversivel, onde a recuperacao funcional é esperada (Bridge
et al., 1994; Robinson, 2000; Burnett e Zager, 2004).

A neurotmese é um tipo de lesdo grave onde ocorre ruptura completa do
nervo e o progndstico de recuperacdo nio é favoravel. E necessario uma reconexao
cirargica, porém, mesmo com o reparo, seu resultado pode ser limitado, pois varios
fatores podem interferir para que a recuperacgao funcional ndo seja completa (Omura
et al., 2005).

Sunderland (1978), citado por Robinson (2000), classificou as lesées em
cinco graus, sendo o Grau | correspondente a neuropraxia de Seddon; o Grau Il a
axonotmese de Seddon; o Grau lll fica entre axonotmese e neurotmese de Seddon,
onde a continuidade do ax6nio é rompida por perda dos tubos endoneurais, porém o
perineuro e epineuro estdo preservados; no Grau IV os fasciculos nervosos (axénio,
endoneuro e perineuro) sao rompidos, com excessao do epineuro (Robinson, 2000;
Ferreira, 2001) e no Grau V ocorre a lesdo completa do nervo, equivalendo a

neurotmese de Seddon.

2.3 Degeneracéo e Regeneracdao nervosa

A lesdo nervosa da lugar a alteracbes em toda fibra nervosa, desde o
local da lesédo até o 6rgéo receptor. Em 1850, foi observada por Augustus Waller a
degeneracdo do segmento distal de um nervo seccionado com a simultanea

sobrevivéncia do segmento proximal (Ferreira e Martinez, 2000).

Alteracdes bioguimicas, estruturais, celulares e moleculares acontecem em

toda a célula, no sentido de recuperar a funcdo do nervo danificado (Flores, Lavernia



e Owens, 2000; Burnett e Zager, 2004). Entre tais alteragfes estdo a cromatdlise, o
aumento de volume do corpo celular, a migracdo do nucleo para a periferia da célula
e alterac6es metabdlicas (Burnett e Zager, 2004). Logo ap0s estas mudancas segue-
se a desintegracao granular do citoesqueleto axoplasmatico. Quarenta e oito horas
apos a lesdo nao se evidenciam fibras normais, estando presente a desintegracao
do citoesqueleto axonal, o que constitui um processo ativo de destruicdo por

protedlise enzimatica mediada por calpaina (Ferreira e Martinez, 2000).

Quinze dias apdés a lesédo ocorre a proliferacdo de mastécitos, que liberam
histamina e serotonina, que auxiliam no aumento da permeabilidade capilar e
facilitam a migracdo de macrofagos ao local para realizar a fagocitose dos restos

degenerados (Burnett e Zager, 2004).

As células de Schwann resultantes de divisdes celulares formam cadeias
de células que se interdigitam, formando as “bandas de Blingner” no interior dos
tubos de membrana basal. Ocorre sintese de fator de crescimento neural (NGF), que
favorece o brotamento dos axonios durante a reinervagéo (Stoll e Muller, 1999;

Ferreira e Martinez, 2000; Dubovy, 2004).

O processo de regeneracao é iniciado horas apés a lesdo. Os ax6nios da
porcdo proximal formam os primeiros brotos ou neuritos nos locais correspondentes
aos nodos de Ranvier, a chamada zona germinativa (Ide,1996; Ferreira, 2001).
Mediados por fatores tréficos, dois a trés neuritos seguem em direcdo ao 6rgdo-alvo

(Fawcett e Keynes, 1990; Ide, 1996).



Durante o processo regenerativo ocorre aumento da sintese de proteinas,
dentre elas as GAPs (Proteinas Associadas ao Crescimento), como a GAP-43 e as
proteinas do citoesqueleto, actina, proteina dos neurofilamentos e a tubulina
(Fawcett e Keynes, 1990; Ide, 1996). Nesse momento, aumentam também as
moléculas de adeséao celular neural (NCAM), e a N caderina semelhante a insulina —
I, que tem a finalidade de contribuir para o crescimento do axdnio e proliferagao de

células de Schwann, inibindo a apoptose (Ide,1996).

Os neuritos em crescimento se expandem a partir do cone de crescimento
e, através de movimento amebdide, exploram o ambiente de regeneracdo. Nesse
contexto, no interior das bandas de Bilngner, as células de Schwann fornecem aos
neuritos em crescimento, fatores tréficos, como a laminina e a fibronectina, que
favorecem o alcance dos orgaos efetuadores pelos neuritos (Fawcett e Keynes,

1990).

A reinervacdo muscular ap6s axoniotmese tem inicio aproximadamente 15
dias apoés a lesdo, quando se observa a poliinervacdo. O periodo que corresponde
ao pico de poliinervagéo é entre 0 21° e 0 25° dia. A partir do momento em que o
contato sinaptico é recuperado, a sintese de receptores extrajuncionais e a liberacao
de fatores tréficos pelo musculo é diminuida, iniciando-se a eliminacdo sinaptica, na
qual a extremidade dos neuritos regenerados se transforma em terminal nervoso
(Carmignoto et al., 1983; Gorio et al., 1983) e os demais neuritos sofrem um
processo de retracdo e degeneram (Sanes e Lichtman, 1999). A partir disso, as
fibras musculares tornam-se monoinervadas (Gorio et al., 1983) e a funcdo do

musculo é recuperada.



Na expectativa de favorecer ou acelerar o reparo nervoso e a recuperagao
funcional, diversos recursos fisioterapéuticos tem sido investigados, dentre os quais

a estimulacao elétrica de alta voltagem recentemente tem merecido destaque.

