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RESUMO

Apo6s lesdo nervosa periférica ocorrem diversas alteracdes no musculo,
entre elas proliferacao do tecido conjuntivo (TC) e diminuicdo da area de seccao
transversa (AST) das fibras, o que interfere na funcdo muscular em caso de
reinervacao. A estimulacao elétrica (EE) é amplamente utilizada em casos de
desnervacao para preservacao da capacidade contratil do musculo desnervado. O
objetivo deste trabalho foi comparar 2 procedimentos de EE fasica de baixa
frequéncia: aplicagéo diaria e em dias alternados no remodelamento de TC e AST
das fibras do musculo gastrocnémio em diferentes periodos de desnervacgéo (10,
20 e 30 dias). Foram utilizados 55 ratos, da linhagem Wistar, com peso entre 180
e 250g, divididos em 5 grupos (n=5): controle (C), desnervado e analisado apo6s 6
dias (D6); desnervado e analisado apdés 10, 20 e 30 dias (D10, D20 e D30),
desnervado e eletroestimulado diariamente durante 10, 20 e 30 dias (EED10,
EED20 e EED30), desnervado e eletroestimulado em dias alternados durante 10,
20 e 30 dias (EEA10, EEA20 e EEA30). A lesédo nervosa foi realizada por
esmagamento do nervo isquiatico. A EE iniciou-se 24 horas ap0s 0 esmagamento
(f=10Hz, i=5mA, T=3ms, t=30 minutos). Foram realizados cortes transversais
(12um) corados com H&E. As mensuracdes da AST e da densidade de area de
TC foram realizadas por meio de analisador de imagens (Motic Advanced 3.2) e
por meio de sistema de planimetria por contagem de pontos, respectivamente.
Andlise estatistica: teste Shapiro Wilk, seguido pela ANOVA — F (One-way) e
teste de Tukey (5%). Nos grupos analisados apés 10 e 20 dias nao houve
diferenca na AST entre os grupos submetidos a EE e os grupos EE com o D (10
dias: EED: 1048 + 134 ym? EEA: 988 + 89 pm? D: 1038 + 197 pm?; 20 dias:
EED: 1579 + 207um?; EEA: 1394 + 179 pm?; D: 1246 + 368 pm?). Apés 30 dias, a
AST de todos os grupos desnervados alcangaram valores correspondente ao
grupo controle (C: 2337 + 323 pm?; D: 2052 + 430 um?; EED: 2078 + 203 pm?;
EEA: 1999 + 34 um®). Na anélise da densidade de area do TC do grupo analisado
apos 10 dias, observou-se que o grupo EED foi significativamente diferente do D
e semelhante ao C (C: 12 + 1.37%; D: 21 £ 5.08%; EED: 11 £ 2.45%). No grupo
20 dias nao houve diferenga quando comparado o grupo D aos grupos E,
entretanto o grupo EED apresentou valor similar ao C (D: 18 + 3.50%; EED: 15 £
2.47%; EEA: 17 £ 2.70%). Apds 30 dias, o grupo D apresentou diferenga quando
comparado ao C e ao EED (C: 12 £1.37%; D: 15 £ 2.83%; EED: 11 £ 1.59%,
p<0.05). Conclui-se que a EE nao foi eficiente para minimizar a atrofia das fibras
musculares. Entretanto, para o remodelamento do TC, a aplicagdo diaria de EE
trouxe mais beneficios ao musculo do que a aplicacdo em dias alternados,
sugerindo que a quantidade de estimulo é importante para a diminuicdo da
proliferagdo de TC.

Palavras Chaves: Desnervacdo, Estimulagdo Elétrica, Tecido Conjuntivo, Area
de Seccgao Transversa.



ABSTRACT

After peripheral nerve injury several changes occur in muscle, including
connective tissue (CT) proliferation and decrease of fiber cross sectional area
(CSA), which might impair muscle function in case of reinnervation. Electrical
stimulation (ES) has been used after denervation to preserve contractile capacity
in denervated muscle. The aim of this study was to compare 2 protocols of low
frequency phasic ES: daily and alternate application, in different time (10, 20 and
30 days), on CT remodeling and fibers CSA of rat gastrocnemius muscle
previously denervated. Fifty-five Wistar rats were used, weight ranging from 180 to
250g, divided into 5 groups of 5 animals each: control (C), denervated and
analyzed after 6 days (D6); denervated and analyzed after 10, 20 and 30 days
(D10, D20 and D30), denervated and daily electrical stimulation during 10, 20 and
30 days (DES10, DES20 and DES30), denervated and alternate electrical
stimulation during 10, 20 and 30 days (AES10, AES20 and AES30). Twenty-four
hours after nerve crushing, the animals were submitted to ES protocols (f=10Hz,
i=bmA, T=3ms, t=380 minutes). Frozen cross-sections were obtained (12 um in
thickness) and stained with H&E. Fiber CSA and CT area density were measured
using the Motic Advanced 3.2 software and a planar point counting analysis
system, respectively. Statistical analysis: Shapiro Wilk test, followed by ANOVA -
F (One-way) and Tukey test (5%). After 10 and 20 days there was no difference in
CSA between the groups submitted to ES and the ES groups when compared to
the D (10 days: DES: 1048 + 134 um?; AES: 988 + 89 um?; D: 1038 + 197 pm?; 20
days: DES: 1579 + 207 pm?; AES: 1394 179 pm?; D: 1246 + 368 um?). After 30
days, the AST of all denervated groups reached control values (C: 2337 + 323
um?; D: 2052 + 430 pm?; DES: 2078 + 203 pm?; AES: 1999 34 um?). Related to
analysis of CT density area, it was observed that the 10-day DES group showed
significantly difference when compared to D group and similar value when
compared to C (C: 12 £ 1.37%; D: 21 + 5.08%; DES: 11 + 2.45%). In 20-day group
there was no difference when compared D to EE groups, however, DES group
showed similar value to C (D: 18 + 3.50%; DES: 15 + 2.47%; AES: 17 + 2.70%).
After 30 days, D group presented difference when compared to C and DES (C: 12
+1.37%; D: 15 £ 2.83%; DES: 11 + 1.59%, p <0.05). It may be concluded that ES
was not efficient to minimize the atrophy of the muscle fibers. However, related to
CT remodeling, daily ES application was more efficient to muscle than application
in alternated days, suggesting that the amount of stimulus is important for
decreasing CT proliferation.

Key Words: Denervation, Electrical Stimulation, Connective Tissue, Cross
Sectional Area.
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1. INTRODUCAO

A lesdo nervosa periférica € problema freqliente na pratica clinica. Esse
tipo de lesdo tem como conseqUéncias alteracbes de sensibilidade e das
habilidades motoras, condicbes que precisam ser recuperadas precocemente.
Sendo assim, o objetivo da reabilitagdo é preservar as caracteristicas musculares
normais, evitando a degeneracao da fibra muscular e mantendo a amplitude de
movimento articular, assim como recuperar a fungdo motora e a sensibilidade. O
processo de regeneracgao nervosa € lento, o que dificulta a recuperacao funcional,
resultando na inatividade muscular e o estabelecimento da atrofia (Bishop, 1982;
Welch, 1996; Robinson e Mackler, 2001). E conhecido que quanto menor o tempo
para ocorrer a reinervagdao, melhor € o prognéstico funcional (Eberstein e
Eberstein, 1996).

As alteracbes morfolégicas decorrentes da desnervacdo envolvem
diminuicao da massa muscular (Jakubiec-Puka et al., 1999; Zernicka et al., 2002;
Decherchi et al., 2003), diminuigdo da area de secc¢ao transversa das fibras (Soic-
Vranic et al., 2005; Fernandes et al., 2005) e aumento do tecido conjuntivo
(Salonen et al., 1985; Lu, Huang e Carlson, 1997; Purslow, 2002; Polacow et al.,
2003), entre outras. Essas modificacbes ocorrem imediatamente apdés a
desnervacao e persistem enquanto o musculo estiver desprovido de suprimento
nervoso. Caso a reinervagcao nao ocorra em um determinado tempo, o tecido
conjuntivo fibroso tera substituido os elementos contrateis do musculo, e a
recuperacao da fungdo muscular torna-se impossivel (Gersch, 1992).

Em lesbes nervosas periféricas onde o reparo do nervo € 0
restabelecimento das condicdes funcionais do musculo sdo possiveis, a

estimulacado elétrica é usada com o objetivo de minimizar a degeneracao da fibra
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muscular e a fraqueza muscular durante o periodo em que o nervo esta se
regenerando (Lomo, Westgaard e Dahl, 1974; Decherchi et al., 2003).

Apesar da estimulagao elétrica ser muito utilizada na reabilitacao apds
desnervacdo muscular, a maioria dos estudos encontrados restringem-se a
analise da estimulagéo elétrica cronica (caracterizada por estimulagdo durante
longos periodos, de 8 a 24 horas, utilizando, na maioria das vezes, eletrodos
implantados). Este tipo de estimulacao elétrica, embora nédo utilizado como forma
de tratamento, pode causar beneficios musculares morfoldgicos, histoquimicos e
bioguimicos (Pette e Vrbova, 1999; Al-Majed, Brushart e Gordon, 2000; Pette et
al., 2002; Marqueste et al., 2004). Por outro lado, ha também relatos de que a
estimulacao elétrica crénica nao € benéfica para a regeneracao nervosa, uma vez
que a mesma interfere na reinervagao, retardando o retorno funcional do musculo
(Lieber, 2002).

Devido a caréncia de estudos utilizando-se da estimulagdo elétrica
como usada na reabilitacdo, torna-se importante o estudo deste recurso
utilizando-se eletrodos de superficie e aplicacdo de estimulo durante poucos
minutos por dia, em torno de de 20 a 60 minutos. Além disso, algumas questodes,
a respeito do uso da estimulagédo elétrica utilizada no processo de reabilitagao,
devem ser destacadas. Uma delas esta relacionada com a quantidade de
estimulo a qual o musculo deve ser submetido. Estudo realizado por Dow et al.
(2004) mostra que numero pequeno de contragdes diarias ndo é suficiente para
minimizar a atrofia. Por outro lado, nimero de contracbes em excesso pode
aumentar o dano ao tecido pelo excesso de energia aplicada ao tecido durante a

estimulacao elétrica. Deste modo, seria a estimulacao elétrica aplicada em dias
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alternados, como é comumente utilizada nas clinicas de fisioterapia, a mais

adequada?

Outro aspecto que deve ser considerado é se os beneficios da
estimulacao elétrica sdo dependentes do tempo da lesdo nervosa, tornando-se
importante conhecer os efeitos da estimulacao elétrica em diferentes fases, isto €,
quando o musculo esta desprovido de inervacao, com inicio do processo de
inervagao e quando o mesmo musculo encontra-se parcialmente reinervado.

Assim, com o intuito de responder essas questdes, este trabalho
propde-se a comparar dois procedimentos de estimulagdo elétrica: aplicagéo
diaria versus alternada, em musculo previamente desnervado. Além disso, sera
feita a analise dos efeitos da estimulagdo elétrica em diferentes tempos de
desnervacao.

Dessa maneira, os resultados obtidos deste estudo serdo importantes
para mostrar qual a melhor freqliéncia de tratamento para recuperacdo do
musculo, assim como qual a fase de lesdo nervosa que o paciente obtém mais

beneficios com o uso da estimulacao elétrica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Lesoes nervosas periféricas

Os nervos periféricos sdo extensdes do Sistema Nervosos Central,
responsaveis pela integracdo das atividades sensitivas e motoras das
extremidades. Segundo Seddon (1943), citado por Burnett e Zager (2004),
histopatologicamente, as lesées traumaticas dos nervos periféricos séo baseadas
no grau de ruptura das estruturas internas do nervo periférico e sdo divididas em
neuropraxia, axoniotmese e neurotmese, sendo o prognéstico de recuperacéo
dependente do grau de leséo.

A neuropraxia é a forma mais branda de lesdo nervosa. Caracteriza-se
pela presenca de bloqueio de conducao ou diminuicdo significativa da velocidade
de conducao através do segmento lesado. Entretanto, a velocidade de conducao
acima e abaixo da lesdo permanece normal. O ax6nio ndo perde sua
continuidade, sendo a recuperacéao rapida, completa e em poucas semanas.

A axoniotmese é uma lesdo grave, caracterizada por lesdo axonal e da
bainha de mielina, porém, com preservacao das células de Schwann e dos tubos
endoneurais. Pode-se esperar a regeneragao espontanea com a boa recuperacao
funcional.

A neurotmese é o tipo mais grave de lesdo, caracterizada pela
transseccao total do nervo. O prognéstico ndo é favoravel, a menos que a
continuidade do nervo seja reconstruida.

Ambas, axoniotmese e neurotmese, sofrem degeneracdo Walleriana
distal e a severidade dos danos para o nervo pode ser averiguada por meio do
exame fisico e do eletrodiagnéstico (Welch, 1996). Quando a regeneracao

comega a ocorrer na axoniotmese, observa-se melhora da amplitude dos
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potenciais motores e o0 surgimento dos potenciais de reinervacdao. Na neurotmese,
esses eventos ndo ocorrem, pois a reinervacao nao é possivel, uma vez que nao
ha continuidade das fibras lesadas (Robinson, 2004).

Uma outra classificagdo da lesdo nervosa periférica foi proposta por
Sunderland (1978), citado por Burnett e Zager (2004): onde cinco categorias da
lesdo foram apresentadas, baseadas na severidade da mesma. A lesdo de
primeiro e segundo graus sao equivalentes a classificagdo de Seddon,
neuropraxia e axoniotmese, respectivamente. Ja a lesdo de grau Il é
caracterizada entre a axoniotmese e a neurotmese, ou seja, a continuidade do
axbnio é rompida por perda dos tubos endoneurais, mas o perineuro é
preservado. Para lesdes do tipo neurotmese, Sunderland dividiu — as em graus IV
e V, tendo por base o grau de dano as estruturas de sustentacao axonal.

Nas lesdes grau |V, todos as por¢cdes do nervo sao interrompidas,
exceto o epineuro. A recuperagdo sé € possivel com intervengao cirurgica. Em
lesbes grau V, o endoneuro, 0 perineuro e o epineuro sao completamente
divididos.

Dellon e Mackinnon (1989) descreveram outro grau de lesdo nervosa
periférica, tipo VI, onde ha combinacdo entre os graus de lesdo, sendo esta

classificagdo mais observada na pratica clinica (Evans, 2001).

As lesbes nervosas  periféricas podem  ser realizadas
experimentalmente através de diversos procedimentos, como esmagamento
(compressdo), transeccdo, estiramento e congelamento. As lesbes por
esmagamento sdo muito utilizadas, pois, permitem avaliar tanto a lesdo quanto a
regeneracgdo e recuperagado funcional (Mira, 1979; Dellon e Mackinnon, 1989;

Bridge et al., 1994; Oliveira et al., 2001). E importante destacar que o ritmo de
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regeneracao do axdénio apos lesdo por esmagamento atinge, em humanos, cerca
de 1 mm por dia (Lundy-Ekman, 2000) e em ratos cerca de 4,4 mm por dia
(Gutmann e Young, 1944).

A lesdo por esmagamento é utilizada para o estudo da regeneracao dos
nervos periféricos, pois trata-se de lesdo do tipo axoniotmese, onde ocorre
rompimento do axénio, levando a degeneracdo Wallerina distal. Porém, o
prognostico € bom uma vez que ha preservagao das estruturas de sustentagéo
(Robinson, 2004). Autores demostraram que a recuperagao funcional, apos
esmagamento do nervo isquiatico de ratos, inicia-se no 4° dia apds a lesao e que
em torno do 20° dia ja existe retorno da sensibilidade em determinados territorios
(Devor et al.,1979). Entretanto, estudo de Lai et al., (1992) mostrou que, nesse
tipo de lesdo no nervo isquiatico, a perda da conducdo nervosa dos musculos
gastrocnémio e soéleo de ratos persistem por mais de 2 semanas apos a lesao.

Dahlin et al. (1986) analisaram os efeitos da compresséo exercida sobre
o nervo tibial de coelhos a fim de verificar a importancia do nivel de presséo e
duragdo da compressdo suficiente para provocar deterioragdo funcional. Os
autores concluiram que a duragdo da compressao é importante para o grau da
lesdo nervosa.

Posteriormente, em 1991, Dahlin e Rydevik observaram que quando o
nervo é submetido a um determinado nivel de compressao ocorrem alteragdes no
fluxo sanglineo, na permeabilidade vascular e na ultra-estrutura das fibras
nervosas, o que resulta na degeneragao nervosa. O grau de lesdo varia de acordo
com as dimensoes das fibras, sendo as maiores mais susceptiveis a compressao.
Os efeitos danosos sobre as estruturas nervosas dependem, ainda, da

intensidade da forca aplicada e da area sobre a qual a forca foi exercida.
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Por fim Lunn, Brown e Perry (1990), acreditam que, com o
esmagamento, tanto a microcirculagdo local como perineuro permanecem

relativamente integros, o que favorece o processo de reparacao.