2.4 Estimulacédo Elétrica de Alta Voltagem (EEAV)

A EEAV se caracteriza por ser uma corrente de pulso monofasica de dois
picos, com amplitude de pico maximo de até 500 V, duragbes de pulso de
aproximadamente 50 a 200 ps e frequéncias que variam de 1 até aproximadamente
120 Hz (Low e Reed, 2001).

Na literatura, a maioria dos estudos realizados com EEAV sé&o relacionados ao seu efeito
circulatorio, na redugdo de edema (Taylor et al.,1997; Davini et al., 2005).

Davini et al. (2005) descrevem a agdo circulatoria e regenerativa da EEAV, apontando que o
efeito circulatorio é mais evidente quando aplicada a estimulagéo catddica (p6lo negativo) no
limiar motor e que a regeneracdo do tecido tegumentar ocorre com maior velocidade quando o
eletrodo é aplicado sobre a lesdo, com alternéncia da polaridade, iniciando-se com a aplicacéo
catodica.

Robinson e Snyder-Mackler (2001) sugerem que o eletrodo ativo deve ser
colocado sobre o local a ser tratado e seu tamanho deve ser menor, enquanto o
eletrodo dispersivo deve ficar distante da area alvo e seu tamanho deve ser o dobro
do ativo.

Como a EEAV possui polaridade definida (onda monofasica) pode ser
efetiva para conter e absorver edemas agudos, assim como acelerar a reparacao de
tecidos dérmicos e subdérmicos e controlar a dor (Nelson, Hayes e Currier, 2003).

Varios autores discutem seu efeito bactericida quando o catodo é aplicado sobre a

regido a ser tratada (Unger et al., 1991; Szuminsky et al., 1994; Kitchen, 2003).



Segundo Karnes et al. (1995) a corrente de alta voltagem atua durante a
formagcdo do edema, modificando o comportamento endotelial, diminuindo a
permeabilidade capilar em consequéncia da diminuicdo do tamanho dos poros
capilares, restringindo a passagem de proteinas para o meio intersticial, limitando
assim a formacgao do edema.

Taylor et al. (1997) sugerem gue a forma de corrente e intensidade é
importante e também apontam que a excitacao produzida pela EEAV pode alterar as
concentragdes de calcio intracelular, inibindo a formacédo do edema.

Low e Reed (2001) ainda apontam que, quando a EEAV é aplicada no
limiar motor, promove efeito de bombeamento, favorecendo o metabolismo muscular
devido ao aumento na liberacdo de didéxido de carbono, &cido latico e outros
metabdlitos, aumentando o fluxo sanguineo no musculo e tecidos ao redor,
auxiliando na reducao do edema.

A EEAV apresenta vantagens clinicas, pois sdo minimos seus efeitos
térmicos e eletroquimicos sob o eletrodo, estando maior densidade de corrente
disponivel para o local a ser tratado (Zoghi e Jaberzadeh, 2002).

Bettany, Fish e Mendel (1990), submeteram 20 sapos a lesdes em
hiperflexdo do tornozelo, aplicando EEAV catédica sobre o edema (T= 75us, f= 120
Hz), em quatro intervengbes de 30 minutos com intervalos de 1 hora e meia. A
volumetria foi realizada pré e pds-intervencgéo e 17, 20 e 24 horas ap0s a indugéo da
lesdo. O objetivo era observar a influéncia da EEAV nos diferentes nos periodos.
Sua efetividade foi justificada pela diminuicAo da permeabilidade vascular e pela
inducdo da contragdo muscular, que resulta na compressao de vasos venosos e

linfaticos, favorecendo o retorno venoso.



Taylor et al. (1992) aplicaram estimulacdo catodica sobre o edema pos-
traumatico, em sapos. A volumetria do membro tratado foi efetuada antes e apos a
inducdo da leséo, durante as primeiras 24 horas pos-leséo (1,5; 3; 4; 5; 8; 17; 20 e
24 horas). O protocolo utilizado foi: T= 5 a 8 us, f= 120 Hz, intensidade de 30 a 40 V,
durante sessdo Unica de 30 minutos. A EEAV provocou reducdo no tamanho dos
poros da microcirculagdo, o que restringiu a passagem de proteinas plasmaticas e
fluidos dos vasos para o intersticio do tecido, havendo contencdo na formacgéo de
edema apoés aplicacdo da EEAV na fase imediata e também 1,5; 3; 4 e 5 horas apés
o tratamento.

Garcia e Guirro (2005) selecionaram 15 voluntérias com idade entre 40 e
65 anos (51,13 £9,08) com mastectomia unilateral e apresentando como principal
sequela pdés-cirargica, linfedema secundario. O protocolo de tratamento consistiu da
aplicacdo de EEAV por 20 minutos no membro afetado, durante 7 semanas (14
sessfes), com 0s seguintes parametros: 50Hz, modo sincronizado, relacao on/off de
3:9 segundos, Rise/Decay 2:1 segundo, polaridade negativa e amplitude necessaria
para contragcdo muscular. A evolugéo do tratamento foi analisada pela perimetria (em
seis pontos distintos) e pela volumetria pré e pos-tratamento, tendo havido reducao
do linfedema, justificado pelos autores devido ao incremento circulatério
proporcionado pela EEAV.