2.2 Caracteristicas de musculo desnervado

Dentre os componentes do musculo esquelético, a unidade motora é o
componente funcional do musculo, composta por um neurbénio motor e fibras
musculares por ele inervadas. Todas as fibras de uma unidade motora tém as
mesmas propriedades metabdlicas e de contratibilidade, implicando na existéncia
de uma interacao entre o tipo de fibra muscular e seu nervo motor. Existem
diferentes tipos de unidades motoras, com diferentes caracteristicas fisiolégicas,
estruturais e histoquimicas (Guyton e Hall, 1997). Sob condi¢des de desnervacao,
as unidades motoras perdem seu controle voluntario o que impede a resposta
voluntaria e reflexa do 6rgdo efetor, causando a degeneracdo muscular
(Musacchia, Steffen e Fell, 1988; Nelson, Hayes e Currier, 2003)

Sabe-se que a desnervagéo resulta em paralisia flacida e atrofia severa
dos musculos afetados (Salmons et al., 2005) fazendo com que as jungdes
mioneurais degenerem-se, e as propriedades elétricas do sarcolema se alterem
(Gersch, 1992). Além disso, a degeneracdo do axbnio cessa a condugdo de
estimulos elétricos, ficando alterada a excitabilidade elétrica dos musculos
paralisados. Caso a degeneragao seja prolongada, surge substituicao gradual de
musculo por tecido conjuntivo (TC) (Ashley et al., 2005).

Nesse sentido, 0 musculo esquelético sofre modificacbes fisioldgicas,
bioguimicas e morfolégicas progressivas que levam a um decréscimo no didmetro

das fibras, transicao do tipo de fibras, diminuicdo do peso muscular, diminuicdo da
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quantidade de tensdo que pode ser gerada pelo musculo € aumento no tempo
requerido para sua contracdo (Bishop, 1982; Gersch, 1992; Kanaya e Tajima,
1992; Clemente e Barron, 1996; Deschenes, Maresh e Kraemer, 1997; Dow et al.,
2006) dificultando-o de realizar suas fungdes de maneira normal

A atrofia muscular é muito evidente ap6s desnervagao e é resultado da
diminuicdo da taxa de sintese e aumento da taxa de degradagédo das proteinas
miofibrilares (Mitchell e Pavlath, 2001). Além da alteragdo da fun¢gdo muscular, a
atrofia reduz a habilidade da insulina em estimular a formagéao de glicogénio e a
atividade intrinseca dos transportadores GLUT 4, alterando o transporte e
metabolismo da glicose (Silva, Guirro e Polacow, 1998).

O processo de atrofia pode variar consideravelmente entre espécies,
entre individuos da mesma espécie, entre musculos do mesmo individuo e entre
fiboras do mesmo musculo. Assim, o peso muscular do membro do rato pode
reduzir aproximadamente 50% apds 2 semanas de desnervagdo. Ja no homem,
ocorre uma perda minima do peso muscular, com consequiente diminuicdo do
tamanho das fibras musculares apés 2 semanas (Ohira, 1989). Em lesdes do tipo
neuropraxia, poucas mudangas ocorrem no musculo pelo fato delas ndo serem
graves. Porém nas lesdes do tipo axoniotmese ou neurotmese essas
modificagdes sdo mais acentuadas (Robinson e Mackler, 2001).

Além das alteragbes citadas anteriormente, a desnervagdo também
pode provocar alteracdo do metabolismo do TC. Deste modo, pode ocorrer
aumento do colageno, principalmente, no endomisio e perimisio (Gulati, 1988;
Polacow et al., 2003), o que pode interferir na funcionalidade do musculo apds

reinervacao (Carter et al., 1998).
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Ainda, a desnervacdo ocasiona reducdo dos capilares por fibra
muscular (Borisov, Huang e Carlson, 2000). Isso pode ser evidenciado no
trabalho de Wagatsuma, Tamaki e Ogita (2005) que observaram reducao de 70%
no numero de capilares do musculo gastrocnémio de ratos desnervados por 4
meses, quando comparado ao musculo controle.

Com relagdo a atividade elétrica, musculos desnervados apresentam
alteracao na excitabilidade da membrana. Assim, existe diminuicdo do potencial
de repouso 0 que caracteriza sinal precoce de desnervagédo. Além disso, as fibras
musculares desnervadas  tornam-se hipersensiveis a  acetilcolina,
neurotransmissor responsavel pela despolarizagao inicial em musculos normais
(Lomo e Westgaard, 1974; Bishop, 1982; Ashley et al., 2005). Isso ocorre porque
0s receptores para acetilcolina, que no musculo inervado localizam-se
predominantemente na regidao da placa motora do sarcolema, passam a ser
expressos em toda a extensdo da membrana das fibras desnervadas (Spielholz,

20083).

2.3 Tecido Conjuntivo Intramuscular

A matriz extracelular é um substrato para adesdo, crescimento e
diferenciagéao celular, além de fornecer suporte mecéanico para os tecidos. Além
disso, a matriz extracelular também é responsavel pela forca de tensédo gerada
pela fibra muscular, devido a intima relagdo do miofilamento contratil com esta
matriz (Chiquet, 1999).

A matriz extracelular € uma estrutura constituida por varias proteinas e
polissacarideos distribuida de forma diferente entre os varios tecidos do

organismo. A constituicdo basica da matriz é de proteinas fibrosas como o
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colageno e elastina, e de glicoproteinas como a fibronectina e laminina, além de
glicosaminoglicanas e proteoglicanas que formam um leito constituido por um gel,
onde se encontram imersos todos os constituintes da matriz (Welleman, 1999;
Mueller e Maluf, 2002; Kovanen, 2002).

A laminina e a fibronectina sdo componentes da membrana basal
responsaveis por promover a adeséo e proliferacdo do mioblasto. Enquanto a
laminina promove a formagdo do miotubo (Podleski et al., 1979; Foster,
Thompson e Kaufman, 1987; Kroll et al., 1994), a fibronectina aparece inibindo
sua formacgao (Podleski et al., 1979).

Segundo Buck e Horowitz (1987) e Sanes, Engel e Franzini-Armstrong,
(1994) as proteinas da matriz extracelular fazem parte do mecanismo de
sinalizacao que envolve a miogénese, pois fornecem substancias que conectam e
constroem as ligagdes necessarias para este processo. Os principais complexos
de proteinas envolvidos nesse processo sdo as integrinas e as glicoproteinas
distrofinas.

A matriz extracelular também faz parte da composigdo do TC. Esse
tecido desempenha papel importante na estrutura muscular, pois tém como
funcdo manter as fibras musculares unidas, contribuindo para a transmisséo de
forga durante a contracao muscular (Jarvinen et al., 2002). Além disso, este tecido
€ responsavel pela estrutura de tenddes, ligamentos, ossos e musculos,
constituindo o arcabougo de sustentacdo de quase todos os 6rgaos do corpo
(Ahtikoski et al., 2003; Kjaer, 2004; Kjaer et al., 2005).

O tecido muscular esquelético constitui-se basicamente de elementos
contrateis, sendo que existe intima associacao entre estes elementos € o TC

intramuscular. Deste modo, o comportamento elastico do musculo esquelético é
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determinado ndo s6 pelos componentes contrateis, mas também pelo TC
intramuscular (J6zsa et al., 1988).

O musculo esquelético é formado por fibras musculares alongadas e de
forma cilindrica. Cada uma dessas fibras encontra-se envolta por uma membrana
de TC, denominada endomisio. Outra membrana deste tecido, o perimisio,
envolve feixes de fibras musculares, sendo o musculo envolvido pelo epimisio
(Purslow, 2002; Okita et al., 2004). O perimisio, devido a sua organizagdo, é
considerado a camada que mais contribui para a resisténcia passiva extracelular
no musculo esquelético (Purslow, 2002). Além disso, esta presente em maior
quantidade em musculos ténicos (Borg e Caufield, 1980). A quantidade de
endomisio aumenta com a idade, mas a do perimisio, e provavelmente a do
epimisio, permanecem constantes ao longo da vida (J6zsa et al., 1990).

Os fibroblastos sdo os elementos mais comuns do TC, responsaveis
pela formagcdo das fibras colagenas e outros elementos da matriz extracelular
(Hinz e Gabbiani, 2003).