Silva (2009) avaliou o efeito da EEAV aplicada em dias consecutivos sobre
a cicatriz cirargica ap0s axoniotmese (estimulacdo catddica, até o limiar motor por 30
minutos; Frequéncia de 100 Hz; Voltagem de 100 V; durac&o de pulso de 20 us e
duracdo interpulso de 100 ps) durante 21 dias. Ao analisar as caracteristicas

guantitativas e morfométricas do nervo isquiatico regenerado, observou que 0



recurso nao influenciou o nimero de axdénios regenerados, enquanto o diametro dos
axonios, apesar de néo ter alcancado os valores controle, foi significativamente
maior que o grupo que nao sofreu intervencgdo. J& o didmetro das fibras nervosas e a
espessura das bainhas de mielina recuperaram os valores controle, apontando o
efeito positivo da EEAV sobre a maturacdo das fibras regeneradas, superando as
expectativas de maturacdo apontadas na literatura. A recuperagdo funcional foi
acelerada pela EEAV, tendo iniciado mais precocemente no grupo tratado. Esses
resultados foram atribuidos ao efeito circulatério da estimulagdo catddica, que
favoreceu o aporte de nutrientes e fatores neurotréficos importantes para o
restabelecimento das caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas do nervo.
Considerando esses resultados, € necessario investigar se esses
beneficios seriam mantidos quando a aplicacdo da EEAV fosse realizada em dias
alternados, o que poderia facilitar a utilizagdo desse recurso em humanos, reduzindo

0 tempo necessario ao tratamento.



3 OBJETIVO

Investigar o efeito da Estimulagdo Elétrica de Alta Voltagem aplicada em
dias alternados sobre as caracteristicas morfométricas e funcionais do nervo

isquiatico de ratos ap0s axoniotmese.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal

da Universidade Federal de S&o Carlos, sob protocolo n°037/2008 (anexo 1).

4.2 Desenho do Estudo

Tratou-se de uma pesquisa do tipo experimental realizada no Laboratério
de Pesquisa em Plasticidade Neuromuscular, do Programa de Pés-graduacdo em
Fisioterapia da Faculdade de Ciéncias da Saude, da Universidade Metodista de

Piracicaba (UNIMEP).

4.3 Grupos Experimentais

Foram utilizados 20 ratos Wistar jovens, pesando 213,7g (%10,2),
procedentes do Biotério Central da UNIMEP. Os animais foram divididos em 4

grupos (n=5):

. Controle (CON) - animais sem qualquer intervengéo.

. Desnervado (D) - animais submetidos a lesdo por esmagamento do nervo
isquiatico.

. Desnervado + EEAV alternado (DEA) - animais submetidos a lesao e

subsequente aplicagdo de EEAV em dias alternados.



.« SHAM (S): animais em que o nervo foi exposto e ndo esmagado, porém
submetidos a EEAV em dias alternados.
4.4 Procedimentos Experimentais

4.4.1 Andlise Funcional da Marcha

Para a andlise do indice Funcional do Ciatico (IFC), utilizou-se uma
passarela (8,2 x 42 cm) com uma caixa de fundo escuro numa das extremidades

(Figura 1).

Ap6és treino inicial, quando os animais foram colocados duas ou trés vezes
para caminhar na passarela para reconhecer o ambiente, os ratos foram colocados
para caminhar na passarela revestida com papel sulfite branco, com as patas
posteriores marcadas com tinta de impresséao digital, a fim de realizar o registro das

patas normal e experimental (Varejao et al., 2001; 2003; 2004).



Figura 1: Aparato utilizado para obtenc&o do indice
Funcional do Ciatico (IFC), mostrando as pegadas do
animal impressas em papel branco.

A partir das impressdes plantares, foram obtidas as distancias descritas a

seguir, conforme (Figura 2):

1. Entre a extremidade do terceiro artelho e o calcaneo — comprimento
da pegada (PL);

2. Entre o primeiro e o quinto artelho — largura da pegada (TS);

3. Entre o0 segundo e quarto artelho — largura intermediéria da pegada

(ITS).



Figura 2: Parametros de medidas de comprimento para

célculo do indice Funcional do Ciatico (IFC).
Fonte: Varejao et al. (2004).

As medidas foram tomadas das patas experimental (E) e normal (N), por
meio de um paquimetro digital MITUTOYO®. Os valores obtidos foram aplicados na
equacdo proposta por Bain, Mackinnon e Hunter (1989), antes (pré-operatério) e
apos o 7°, 14°, 21° dias da cirurgia de esmagamento do nervo isquiatico.

Os resultados obtidos dessa equacao expressam a perda funcional em
termos percentuais, sendo que o valor O (zero) representa a fungcdo normal ou
auséncia de disfuncdo e o valor -100 (menos cem) representa a perda total da
funcdo nervosa. Portanto, quanto mais proximo de O (zero) o valor obtido, melhor a

funcao (Varejao et al., 2001; 2003; 2004 ).



4.4.2 Lesao nervosa

Os animais foram pesados e aqueles pertencentes aos grupos D e DEA
foram submetidos a cirurgia para esmagamento do nervo isquiatico, recebendo
anestesia intramuscular de uma mistura de Ketalar® (Cloridrato de Ketamina - 50
mg/mL) e Rompum® (Cloridrato de Tiazina - 2g/100mL), na propor¢éo 1:1, na dose
de 0,3 mL/100g de massa corporal. Logo apds, 0os animais foram posicionados em
decubito ventral e submetidos a tricotomia da regido glutea e posterior da coxa
esquerda, realizando-se uma incisdo de 2 cm sobre a pele, sendo os musculos
subjacentes divulsionados até exposicdo do nervo isquiatico (Figura 3), que foi
delicadamente separado do tecido conjuntivo adjacente e esmagado com uma pinga
hemostética previamente preparada. Foram realizados quatro pincamentos com
duracdo de 20 segundos e intervalo de um segundo entre eles, de acordo com
Fernandes et al. (2005) - Figura 4.

Os pingamentos foram realizados a uma distancia de 5 mm da regiéao
proximal ao ponto de ramificacdo do nervo isquiético.

Ao término desse procedimento, os planos muscular e cutaneo foram
fechados com fio de sutura Ethicon 6-0.