Atualmente sdo conhecidos 19 tipos de colagenos, predominando nos
musculos os dos tipos |, lll, IV e V (Takala e Virtanen, 2000). O colageno tipo | €
encontrado principalmente no epimisio e em menor quantidade no perimisio,
sendo também localizado na pele, 0ssos, ligamentos e tenddes (Zschabitz, 2005).
Em ligamentos e tenddes, o colageno tipo I, além de transmitir forga para ossos e
musculos, é o principal elemento da matriz extracelular (Takala e Virtanen, 2000).
As fibras do colageno tipo | sdo as mais tolerantes ao estresse e apresentam alta
forca ténsil e limitada elasticidade, sendo, portanto, as mais adaptadas para a
transmissdao de forgca (Han et al., 1999). O colageno tipo Ill predomina no

perimisio e endomisio (Salonen et al., 1985) e apresenta estrutura e organizagéao
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semelhante ao do colageno tipo |, porém suas fibras sdo mais elasticas e de
menor espessura (Han et al., 1999) formando uma malha de fibras mais soltas e
complacentes ao tecido (Lehto, Duance e Restall, 1985). As fibras de colageno
tipo IV localizam-se na membrana basal, formando um suporte para a mesma
(Listrat, Picard e Geay, 1999). No endomisio encontra-se os dos tipos I, Ill e V
(Kovanen, 2002) sendo este dultimo encontrado em menor quantidade,
representando 5% do colageno total (Borg e Caufield, 1980).

A flexibilidade muscular é, em parte, fornecida pelo colageno, devido a
organizacao de suas fibras, que por sua capacidade de desenvolver forca de
tensdo estdo adaptadas a transmissao de forca produzida durante a contracao
muscular ativa. Assim, o colageno transmite forca mecéanica ao musculo fazendo
parte de um sistema de tolerancia ao estresse e também auxiliando na absorgao
de choques (Kjaer, 2004).

Nesse sentido, a arquitetura anatdémica do TC depende do estresse a
ele imposto (Hardy e Woodall, 1998). Dessa maneira, € preciso manter a
densidade adequada desse tecido no musculo, uma vez que tanto o0 excesso
quanto a diminuicdo acarretam prejuizos na fungcdo muscular. Sendo assim,
estimulos como desnervacao alteram a densidade desse tecido. Em musculos
desnervados, as fibras colagenas podem agir como uma barreira fisiolégica para
0 crescimento nervoso, ou seja, 0 acumulo de TC interfere na troca de materiais
entre o sistema vascular e as fibras musculares, além de afetar o crescimento

axonal durante a reinervagéo (Lu, Huang e Carlson, 1997).
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2.4 A estimulacao elétrica nas les6es nervosas periféricas

Muitas técnicas tém sido testadas e utilizadas no intuito de minimizar os
eventos desencadeados pela desnervacdo, com destaque para a estimulacéo
elétrica (EE).

A EE pode atuar como coadjuvante durante o processo de reabilitagéo,
minimizando a atrofia progressiva e a fraqueza muscular (Decherchi et al., 20083;
Al Amood, Lewis e Schmalbruch, 1991; Fernandes et al., 2005), o que auxilia na
recuperacao muscular observada tanto no periodo de desnervagdo quanto de
reinervacao (Carter et al., 1998).

Eberstein e Eberstein (1996) relatam que a eficacia da EE depende dos
parametros utilizados, os quais incluem: amplitude, duracado e freqiéncia do
estimulo, duragdo dos trens de pulso e o intervalo entre eles. Além desses
parametros, outros fatores, tais como: nivel de desnervacéo, diferengas nos tipos
de lesdo nervosa, periodo de desnervagdo e tipos de equipamentos usados
também influenciam nos resultados obtidos. Assim, torna-se dificil a comparacao
dos efeitos da EE entre os varios estudos realizados, uma vez que néo existe
padronizacdo das variaveis utilizadas entre os estudos.

Estudos encontrados na literatura, para tratamento de musculos
desnervados, utilizam dois tipos de EE, cronica e féasica. A EE cronica é utilizada
com freqUéncia e envolve a utilizagdo de eletrodos implantados no musculo, com
liberacdo diaria de pulsos de baixa frequéncia que variam de 8 a 24 horas
(Windisch et al., 1998). Quando utilizado este tipo de EE, observa-se transi¢éo
nos tipos de fibras, redugéo da atrofia e da densidade de area do TC. Contudo, ha
relatos que a EE crénica afeta o ritmo da regeneracdo nervosa, o que

compromete a regeneracdo muscular. Para Lieber (2002), a EE diminui a
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expressdo do IGF (Fator de Crescimento Semelhante a Insulina) e de N-CAM,
molécula de adesao celular que favorece o brotamento regenerativo. Durante o
desenvolvimento embrionario, a expressao dessas moléculas é alta, diminuindo
apos esse periodo. Sob condigdo de desnervacgao, elas voltam a aumentar, o que
sugere que a auséncia da atividade elétrica é estimulo para a expressao dessas
moléculas. Assim, se a EE for aplicada por tempo prolongado apéds a
desnervacao, ela podera retardar a reinervagao muscular.

Outros trabalhos utilizando diferentes espécies animais mostram que a
EE crénica nao tem efeito algum sobre a reinervagcdo muscular (Girlanda et al.,
1982; Herbison, Jaweed e Ditunno, 1983; Eberstein e Eberstein, 1996).

Entretanto, existem estudos de reinervacado bem sucedida de musculos
desnervados e eletricamente estimulados, que argumentam contra a possibilidade
de que a EE crbnica inibe ou ndo interfere na reinervacao (Jansen et al., 1973;
Nix, 1982; Nix e Hopf, 1983; Cole e Gardiner, 1984; Eberstein e Pachter, 1986;
Valencic et al., 1986; Decherchi et al., 2003), embora os beneficios da EE sao
melhor observados se um padréao apropriado de estimulo for aplicado, ou seja, um
padrao semelhante ao do motoneurénio normal (Eberstein e Eberstein, 1996).

Dow et al. (2004) analisaram a influéncia da EE crénica por 5 semanas
no musculo extensor longo dos dedos (EDL) de ratos desnervados. Os autores
avaliaram variados numeros de contragdes teténicas por dia (entre 25 e 5000).
Concluiram que a freqiéncia de 200 a 800 contragdes por dia pareceu ser a mais
eficaz, pois manteve a forga e a massa dos musculos desnervados.

Em 2005 Dow et al., investigaram novamente o efeito da EE crénica no
musculo EDL de rato desnervado por 5 semanas. Entretanto, compararam os

efeitos entre 100 e 800 contracdes diarias com intervalos de descanso diferentes



25

entre as contracdes. Concluiram que 100 contragdes diarias com periodo de 14,4
minutos de repouso entre elas foi mais efetivo para manter massa e forca
muscular do que quando comparado a 100 contracdes distribuidas em sessées
diarias de quatro horas de tratamento com duas horas de repouso entre elas.

Marqueste et al. (2006) analisaram a recuperagdo do tamanho das
fibras e das propriedades mecéanicas e histoquimicas do musculo tibial anterior
apos 10 semanas de desnervacdo. O estudo foi dividido em grupos controle,
desnervado e eletroestimulados, utilizando correntes elétricas diferentes
(monofasica retangular e bifasica modulada). Concluiram que ambas as correntes
aplicadas mostraram melhores resultados quando comparado ao grupo nao
eletroestimulado.

Enquanto a maioria dos estudos experimentais utiliza a EE crdnica, na
pratica clinica é muito usada a estimulacao fasica. Esse tipo de EE geralmente
utiliza eletrodos de superficie e requer tempos menores de aplicacdo (Hamalainen
e Pette, 1996).

Kanaya e Tajima (1992) investigaram os efeitos da EE fasica aplicada
diariamente por 12 semanas (f= 2Hz, T= 100ms, t= 30minutos por dia) no musculo
tibial anterior de ratos desnervados. Concluiram que a mesma pode reduzir a
atrofia e oferecer uma melhor recupera¢cao muscular depois da reinervagao.

Silva et al. (1999) mostram que a EE recupera as condigbes
metabdlicas do musculo e, conseqlientemente, preserva as condigdes tréficas das
fibras musculares. Isso acontece uma vez que a estimulagéo eleva a captacao de
glicose pelo musculo por meio da atividade contratil, que promove a translocacao
de GLUT4, um transportador de glicose responsavel pela homeostasia glicémica

da fibra muscular.
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Polacow et al. (2003), estudaram os efeitos da EE fasica (f=10Hz,
T=3ms, i= 5mA, pulsos quadraticos bifasicos, ON/OFF de 2:2, 20 minutos por dia)
associada a metformina sobre a morfologia e reserva de glicogénio do musculo
sbleo de ratos desnervados por periodo de 15 dias. O estudo mostrou reducao da
densidade de area de tecido conjuntivo e aumento da quantidade de granulos de
glicogénio, sugerindo melhora nas condi¢gées metabdlicas das fibras.

Fernandes et al. (2005) utilizando a mesma freqiéncia, duragdo do
pulso, intensidade e forma de onda citada por Polacow et al. (2003), analisaram
os efeitos de 30 minutos de estimulacdo elétrica, aplicada durante 20 dias
consecutivos, na morfometria do musculo séleo de rato submetido a desnervacao
por esmagamento do nervo isquiatico. Os autores concluiram que a estimulagao
aplicada minimizou tanto a atrofia das fibras musculares quanto a proliferacdo do
tecido conjuntivo no musculo desnervado.

Em 2004 Russo et al. avaliaram, em ratos, a alteracdo da cronaxia,
reobase e acomodagao no musculo tibial anterior desnervado por neurotmese e
posteriormente submetidos a EE. Ap6s quatro semanas, notou-se, em todos 0s
musculos desnervados, diminuigcdo na reobase, caracterizando hiperexcitabilidade
muscular. Por fim, os autores concluiram que a EE € eficaz no tratamento de
lesdes nervosas periféricas.

Recentemente, Russo et al. (2006) realizaram um estudo no qual a EE
fasica também foi aplicada por meio de eletrodos de superficie no musculo tibial
anterior de ratos desnervados por 28 dias. Os autores verificaram mudangas com
relacdo a expressao génica, ou seja, no grupo que recebeu a EE os niveis de
mRNA da atrogina-1, gene relacionado a degradagcdo protéica, reduziram

significantemente.
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Em virtude da freqiiéncia com que a EE é utilizada na pratica clinica,
considera-se importante o desenvolvimento de trabalhos que determinem sua
possivel influéncia na recuperacdo dos efeitos deletérios decorrentes da

desnervacao.
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3. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi comparar dois procedimentos de
estimulacao elétrica fasica de baixa freqUéncia, aplicacdo diaria e em dias
alternados, na morfometria do musculo gastrocnémio em diferentes periodos de

desnervacao (10, 20 e 30 dias).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Grupos experimentais

Para a realizacdo do experimento foram utilizados 55 ratos albinos da
linhagem Wistar (idade de 3 a 4 meses), com peso entre 180 e 250 gramas,
mantidos no Biotério Central da Universidade Metodista de Piracicaba. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em grupos conforme apresentado na
tabela 1. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal

de Sao Carlos, procedimento numero 008-06.

Tabela 1: Distribuicdo dos animais em grupos experimentais.

GRUPOS N
I Controle (C) 5
Il Desnervado 6 dias (D6) 5
Il Desnervado 10, 20 e 30 dias (D10, D20 e D30) 15

IV Desnervado + eletroestimulado diariamente 10, 20 e 30 dias (EED10, EED20 e EED30) 15

V Desnervado + eletroestimulado em dias alternados 10, 20 e 30 dias (EEA10, EEA20 e 15
EEA30)

4.2 Procedimento para lesao nervosa

Para o procedimento de esmagamento do nervo, os animais foram
anestesiados com injecdo intramuscular com uma mistura de Ketalar® (Cloridrato
de Ketamina) 50mg/ml e Rompun® (Cloridrato de Tiazina) 2g/100ml, na propor¢éo
de 1:1, em dose de 0.3 ml/100 g de peso corporal. Foi realizada tricotomia manual
e em seguida os animais foram posicionados em decubito ventral para realizacao
de incisdo (15mm), acompanhando o trajeto do nervo isquiatico. Os planos

musculares foram afastados para visualizagdo e exposi¢cao do nervo (Figura 1A),
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que foi esmagado com uma pinga hemostatica adaptada (Figura 1B), realizando-
se quatro pincamentos com duracao de 20 segundos e intervalo de um segundo
entre eles (Marques, 1992 e Fernandes et al., 2005). O pingcamento foi realizado
5mm proximal ao ponto de ramificagdo do nervo isquiatico. Este procedimento
provoca esmagamento nervoso, como pode ser observada na Figura 1C. Apds
esse procedimento, os planos muscular e cutaneo foram suturados com fio de
algodao 6-0 (ETHICON). Cessado o efeito da anestesia, os animais foram
mantidos em gaiolas plasticas individuais, em ciclo claro/escuro de 12 horas e
livre acesso a ragao e agua. A cada 12 horas, os animais receberam uma gota de

Dipirona Sodica (500mg/mL) por via oral, durante dois dias.
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Figura 1 - Planos musculares afastados e visualizagdo do nervo (A); compressao do nervo
isquiatico com pinga hemostatica (B) e aspecto macroscépico do nervo logo apés
esmagamento (C).
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4.3 Procedimento para estimulacao elétrica

Os animais, previamente anestesiados conforme relatado
anteriormente, foram submetidos a procedimento de EE no musculo
gastrocmémio esquerdo, 24 horas ap6és 0 esmagamento do nervo isquiatico.

Para isso, utilizou-se dois eletrodos percutaneos auto-adesivos, com 1
cm? de area, sendo um posicionado na regido inguinal e o outro sobre 0 musculo
gastrocnémio (Figura 2). Embora tenha sido utilizado o eletrodo auto-adesivo, em
todas as sessdes de estimulacao elétrica foi aplicado gel na superficie do mesmo,
com o objetivo de favorecer melhor acoplamento entre eletrodo e pele. A corrente
elétrica foi gerada pelo equipamento DUALPEX 961 — QUARK com o0s seguintes
parametros: forma de pulso quadrada bifasica simétrica, 3 ms de duragao da fase,
freqliéncia de 10 Hz e amplitude de 5 mA, padronizada a partir da visualizacao de
contracao vigorosa do musculo (flexao plantar). Para evitar acomodagdo do
musculo ao estimulo e garantir o0 mesmo nivel de estimulagdo em todos os
animais, foi acrescido 1 mA a cada cinco minutos, totalizando 10 mA ao final dos

30 minutos de EE.

Figura 2 - Posicionamento dos eletrodos sobre o musculo gastrocnémio (1) e na regiao inguinal

().
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Os animais eletroestimulados foram subdivididos em dois grupos:

a) Estimulacao elétrica diaria: animais foram eletroestimulados
diariamente (de segunda a sexta-feira), com intervalo de 24 horas a cada
estimulacao, por um periodo de 10, 20 e 30 dias, sendo eutanasiados no periodo
correspondente.

b) Estimulacao elétrica alternada: animais foram eletroestimulados as
segundas, quartas e sextas-feiras, por um periodo de 10, 20 e 30 dias, sendo

eutanasiados ao final de cada periodo correspondente.

4.4 Coleta e processamento do musculo gastrocnémio medial

Os ratos previamente anestesiados, conforme ja relatado tiveram o
musculo gastrocnémio medial esquerdo retirado, pesado e o ventre muscular da
porcdo medial do musculo foi preso com alfinetes em um pedaco de cortica,
sendo imediatamente resfriado em isopentano e armazenado em nitrogénio
liquido para subseqlente analise. Apds a coleta, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical.

Para obtencéo dos cortes histolégicos, os musculos foram colados com
‘tragacanth gum” sobre uma placa de madeira. Todos os musculos foram
seccionados em cortes transversais de 12um de espessura obtidos por meio de
micrétomo criostato (Ancap, Mod. 300) mantido em temperatura de —18°C. Os
cortes foram colhidos em laminas histolégicas e corados com Hematoxilina e

Eosina (H&E).

4.5 Coleta e processamento do nervo isquiatico
Para comprovar a efetividade do procedimento de lesdo nervosa, foi

realizado um grupo experimental onde o nervo esmagado foi analisado apds 6
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dias. Para coleta e processamento do nervo, os animais anestesiados conforme ja
descrito tiveram o nervo isquiatico esquerdo exposto 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 tampéo Cacodilato de Sdédio a 0.1M,
pH 7.3.

Os fragmentos da porc¢ao distal do nervo isquiatico dos animais foram
mantidos em solugdo fixadora (Karnovsky) por 24 horas e pos-fixados em
tetréxido de 6smio a 1% em tampédo Cacodilato de Sodio 0.1M, pH 7.3, por duas
horas. Posteriormente, os fragmentos foram imersos em uranila 5% durante 24
horas, para coloracdo em bloco, desidratados em solugcbes crescentes (30% a
100%) de Acetona e incluidos em resina Araldite (UEGAMA). Foram obtidos
cortes transversais de 1um com navalha de vidro, em Ultramicrétomo LKB, que

foram corados com Azul de Toluidina a 1%, em solugdo aquosa de Boérax a 1%.

4.6 Analise da densidade de area de tecido conjuntivo

Esta andlise foi realizada utilizando-se imagens obtidas através de um
sistema de video-impressdo (microscopio Optico Olympus acoplado a Camera
digital Olympus, Mod C5050). Foram realizados cinco cortes da por¢do média do
gastrocnémio medial de cada musculo sendo escolhido o melhor corte, livre de
artefatos e vasos sanguineos, o qual foi fotografado e analisado em toda sua
extensdo na objetiva de 20x. Em seguida foi mensurada a densidade de area de
TC utilizando um sistema de planimetria por contagem de pontos (Mathieu et al.,

1981) o qual constava de 513 interseccdes (Figura 3).