Apés recuperacdo anestésica, administrou-se 4 uL de dipirona sdédica
(500mg/mL) por via oral, com efeito analgésico e PVP (povidine) — | 10% (uso topico)

no local da incisdo, a cada 12 horas, no primeiro e segundo dias pos-operatorio.



Todos os animais foram mantidos individualmente em caixas de polietileno
nos trés primeiros dias, sendo apds esta data colocados em grupo em gaiolas
grandes durante 21 dias, com agua e racdo comercial a vontade, sob temperatura
controlada e ciclo automético de iluminacdo de 12 horas claro/escuro.

Figura 3: Método utilizado para o esmagamento do Nervo.




Figura 4: Aspecto macroscopico do nervo imediatamente
apds o esmagamento. Notar a presenca de lesdo axonal
sem perda de continuidade dos envoltérios conjuntivos.

4.4.3 Estimulacéo Elétrica de alta voltagem

O equipamento utilizado foi o Neurodyn High Volt - IBRAMED - ANVISA
10360310008 (Figura 5). O equipamento foi aferido por meio de um osciloscépio
Tektronix TDS 210, estando todos os parametros fisicos da corrente de acordo com
o especificado no equipamento. O timer do equipamento também foi aferido a partir
de trés cronbmetros da marca Technos, estando esse parametro de acordo com o

especificado no equipamento.




Figura 5: Equipamento utilizado para intervencdo: Neurodyn High Volt — IBRAMED.



A aplicagdo da EEAV nos grupos DEA e S, foi realizada ap6s uma
anestesia (Ketalar e Rompum - 0,15 mL/100 g de massa corporal) iniciada 24 horas
apos a cirurgia, com 0s seguintes parametros (Frequéncia de 100 Hz; tenséo a
partir de 100 V; duracao do pulso de 20 ps e intervalo interpulso 100 ps), polaridade
negativa (catodica) com intensidade no limiar motor, durante 30 minutos. Utilizaram-
se eletrodos novos de silicone-carbono, sendo que o eletrodo ativo (dimensdes de 2
x 2 cm) foi posicionado sobre a cicatriz cirargica e o dispersivo (dimensdes de 4 x 4
cm) contralateral ao ativo, com 1 cm de distancia entre eles (Figura 6). Utilizou-se gel
como meio de acoplamento. A estimulagdo foi aplicada as segundas, quartas e

sextas-feiras, durante 21 dias.

Figura 6: Posicionamento dos



eletrodos (*) ativo e (**) dispersivo
durante a aplicacédo da EEAV.

4.4.4 Coleta e processamento do nervo

Apés 21 dias de aplicagdo da EEAV, os animais foram pesados e
anestesiados com injecéo intramuscular de Ketalar (50 mg/mL) e Rompun (2 g/100
mL) na proporcao 1:1, na dose de 0,3 mL/100 g de peso corporal.

O nervo isquiatico esquerdo foi exposto cirurgicamente, como descrito
previamente, e fixado in situ a 4 °C, durante 10 minutos com fixador de Karnovsky
(1965) modificado, contendo 1 % de paraformaldeido e 2 % de glutaraldeido em
tampédo cacodilato de sédio a 0,1 M, pH 7,3. ApGs esse procedimento 0s animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical.

Este estudo demonstra os resultados da analise morfométrica do
segmento nervoso distal a leséo.

Para andlise da morfologia do nervo normal, os animais do grupo controle
tiveram o nervo isquiatico esquerdo seccionado na regido correspondente a porgao
distal a0 esmagamento nos demais grupos experimentais.

Os fragmentos do nervo isquiatico dos animais dos 4 grupos foram
mantidos em solucéo fixadora (Karnovsky) por 24 horas e pos-fixados em tetroxido
de 6smio a 1 % em tampédo cacodilato de sdédio 0,1 M, pH 7.3, por duas horas,
imersos em uranila 5 % durante 24 horas, para coloragédo em bloco, desidratados em
solugbes crescentes (30 % a 100 %) de acetona e incluidos em resina Araldite

(UEGAMA).



Foram obtidos cortes transversais de 1 um com navalha de vidro, em
ultramicrotomo LKB, que foram corados com Azul de Toluidina a 1 %, em solucéo
aquosa de borax a 1 %, para microscopia optica.

4.5 Analise dos Dados

45.1 Anélise Morfométrica

A analise morfométrica foi realizada a partir de cortes da porcao distal do
nervo regenerado nos animais de todos os grupos.

Para observagdo dos cortes histolégicos foi utilizado o microscopio de luz
Olympus acoplado a um sistema analisador de imagens que utiliza o software Image-
Pro Plus 6.2 — Media Cybernetics®. A calibracdo do sistema de anélise de imagens
para obten¢cdo de medidas na unidade de micrometros (um) foi realizada com o
auxilio de uma lamina de calibracdo micrometrada ZEISS 5.100/200 mm.

Foi analisado um corte histolégico por animal em cada grupo, do qual
foram obtidas imagens em objetiva de 10 vezes, para a observacao de todo o nervo
e em objetiva de 100 vezes, para a selecdo dos campos para amostra. A amostra
consistiu de 5 campos aleatoriamente definidos em cada corte.

As medidas foram realizadas de forma semi-automética, sendo cada fibra
nervosa mielinica e axénio contornados com o mouse para obter os valores (em
micrometros), referentes ao diametro da fibra e diametro do axonio. A partir desses

dados, a espessura da bainha de mielina foi calculada (Figura 7).



Bl plate sham. tif [1/1)
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gura 7: Tela do software Image Pro Plus 6.2 (Media Cybernetics®), utilizado para
andlise (contornos verdes) dos didmetros dos axdnios (2) e das fibras nervosas (1), em
corte transversal do nervo isquiatico. Aumento=1000 x.