35

Figura 3 - Planimetria por contagem de pontos

4.7 Analise da area de seccao transversa das fibras musculares

Para analise da AST das fibras foi utilizado o mesmo corte da andlise
da densidade de area de TC. A escolha das fibras foi assim determinada: de cada
campo fotografo foi escolhido um feixe muscular, e deste, todas as fibras foram
mensuradas. Uma média de 20 feixes musculares tiveram suas fibras
mensuradas, totalizando 200 fibras por musculo, conforme proposto por Chen et
al (2002). A area das fibras musculares foi obtida através do software Motic
Advanced 3.2, circundando-se com o mouse todo contorno de cada fibra. (Figura

4).

a
|Area - 1112.58398 Quadradou
Perimetro : 161.07335 um

Measure Table | B

~| hceuracy |5 -] | Gomarte

Figura 4 - Mensuragdo da area do musculo gastrocnémio
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4.8 Analise dos dados

Inicialmente foi aplicado o teste Shapiro-Wilk para testar a normalidade
entre os grupos. Em seguida aplicou-se o teste de Levene para verificar a
homocedasticidade entre os grupos. Como todas varidveis apresentaram
distribuicdo normal e homocedasticidade, foi aplicado o ANOVA-F (One - Way),
seguido pelo teste de Tukey HSD. Em todos os calculos foi estabelecido um nivel
de significAncia de 5%. O software utilizado para os testes estatisticos foi
Statistical Package for Social Sciences for Personal Computer Windows

(SPSS/PC Versao 11.0). Os valores foram expressos em média e desvio padrao.
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5. RESULTADOS

5.1 Esmagamento do nervo isquiatico

O aspecto morfolégico do nervo normal é visualizado na figura 5A, onde
pode ser observado a integridade dos axénios e suas respectivas bainhas de
mielina. A figura 5B mostra intensa degeneragdo axonal e aumento da densidade
de area de TC ap6s periodo de 6 dias da desnervagao, o que ratifica a eficacia do

método de lesdo nervosa utilizado neste estudo.

Figura 5 - Fotomicrografia de corte transversal do nervo isquiatico (A) nervo normal; (B) apés 6

dias da les@o por esmagamento, evidenciando intenso processo de degeneragao axonal
e aumento da densidade de area de tecido conjuntivo (asterisco). Coloragdo Azul de
Toluidina; Aumento: 40x, Bar=50um.
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5.2. Densidade de area de tecido conjuntivo

Ap6s 10 dias, quando comparado o grupo D com os EE, houve
diminuicdo de densidade de area de TC somente no grupo EED (D: 21 £ 5.08%;
EED: 11 £ 2.45%, EEA: 19 + 2.80, p<0.05). Além disso, ndo houve diferenca na
porcentagem de TC quando comparado o grupo EED com o C (Tabela 2; Figura
6).

Em relagdo aos animais analisados ap6s 20 dias, ndo houve diferencga
quando comparado o grupo D aos grupos EE. Entretanto, os grupos D e EEA
apresentaram maior densidade de area de TC quando comparado ao grupo C (D:
18 = 3.50%; EEA: 17 £ 2.70%; C: 12 + 1.37%, p<0.05), sendo que o grupo EED
apresentou valor similar ao grupo C (Tabela 2; Figura 7).

Nos animais analisados apds 30 dias, foi observado que o grupo D
apresentou maior densidade de area de TC quando comparado aos grupos C e
ao EED (C: 12 + 1.37%; D: 15 + 2.83%; EED: 11 + 1.59%, p<0.05). Além disso,
nao houve diferenca dos grupos submetidos a EE quando comparado ao C

(Tabela 2; Figura 8).

Tabela 2: Porcentagem de tecido conjuntivo das fibras dos grupos Controle (C), Desnervado (D),
Eletroestimulado diariamente (EED) e Eletroestimulado em dias alternados (EEA)
analisados ap6s 10, 20 e 30 dias.

Grupos 10 dias 20 dias 30 dias
C 12+1.37 12+1.37 12 +1.37
D 21 £ 5.08*# 18 £ 3.50* 15 + 2.83*#
EED 11 +2.45 15 +2.47 11 +£1.59
EEA 19 +2.80*# 17 £2.70* 13 +2.46

* quando comparado ao C; # quando comparado ao EED; p<0.05
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Figura 6 - Corte transversal da porgdo média do gastrocnémio medial analisado apds 10 dias dos
grupos Controle (A), Desnervado (B), Eletroestimulado diariamente (C) e Eletroestimulado

em dias alternados (D). Observar diferenca da densidade de area de tecido conjuntivo
(asterisco) entre os grupos. Coloragdo H&E; Aumento: 20x; Bar= 50um.
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Figura 7 - Corte transversal da porgdo média do gastrocnémio medial analisado apds 20 dias dos
grupos Controle (A), Desnervado (B), Eletroestimulado diariamente (C) e Eletroestimulado
em dias alternados (D). Observar diferenga da densidade de area de tecido conjuntivo

(asterisco) entre os grupos. Coloragdo H&E; Aumento: 20x; Bar= 50um.
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Figura 8 - Corte transversal da porgdo média do gastrocnémio medial analisado apds 30 dias dos
grupos Controle (A), Desnervado (B), Eletroestimulado diariamente (C) e Eletroestimulado

em dias alternados (D). Observar diferenga da densidade de area de tecido conjuntivo
(asterisco) entre os grupos. Coloragdo H&E; Aumento: 20x; Bar= 50um.
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5.3 Area de seccao transversa das fibras musculares

Os musculos dos grupos desnervado e desnervados +
eletroestimulados durante 10 e 20 dias apresentaram diminuicdo da AST das
fibras quando comparados ao grupo C. Tanto a EED quanto a EEA nao foram
eficazes para evitar a atrofia muscular, uma vez que nao houve diferenca entre os
grupos eletroestimulados e o D (10 dias: EED: 1048 + 134um?; EEA: 988 + 89
um?; D: 1038 + 197pum?; 20 dias: EED: 1579 + 207um?; EEA: 1394 + 179um?; D:
1246 + 368um?; Tabela 3).

Com relacao ao periodo de 30 dias, tanto o grupo D quanto os grupos
submetidos & EE tiveram valores similares ao grupo C (C: 2337 + 323 pm?; D:

2052 + 430pm?; EED: 2078 + 203um?; EEA: 1999 + 34um?; Tabela 3).

Tabela 3 - Area de secgéo transversa (um?) das fibras dos grupos Controle (C), Desnervado (D),
Eletroestimulado diariamente (EED) e Eletroestimulado em dias alternados (EEA)
analisados apés 10, 20 e 30 dias.

Grupos 10 dias 20 dias 30 dias
C 2337 + 323 2337 + 323 2337 + 323
D 1038 + 197* 1246 + 368* 2052 + 430
EED 1048 + 134* 1579 + 207* 2078 + 203
EEA 988 + 89* 1394 + 179* 1999 + 347

*quando comparado ao C; p<0.05
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5.4 Distribuicao do numero de fibras por AST

A maior concentragdo do numero de fibras do grupo C encontra-se entre
fibras de AST na razdo de 1000 - 2999 um? (86%). Por outro lado, os grupos D,
EEA e EED analisados apds 10 e 20 dias apresentaram maior concentracdo de
fibras com AST na razdo de 1-1999 pm? (84 - 99%), mostrando maior atrofia
muscular nos musculos desnervados, independente da aplicacdo da EE (Tabela
4, Figuras 9 e 10).

Por outro lado, os grupos D, EEA e EED analisados apds 30 dias
apresentaram distribuicdo do numero de fibras por AST mais préxima a
observada no grupo C, com a maior concentragdo entre 1000 - 2999 pm?
mostrando o restabelecimento da area de seccao transversa das fibras (87- 92%)

com o processo mais avancado de reinervacao muscular (Tabela 4; Figura 11).

Tabela 4 - Porcentagem de distribuicdo das fibras musculares por AST dos grupos Controle (C),
Desnervado (D), Eletroestimulado diariamente (EED) e Eletroestimulado em dias
alternados (EEA) analisados ap6s 10, 20 e 30 dias.

AST(um?)
Grupos 1-999 1000-1999  2000-2999 3000-3999  4000-4999 5000-5999 6000-6999
C 0.5 31.3 55.2 11.2 1 0.8 0.1

D10 48 49 3 - - - -
EED10 42.9 55.5 1.6 - - - -
EEA10 54.5 445 1 - - - -

D20 39.8 50.3 9.8 0.1 - - -
EED20 8.9 74.9 15.7 0.5 - - -
EEA20 15.4 77.9 6.7 - - - -

D30 2.5 52.8 34.5 8.8 1.2 0.2 -
EED30 1.0 49.5 42.5 6.5 0.5 - -

EEA30 1.8 57.1 33.2 7.1 0.8 - -
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Figura 9 - Porcentagem da distribuicdo do numero de fibras musculares por AST dos grupos
Controle (C), Desnervado (D), Eletroestimulado diariamente (EED) e Eletroestimulado

em dias alternados (EEA) analisadas apés 10 dias.
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Figura 10 - Porcentagem da distribuigdo do numero de fibras musculares por AST dos grupos

Controle (C), Desnervado (D), Eletroestimulado diariamente (EED) e Eletroestimulado

em dias alternados (EEA) analisadas apés 20 dias.
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Figura 11 - Porcentagem da distribuicdo do numero de fibras musculares por AST dos grupos
Controle (C), Desnervado (D), Eletroestimulado diariamente (EED) e Eletroestimulado

em dias alternados (EEA) analisadas ap6s 30 dias.



47

6. DISCUSSAO

Modelo Experimental

Em relacdo ao modelo experimental, alguns aspectos devem ser
discutidos, dentre eles: a espécie animal utilizada, o modelo de lesdo nervosa, o0
procedimento de EE e os tempos de analise.

Diferentes espécies animais, como coelhos, camundongos, entre outros
sdao empregados nos estudos experimentais, porém, na literatura o mais
encontrado é o rato, por ser um animal de baixo custo, facil manuseio, resistente
a anestesia geral, com estrutura muasculo — esquelética semelhante a de
humanos. Além disso, possui um sistema nervoso indistinguivel ao dos seres
humanos (Bridge et al., 1994). Ainda, o nervo isquiatico de ratos, por possuir facil
acesso cirargico (Varejao et al., 2004), é muito utilizado para o estudo da
desnervacao (Somazz, 1994; Crisci e Ferreira, 2002; Fernandes et al., 2005).

Nesse estudo, foi utilizado modelo de lesdo nervosa do tipo
axoniotmese, por ser comum individuos serem encaminhados a clinica de
fisioterapia com este tipo de lesdo. Nessas lesdes as alteracbes musculares sao
acentuadas, resultando em perda da funcdo e, consequentemente, atrofia
muscular. Bridge et al.,, (1994) examinaram seis técnicas diferentes de
esmagamento nervoso, procedimento freqlientemente usado para induzir lesées
nervosas. Para isso utilizaram tanto a pinga cirargica quanto a de relojoeiro e
observaram que, independente do tipo de pingca utilizada, todos os grupos
apresentavam lesdo do tipo axoniotmese. Como n&o houve diferenga significativa
entre as técnicas, o método de esmagamento foi considerado confiavel e

reproduzivel como modelo de lesédo nervosa.
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A atividade muscular é fundamental na regulacdo das propriedades
fisioldégicas, morfolégicas e bioquimicas das fibras musculares. Nesse sentido, a
EE é um recurso clinico importante para o tratamento de lesdes nervosas
periféricas. Entretanto existe escassez de estudos utilizando procedimento clinico
desse recurso apos lesdo nervosa.

Desse modo, o objetivo do presente trabalho foi analisar a resposta do
musculo desnervado apds EE, comparando dois procedimentos de EE utilizados
na reabilitagdo. Além disso, o efeito da EE em diferentes tempos de desnervagéo
muscular também foi analisado. Optou-se pelo modelo de EE utilizando-se
eletrodos de superficie e estimulo de 30 minutos de duracao, procedimento usado
com frequliéncia na pratica clinica.

A escolha dos parametros para a EE utilizados nesse estudo justificam-
se em trabalhos previamente realizados por grupo de pesquisa da instituicao, os
quais foram eficazes em reduzir os efeitos deletérios no musculo esquelético
desnervado (Silva et al., 1999; Polacow et al., 2003; Forti et al., 2004; Guirro et
al., 2004; Fernandes et al., 2005).

A duracéo da fase estd relacionada com os achados de Silva et al.
(1999) que aplicaram a mesma duragéo de fase do presente estudo em lesdes
mais agressivas, do tipo neurotmese, sendo que a mesma foi eficiente para
desencadear contracdo muscular visivel. Guirro e Guirro (2002) e Ashley et al.,
(2005) relatam que as fibras musculares desnervadas ndo respondem a correntes
com pequenas larguras de fase, as quais seriam adequadas para musculos
inervados.

A freqléncia proposta, 10Hz, foi eficaz para promover contracao

muscular nao tetanica do musculo, caracterizada pelo movimento de flexao
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plantar. Reforcando a escolha da freqUéncia, € pertinente citar o trabalho de
Pachter, Eberstein e Goodgold (1982) que aplicaram em rato desnervado a
mesma freqiiéncia do presente estudo no musculo EDL, que também possui
caracteristicas de contragcao rapida. Os animais receberam estimulo durante uma
hora por 24 dias e os autores relatam resultados positivos com relacdo a AST das
fibras musculares.

O tempo de 30 minutos foi escolhido pela rotina de tratamento que
geralmente utiliza-se na clinica de fisioterapia. Além disso, cabe ressaltar que
estudo anterior mostra que a captagdo de glicose corporal em ratos é
agudamente aumentada em resposta a 20 minutos de EE, sendo que este
aumento permanece por pelo menos 90 minutos apdés a finalizacao da
estimulacao (Hamada et al., 2003). Este € um dado importante, uma vez que
sabe-se que a dinamica contratil depende nao sé da integridade das placas
motoras mas também dos processos de captagédo de substratos energéticos.

Complementando os resultados obtidos em relagéo ao efeito da EE na
captacao de substrato energético, existe estudo sobre o GLUT 4 no musculo
plantar de ratos ap6s EE crénica (Etgen, Farrar e lvy, 1993). Esses autores
verificaram aumento de 82% nesses transportadores de glicose. Estudo de Silva
et al.,, (1999) também relatam aumento expressivo das reservas de glicogénio no
musculo séleo de ratos desnervados e eletroestimulados por 15 minutos. Esses
dados sinalizam a manutengdo da homeostasia glicémica das fibras musculares,
0 que impede a instalagdo da fadiga muscular.

Vale destacar que apesar da grande quantidade de estimulo que o
musculo recebeu, 18.000 pulsos durante 30 minutos de EE, ndo foi observado

sinais de lesdo muscular (Figuras 6, 7 € 8), uma vez que a analise morfolégica do
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tecido muscular mostrou fibras com formato poliédrico e nucleos periféricos, o que
caracteriza aspecto normal de fibra muscular. Assim, sugere-se que o tratamento
utilizado nao tenha provocado fadiga muscular devido ao aumento da captagcao de
glicose por meio da EE.

O uso de correntes vém sendo empregadas em musculos desnervados
por apresentarem beneficios terapéuticos, como aumento do fluxo sangulineo,
normalizacao da temperatura, reducao de edema, além de possivelmente acelerar
a recuperagao funcional através da manutencao das propriedades musculares
(Woodcock, Taylor e Ewins, 1999). Importante destacar que a corrente bifasica,
como utilizada nesse estudo, apresenta auséncia de polarizagdo, nao
provocando, consequentemente, os efeitos desencadeados por esse tipo de
estimulo.

Lieber (2002), aponta diferengas importantes nos procedimentos de EE
aplicado nos seres humanos quando comparado com animais, sendo que estas
diferencas certamente influenciam nos resultados apresentados na literatura.
Primeiramente, os estudos em animais geralmente sdo realizados com eletrodos
implantados e nos seres humanos com eletrodos de superficie. Outro fator
importante é que, em animais, alguns parametros, como a amplitude, geralmente
sao maiores do que os utilizados em humanos. Finalmente, o tipo de contracao
obtido pela EE é distinto entre humanos e animais: enquanto que em humanos
geralmente sdo contragbes isométricas, em animais as contragdes sdo isotbnicas.

Os tempos de analise (10, 20 e 30 dias ap6s a desnervagéo) foram
escolhidos pelo interesse em conhecer os efeitos da EE no masculo durante um
periodo em que o mesmo estava sem inervacao, ou seja, verificar se a EE seria

eficiente para substituir a falta dessa inervagédo. Além disso, teve-se também o
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interesse em analisar as respostas musculares no periodo em que a inervacao
inicia-se e quando o musculo ja encontrava-se inervado.

Nesse sentido, os tempos de andlise basearam-se nos achados de
Carmignoto et al. (1983) e Gorio et al. (1983). Esses autores observaram que a
em nervos submetidos a compressao, a degeneragao axonal ocorre rapidamente
e, 10 dias apo6s a lesdo nervosa, nenhum axénio € evidenciado no musculo. A
reinervagao muscular tem inicio ap6s duas semanas da lesdo, quando 25% das
fibras musculares estao poli-inervadas, sendo que, entre 21 e 25 dias 0 niumero
de terminacdes poli-inervadas atinge seu pico, podendo o estimulo nervoso ser
liberado ao musculo. Com relacdo ao grupo 30 dias, o interesse foi verificar a
influéncia da estimulacao elétrica em uma fase onde a poli-inervacao comeca a
ser substituida pela mono-inervagdo, o que caracteriza maturacdao da fibra
muscular. Assim, foi possivel avaliar o efeito da estimulagédo elétrica associada
com a atividade muscular voluntaria.