Os valores referentes a medida de cada axdnio foram transferidos para o
software Excel.

Seguindo a metodologia proposta por Santo Neto et al. (2004), foram
analisados os parametros morfométricos apontados a seguir:

O didmetro médio dos axbnios de cada nervo foi obtido a partir da
somatéria dos diametros dos axdnios, dividido pelo nimero de axdénios mensurados.
O célculo do diametro médio das fibras seguiu a mesma ldgica. Os valores de

espessura das bainhas de mielina foram obtidos subtraindo-se o diametro do axbnio



do diametro da fibra nervosa e, em seguida, dividindo-se por dois. A espessura
meédia das bainhas de mielina também foi obtida dividindo-se a somatéria das
espessuras das bainhas de mielina pelo numero de fibras nervosas analisadas.

O valor da razao G foi calculado pela divisao do diametro do axénio pelo
diametro da fibra nervosa.

As formulas utilizadas foram as seguintes:

Diametro médio axonio: X didmetro axénio

numero axonio

Diametro médio fibra: £ diametro fibra

numero fibra

Espessura da bainha mielina:_diametro da fibra — didametro do axénio

2

Razao G: didmetro do axdnio (média)

diametro da fibra (média)

45.2 Anédlise do nimero de AxOnios



O numero total de axdnios em cada nervo foi calculado a partir da
somatéria do numero obtido nos 5 campos, em objetiva de 100X, sendo estabelecida
uma proporcao desse valor com a &rea total do nervo, obtida em objetiva de 10X. De
acordo com Santo Neto et al. (1998), utilizou-se as férmulas a seguir, que
demonstram como foram calculados a porcentagem da amostra e 0 nimero total de

axbnios em cada nervo:

% amostra: X area dos campos x 100 = 5%

¥ area do nervo

NUmero total de axonios: £ nimero axénio x 100

% amostra

4.6 Andlise Estatistica

Para analise estatistica os dados foram processados no software
Statistical Package for Social Science for Personal Computer (SPSS/PC) - versao
13.0.

Os dados foram apresentados por meio de média e desvio padrdo. A
normalidade foi verificada através do teste Shapiro-Wilk e a homocedasticidade foi

verificada através do teste de Barket.



Para analise morfométrica foi utilizado o teste Anova (F) seguido de Tukey
HSD.

Para anadlise funcional (comparacdo intergrupos e intragrupos) utilizou-se o
teste Anova (F) para medidas repetidas, seguido de post hoc LSD.

Para as comparacgfes dos dados, foi considerado o nivel de significancia de 5

%.

5 Resultados

5.1 Andlise Histolégica

Na figura 8 observam-se as caracteristicas histolégicas dos grupos CON,
D, DEAe S.

O grupo CON (Figura 8A), apresentou axbnios de tamanho normal, com
espessura de mielina regular e proporcional ao diametro axonal. No grupo D (Figura
8B), ha um aumento de tecido conjuntivo perineural e as fibras nervosas apresentam
menor calibre.

No grupo DEA (Figura 8C), os axdnios apresentam varios tamanhos e
diametro axonal maior em relagdo ao grupo D. No grupo S (Figura 8D) observam-se
axoénios com diametro e espessura da bainha de mielina semelhantes ao grupo

controle.
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Figura 8: Micrografia em corte transversal do nervo isquidtico dos grupos: Controle (A);
Desnervado (B); Desnervado + EEAV Alternado (C) e Sham (D). Observar diferencas de calibres
de axonios, espessura da bainha de mielina e tecido conjuntivo (perineural). Coloragdo: Azul de
Toluidina; Barra = 20 um.



5.2 Anélise Quantitativa

5.2.1 NUumero de ax6nios

A figura 9 expressa o numero de axdénios nos diferentes grupos estudados,

nao havendo diferenca significativa entre eles.
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Figura 9: Numero médio de axbnios +DP nos grupos Controle (CON), Desnervado (D),
Desnervado + EEAV alternado (DEA) e SHAM (S); (p=0,20).



5.3 Anélise Morfométrica

5.3.1 Didmetro dos Axdnios

A figura 10 apresenta o diametro médio dos axdnios nos diferentes grupos.
O diametro dos axdnios no grupo D atingiu 56,95% dos valores controle, alcangando
84,61% no grupo DEA e 89,49% no grupo S. O grupo D apresentou valores médios

significativamente menores que os grupos CON, DEA e S.

o
S 3
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>
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Figura 10: Valores médios +DP do didametro dos axénios nos grupos: CON, D, DEA e S.
(*) difere dos demais grupos (p<0,01).



5.3.2 Didametro das Fibras Nervosas

A figura 11 expressa o diametro das fibras nervosas nos diferentes grupos.
Esses valores atingiram 60,79% do controle no grupo D; 90% no grupo DEA e
92,56% no grupo S. No grupo D os valores foram menores que nos grupos DEA,
CON e S, enquanto no grupo DEA, os valores apenas foram menores que no grupo

CON.
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Figura 11: Valores médios + DP do didmetro das fibras nervosas nos grupos: CON, D, DEA
e S. (*) difere dos grupos CON, DEA e S (p<0,01); (#) difere do grupo CON (p<0,05).
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5.4 Andlise Funcional do Ciético

5.4.1 Anédlise Intergrupos

A Figura 14 demonstra os valores médios do IFC nos diferentes grupos e
momentos da avaliacdo funcional. Na analise intergrupos verifica-se que, no preé-
operatério, todos os grupos apresentaram funcéo normal, porém no 7° e 14° dia pOs-
operatorio (PO), esses valores diminuiram, indicando perda funcional significativa,

alcancando valores proximos aos do periodo pré-operatério no 21° dia PO.
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Figura 14: Comparacdo intergrupos do indice Funcional do Ciatico (IFC) nos grupos:
Desnervado (D), Desnervado+Estimulacdo de Alta Voltagem (DEA) e SHAM + Estimulacéo
Elétrica de Alta Voltagem (S), nos diferentes tempos. (*) difere de S; (#) difere de DEA e S
(p<0,05).

5.4.2 Andlise Intragrupos

Uma comparacdao intragrupos dos valores do IFC nos diferentes periodos
de avaliagdo (Figura 15) mostra que, entre o 7° e 14° PO, os grupos D e DEA
apresentaram valores de IFC mais negativos em relacdo ao pré-operatério

(p=0,00002 e p=0,0000007, respectivamente) e 21° dia PO.
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Figura 15: Comparaco intragrupos do indice Funcional do Ciatico (IFC) nos grupos:

Desnervado (D), Desnervado + Estimulacéo Elétrica de Alta Voltagem (DEA) e SHAM



+ Estimulagdo Elétrica de Alta Voltagem (S), nos diferentes tempos.(*) difere do pré -

operatorio e 21° dia PO.



6 Discusséo

A Estimulacdo Elétrica de Alta Voltagem (EEAV) € um recurso disponivel
na clinica, mas ainda pouco explorado. Sua utilizagdo tem se restringido ao
tratamento de edemas (Taylor et al., 1997; Robinson e Snyder-Mackler, 2001), de
Ulceras crbnicas (Houghton, 2003; Davini et al., 2005) e no controle da dor (Robinson
e Snyder-Mackler, 2001).

Os estudos disponiveis na literatura demonstram o papel da EEAV na
aceleracdo da regeneracdo de Ulceras cutaneas. Houghton (2003) argumenta que
este recurso terapéutico promoveria uma alteracdo eletroquimica que envolve o
aumento do fluxo sanguineo no local da aplicagdo. Robinson e Snyder-Mackler
(2001) destacam o aumento da perfusdo vascular periférica causado pela EEAV, que
ocorre devido a ativacdo de nervos autbnomos que influenciam o ténus vascular e
também pela contracdo muscular devida ao estimulo aplicado no limiar motor, que
causa contracdo muscular ritmica durante a intervencdo, promovendo o efeito de
“bomba”.

O efeito da EEAV sobre o fluxo sanguineo depende da tensao, frequéncia
e local da estimulacdo (Bettany, Fish e Mendel, 1990). Nohr, Akers e Wessman
(1987) aplicaram EEAV em ratos com estimulacdo catddica no limiar motor, tensao
de 90 V e frequéncia variando de 2 a 120 Hz e observaram aumento do fluxo
sanguineo durante e ap0s a intervencao.

O aumento do fluxo sanguineo é fundamental para o sucesso do processo
de regeneracdo, pois permite a chegada de macréfagos e outras células de defesa

ao local da leséo. Segundo Jander et al. (1996) e Jander, Lausberg e Stoll et al.,



(1989), dois dias ap6s a compressao do nervo isquiatico, células T e macrofagos
infiltram o local da lesdo e, no quarto dia, encontram-se espalhados por toda a
extensdo do nervo distal & compressao. Esse recrutamento de macrofagos permite
uma rapida retirada dos restos de axénio e mielina degenerados, material que
aparentemente contem inibidores de crescimento de neuritos, como as
glicoproteinas associadas a mielina (Qiu, Cai e Filbin, 2000). Stoll e Miiller (1999)
apontam evidéncias de que a vasta maioria dos restos de mielina degenerada seja
removida por macrofagos hematogénicos. Esse processo de fagocitose se constitui
num facilitador da regeneracao nervosa.

Os resultados deste estudo permitem considerar que a regeneragédo e
maturacdo axonal, das quais depende a recuperagdo funcional, tenham sido
favorecidas pelo efeito circulatério da EEAV. Assim, ao provocar um aumento do
fluxo sanguineo no local da intervencéo (sobre a cicatriz cirtrgica), a EEAV teria
facilitado o recrutamento de macro6fagos ao local da leséo.

Orida e Feldman (1982) discutem que a estimulacdo catddica propicia o
aumento da densidade de macréfagos no local da leséo, pois 0s macrofagos tendem
a migrar em direcdo ao anodo. Isso justifica a escolha pela estimulacdo catddica
neste estudo e, provavelmente, os resultados obtidos.

Durante a degeneracdo Walleriana, o ponto maximo da fagocitose da
mielina por macréfagos ocorre entre 7 e 14 dias apos a lesao (Stoll et al., 1989).
Neste estudo, a analise morfométrica do nervo foi realizada apo6s 21 dias da lesao,
ndo sendo possivel identificar alteragdo morfolégica entre 7 e 14 dias, que permitisse
apontar o possivel efeito da EEAV no recrutamento de macréfagos durante a

degeneracdo Walleriana, pois a anadlise histolégica ndo foi realizada nesses



periodos, considerando a necessidade de sobrevivéncia dos animais durante 3
semanas. Entretanto, o0s resultados da analise funcional apontaram uma
recuperacao significativa no grupo submetido a EEAV em relagdo ao grupo nédo
tratado, sugerindo que a fagocitose dos restos degenerados teria sido mais efetiva
no grupo tratado. Esse resultado pode ser consequéncia do aumento no
recrutamento de macréfagos para o local da lesdo, permitindo supor que a circulagcéo
sanguinea no local teria sido aumentada pela EEAV.

Baichwal, Bigbee e DeVries (1988) observaram que os macrofagos que
fagocitam a mielina durante a degeneracdo Walleriana produzem um meio
condicionante que é mitogénico para as células de Schwann. De acordo com Ide et
al. (1990) e Hall (1997), a lamina basal das células de Schwann permanece integra
durante a degeneragdo Walleriana, sobrevivendo a invasdo de macréfagos durante o
estagio agudo da degeneracéo e fornece suporte para os axdnios em regeneracao,
participando da fagocitose dos restos de axonio e mielina degenerados e formando
as bandas de “Bingner” ou tubos endoneurais, que irdo direcionar os axénios em
crescimento até o musculo.

A célula de Schwann apresenta em sua lamina basal, proteinas que
fornecem suporte aos axonios em crescimento no interior dos tubos endoneurais,
sendo as mais importantes a laminina, localizada principalmente na superficie interna
da célula, que é reconhecida pelos brotos axonais que entédo invadem a lamina basal
durante a regeneracao (Fawcett e Keynes, 1990); e a fibronectina, um fator promotor
de crescimento de neuritos (Gundersen, 1987).

Desta forma, é possivel que a EEAV tenha favorecido o fluxo sanguineo

no local da lesdao, havendo maior recrutamento de macréfagos para o local, o que



favoreceu a remocgdo dos restos degenerados que, além de atuar como barreira
mecéanica ao crescimento dos brotos axonais, também inibe o crescimento de
neuritos. Presenca de tubos endoneurais vazios, ou seja, livres do contetudo de
degeneracdo, somado a proliferacdo das células de Schwann, facilitada pela
presenca de macrofagos, com consequente ampliagdo da oferta de fatores troficos
ao crescimento axonal, justifica os resultados morfométricos e funcionais obtidos
neste estudo.

Destaca-se a necessidade de investigacao direcionada ao comportamento
de macréfagos e células de Schwann nas diferentes fases do processo de
regeneracdo nervosa. Uma andlise quantitativa dessas células poderia elucidar essa
questdo. Da mesma forma, a variacdo dos parametros de intervencdo também
permitiiam conhecer as possibilidades oferecidas por este recurso que é de facil
aquisicdo, de custo razoavel, ndo invasivo e indolor.

Outro aspecto importante relacionado a regeneracao nervosa € a oferta de
fatores neurotroficos. Segundo Funakoshi et al. (1993), algumas horas ap6s o dano
axonal, o nivel e a atividade de mRNA de fatores de crescimento nervoso (NGF)
aumenta drasticamente, havendo um segundo pico de expressao apos 2 a 3 dias da
lesdo. Meyer et al. (1992) citam que ha um aumento lento e continuo de mRNA do
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), que inicia no terceiro dia apos a lesao
e atinge seu nivel maximo 3 a 4 semanas ap06s. Essas neurotrofinas sdo produzidas
por células de Schwann (Stoll e Miiller, 1999), o que sugere que, ao favorecer a
proliferacdo das células de Schwann por meio do recrutamento de macréfagos,

maior quantidade de fatores de crescimento nervoso (NGF e BDNF) estaria



disponivel no ambiente de regeneracdo, justificando os resultados encontrados neste
estudo.

O Unico estudo disponivel até 0 momento, que investigou o efeito da EEAV
no processo de regeneracdo nervosa foi realizado por Silva (2009), que utilizou os
mesmos parametros elétricos aplicados neste trabalho, no mesmo modelo
experimental, porém com frequéncia de intervencdo diaria, concluindo que a
maturacdo das fibras nervosas regeneradas e a recuperagcdo funcional foram
aceleradas pela EEAV. A autora atribui os resultados ao efeito circulatorio da
estimulacdo catodica, que favoreceu o aporte de nutrientes e fatores neurotroficos
importantes para o restabelecimento das caracteristicas morfologicas e fisiol6gicas
do nervo.

Neste estudo, optou-se por incluir um grupo SHAM, no qual a EEAV foi
aplicada sobre a cicatriz cirirgica da pata em que o nervo foi exposto, mas nao
submetido a esmagamento. O objetivo era comprovar que nao haveria influéncia do
recurso utilizado sobre as caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas normais do
nervo isquiatico.

O numero de axbnios observado em todos 0s grupos deste estudo néo foi
diferente entre os grupos. Esses dados se assemelham aos observados por Silva
(2009). Entretanto, apds 2 a 4 semanas do esmagamento do nervo observa-se 2 a 3
vezes mais axdnios na porcédo distal a lesao (Toft, Fugleholm e Schmalbruch, 1988),
uma vez que cada axonio proximal emite dois a trés brotos que seguem em direcéo
ao alvo (Burnett e Zager, 2004).

Neste estudo, tanto o didmetro dos axbénios quanto o das fibras nervosas

regeneradas, bem como a espessura das bainhas de mielina, foram maiores no



by

grupo submetido a intervencdo em relacdo aquele nado tratado. Esse resultado
justifica-se, provavelmente, pelo incremento circulatério promovido pela EEAV,
conforme discutido anteriormente, o que, por si sé, favorece a regeneracao nervosa.
Esses resultados ratificam aqueles obtidos por Silva (2009), que aplicou intervencao
diariamente, sugerindo que a aplicacdo em dias alternados é suficiente para obter
favorecimento no processo de regeneracdo nervosa periférica e recuperagado
funcional.

Este é um aspecto relevante para a pratica clinica, pois com as limitagdes
de tempo impostas pela rotina de trabalho e inimeras atividades desempenhadas
diariamente, é desejavel dispor de formas de tratamento que requisitem menor
tempo possivel e oferecam resultados eficientes.

Futuros estudos devem ser direcionados a humanos com lesdo nervosa
periférica, uma vez que se trata de um recurso ja utilizado na clinica, porém nao
explorado ainda para o tratamento da lesdo nervosa periférica.

No que se refere a qualidade de regeneracdo, os dados morfométricos
apontam a eficacia do recurso utilizado, pois segundo Schroder (1972), apos
compressdo do nervo, onde a regeneragdo nervosa ocorre espontaneamente, é
possivel que o didametro dos axbnios atinja os valores controle apos 6 meses. Neste
estudo, ap6s 21 dias da lesdo, o grupo néo tratado atingiu 56,95 % dos valores
controle, enquanto o grupo tratado com EEAV atingiu 84,61 % no mesmo intervalo
de tempo.

O diametro das fibras nervosas atingiu 60,79 % dos valores controle no

grupo nao tratado, enquanto o grupo tratado com EEAV atingiu 90 %.



Quanto a espessura das bainhas de mielina, o grupo néo tratado atingiu
66,97 % dos valores controle, enquanto o grupo tratado com EEAV atingiu 98,16 %
apenas 21 dias apds a lesdo, superando o esperado, de acordo com Schroder
(1972), que aponta que a espessura da bainha de mielina atinge 79 % do valor
normal apés um ano.

Esses resultados demonstram o efeito benéfico da EEAV para a

regeneracao e maturagcao de nervos lesados.

A razdo G, que corresponde a divisao do diametro do axdnio pelo diametro
da fibra nervosa, reflete a velocidade de conducdo do impulso nervoso através do
nervo. Esse parametro foi recuperado em todos os grupos, estando dentro dos
padrdoes de normalidade para uma velocidade de conducdo nervosa ideal, ou seja,
entre 0,5 e 0,7 (Anssellin, Fink e Davey, 1997), caracterizando a proporcionalidade
entre diametro do axdénio e diametro das fibras nervosas, sugerindo que, em todos 0s
grupos, a velocidade de conducéo nervosa teria sido recuperada.

Silva (2009) obteve 79,94 % de recuperacdo do diametro dos axonios
regenerados em relagao aos valores controle no grupo tratado com EEAV, enquanto
0 grupo nao tratado recuperou apenas 52,45 %. O diametro das fibras nervosas
atingiu 96,50 % dos valores controle no grupo tratado e 58,16 % no grupo nao
tratado. A espessura das bainhas de mielina atingiu 100 % dos valores controle no
grupo tratado e 65,78 % no grupo néo tratado.

Os dados morfométricos obtidos neste estudo ratificam aqueles obtidos

por Silva (2009) e sugerem que nao ha necessidade de intervencdo diaria utilizando



a EEAV, uma vez que resultados semelhantes sdo obtidos com intervencéo em dias
alternados.

Quanto a funcionalidade do nervo regenerado, a analise intergrupos
apontou que os valores de IFC no periodo pré-operatério estiveram dentro dos
padroes de normalidade, ou seja, entre 0 e -20, caracterizando fungdo normal,
enquanto entre o 7° e 0 14° dia apos desnervacao os grupos D e DEA apresentaram
valores proximos a -100, caracterizando perda funcional. Entretanto, o grupo DEA
apresentou melhora significativa da funcdo ja aos 14 dias apl6s a leséo,
demonstrando o efeito da EEAV em acelerar a recuperacao da funcéo do nervo apos
axoniotmese. Apesar de os valores nao terem se igualado no 21° dia pdés-operatério,
a diferenca nédo foi significativa nesse periodo, demonstrando que a recuperacao da
funcionalidade do nervo ocorreu no grupo tratado com EEAV e também naquele nao
tratado.

Apesar disso, a literatura aponta que o tempo transcorrido entre a lesé@o e
a reinervacdo muscular é crucial para a recuperacgdo funcional, pois a desnervacao
causa reducdo da area de seccao transversa do musculo, ou seja, atrofia muscular,
bem como proliferacéo de tecido conjuntivo intramuscular (Fernandes et al., 2005), o
gual atua como barreira mecanica ao suprimento sanguineo para as fibras
musculares, contribuindo para a atrofia (Caieréo et al., 2008), além de interferir com
a reinervagdo muscular, atuando como barreira mecanica a reconexado do terminal
nervoso com os receptores da juncdo neuromuscular (Carter et al., 1998).

Desta forma, um recurso terapéutico que acelera a regeneragao nervosa e
a reinervagdo muscular, como € o caso da EEAV, reduziria o tempo de desnervagéo

e, consequentemente, a atrofia e proliferacdo conjuntiva no musculo, favorecendo as



condi¢des estruturais do musculo a ser reinervado. Essa condicdo muscular, somada
a reinervacao e recuperacao funcional mais precoce poderia tornar mais favoravel o
prognéstico de recuperacdo e garantir um retorno precoce as atividades laborais do

individuo apés leséo nervosa periférica.

7 Concluséo

Os dados obtidos neste estudo permitem concluir que a EEAV, aplicada
em dias alternados, acelerou a regeneracdo nervosa e recuperacao funcional apés

lesé@o por esmagamento em ratos.
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Fones: (016) 3351.8109/3351.8110

Fax: (016) 3361.3176
CEP 13560-970 - Sao Carlos - SP - Brasil

Parecer da Comissio de Etica em Experimentacio Animal n° 037/2008

Protocolo n°® 037/2008

A Comissio de FEtica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Sdo Carlos — CEEA/UFSCar — na sua 24 Reunido, ocorrida
em 16/09/2008, APROVOU o trabalho intitulado Estimulacdo elétrica de alta
voltagem: influéncia sobre a regeneracdo nervosa periférica e recuperagdo funcional,
elaborado por Rosana Macher Teodori, Elaine Caldeira de Oliveira Guirro, Andréia
Maria Silva e Valéria de Oliveira Fontes.

Sdo Carlos, 16 de setembro de 2008.

Prof?. Dr?. Keico Okino N

Presidente da Comissio de Etica em Experimentagao Animal
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