Estudo prévio realizado por Nix e Hopf (1983) reforca os tempos de
analise escolhidos neste estudo. Os autores avaliaram algumas variaveis da
regeneragdo nervosa (forca de contragdo, tensdo tetdnica e amplitude de
potencial de agdo) em coelhos desnervados por quatro semanas. Os autores
evidenciaram na primeira semana um decréscimo significativo nas variaveis
citadas, sendo que em 30 dias, os valores estavam semelhantes ao grupo normal,

mostrando que o neurdnio motor voltou a restabelecer o controle da musculatura.

Tecido Conjuntivo
O tecido muscular esquelético consiste predominantemente de fibras

musculares que apresentam intima relagdo com o TC que as envolve. Esta
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relacdo € muito importante para a manutencao da integridade e das propriedades
do musculo esquelético, dentre estas a producdo de movimento e forca (Jozsa, et
al., 1988; Huijing, 1999; Lieber, 2002; Jarvinen, et al., 2002).

A porcentagem de TC é bastante varidvel entre musculos, podendo
variar de 1-10% dependendo do musculo avaliado (Foidart, Foidart e Engel,
1981; Lawson e Purslow, 2001). Nesse estudo, 0 musculo gastrocnémio controle
apresentou 12+1.37% de densidade de area de TC, o que esta dentro dos valores
citados na literatura.

O aumento da densidade de area do TC pode ser observado em
algumas situagdes, tais como inatividade, desnervacao e imobilizacao (Qin et al.,
1997; Kannus et al., 1998; Jarvinen, et al., 2002; Polacow et al. 2003; Fernandes
et al., 2005). Deste modo, a funcdo muscular pode ser prejudicada, pois o
aumento deste tecido funciona como barreira mecénica que dificulta o suprimento
sanglineo para as fibras musculares, o que pode contribuir para a instalagdo da
atrofia (Lu, Huang e Carlson, 1997) e prejudica o processo de reinervacao
muscular (Carter et al., 1998). Além disso, a densidade de area aumentada de
TC faz com que as fibras coldgenas tenham contato mais intimo umas com as
outras, podendo estimular a formagao de ligacdo cruzada anormal, o que resulta
em perda da extensibilidade e aumento na rigidez tecidual (Borisov, Huang e
Carslon, 2000).

Sawai (1982) relata aumento de coldgeno no musculo gastrocnémio de
coelho ap6s desnervagao, sendo observado fibrose decorrente do aumento na
formacao de fibras de colageno imaturo, ao invés de diminuicdo na quantidade de
proteinas musculares. O aumento expressivo de TC também foi observado 30

dias apds desnervacao por neurotmese no musculo gastrocnémio (Possebon et
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al., 2001) e Mokrush (2002) cita que a desnervacao progressiva pode levar a
substituicdo de tecido muscular por TC e/ou tecido adiposo, comprometendo a
realizag&o das fungdes musculares.

Jarvinen et al. (2002) citam que a quantidade de TC aumenta
dramaticamente apds desnervagdo, podendo variar de 50 — 700%. Dessa
maneira, € fundamental destacar a importancia da atividade contratil para evitar a
proliferagdo desse tecido, conforme relatado previamente por Williams et al.,
(1988).

Os resultados do presente estudo mostram a relagdo da atividade
contratil com o aumento do TC. Os animais analisados apés 10 dias, quando o
musculo encontra-se desprovido de inervacao, apresentaram aumento de 75% de
TC quando comparado ao grupo C. Apds 20 e 30 dias, quando o musculo ja
encontra-se parcialmente inervado, este aumento é de somente 50% e 25%,
respectivamente, mostrando a importancia da inervagdo na diminuicdo da
densidade de area de TC.

Estudos prévios mostram que este aumento de colageno intramuscular
ocorre principalmente no endomisio e perimisio, enquanto que 0 epimisio
permanece normalmente inalterado (Salonen et al., 1985; Jézsa et al., 1990).
Salonen et al. (1985) observaram, ap6s desnervagdo do musculo gastrocnémio,
aumento do colageno tipos | e lll no endomisio e perimisio, sendo esse aumento
mais expressivo do colageno tipo | no perimisio. Sendo assim, como o colageno
tipo | € mais “rigido” e se organiza em feixes, e o tipo Ill tende a formar uma rede
reticular frouxa, esse aumento das fibras colagenas poderia levar a perda da
elasticidade muscular, prejudicando a fungdo em caso de reinervacdo. Assim, ao

analisarmos as figuras 6, 7 e 8 do presente estudo, nota-se aumento da
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densidade de area de TC tanto do perimisio quanto do endomisio, porém mais
expressivo no perimisio.

Outro estudo que investigou as mudancas nos tipos de colageno da
matriz extracelular em musculos desnervados foi realizado por Arruda et al.
(2006). Os autores perceberam grande aumento na concentragdo de colageno
tipos | e Il apds cinco semanas de desnervagao.

Segundo Miller et al. (2001) o aumento da densidade de TC é
consequéncia da atrofia das fibras musculares. A desnervacdo € um estado de
hipofuncdo, assim como a imobilizacdo. Nesse sentido Andrews et al. (2005)
resumem os efeitos da inatividade sobre o TC como redugdo no conteddo de
agua e de GAG (glicosaminoglicanas), diminuicdo da matriz extracelular,
associada com diminuicdo na lubrificacdo entre as ligacbes cruzadas das fibras
colagenas, redugdo da massa do colageno, e aumento do ritmo de degradacéo e
sintese do colageno.

Diante do exposto, € importante o uso da EE com o objetivo de
minimizar a proliferacao do TC. Eberstein e Eberstein (1996) sugerem que o inicio
da EE deve ser o mais breve possivel, sob a justificativa de que as alteragbes no
musculo instalam-se de forma rapida. Hooker (2004) afirma que ela deve iniciar-
se imediatamente ap6s a desnervagao.

Como a falta de atividade contratil pode alterar as propriedades
musculares (Polacow et al., 2003), o presente estudo teve o interesse de analisar
se a quantidade de estimulo aplicada influencia no remodelamento do TC. Os
valores apresentados, na comparacao entre os grupos eletroestimulados, sugere
que a quantidade de estimulo é importante. Esta afirmacado justifica-se, pois

quando comparado ao grupo D, o grupo EED apresentou diminuicdo de
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densidade de area de TC em 48, 17, 27%, enquanto que esses valores foram
menos expressivos no grupo EEA (10, 6 e 13%), nos tempos de analise 10, 20 e
30 dias, respectivamente. Importante enfatizar que o grupo EED recebeu 50, 43 e
41% a mais de estimulo, respectivamente, para os grupos 10, 20 e 30 dias,
quando comparado ao grupo EEA.

Dessa maneira, mostrou-se que, embora o estimulo elétrico aplicado 24
horas apdés o esmagamento foi efetivo em diminuir a quantidade de TC, esta
resposta foi eficaz apenas para o grupo EED, fato observado nos 3 periodos
analisados. Alguns trabalhos também obtiveram bons resultados com a EED
(Spielholz, 2003; Polacow et al., 2003; Fernandes et al., 2005; Kostrominova et al.
2005), ratificando nossos achados.

A desnervacdo promove alteracbes na estrutura que fornece
sustentacdo ao material protéico e aos sarcdmeros, ou seja, os envoltérios
conjuntivos (Lieber, 2002). Além disso, musculos desprovidos de inervagao ficam
impossibilitados de contrair. Nesse sentido, considerando que as proteinas da
matriz extracelular estdo relacionadas com atividade contratil (Williams et al.,
1988), quando o musculo foi solicitado a atividade induzida pela EE,
possivelmente tenha ocorrido um remodelamento dessas proteinas com
consequente diminuicdo da area ocupada pelo TC.

Outra hipotese para a efetividade da EE é que a mesma auxilia na
organizagdo do TC, que por sua vez auxilia na unido das fibras musculares,
conservando suas propriedades fisicas durante a contracdo e permitindo que a
forga gerada por cada fibra individualmente atuasse sobre o musculo inteiro. Essa
organizacdo do TC tem grande significado funcional porque, na maioria das

vezes, as fibras nao se estendem de uma extremidade a outra do musculo, sendo
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a organizagao do tecido indispensavel para transmissao de forga (Jarvinen et al.,
2002).

Por fim, é relevante ressaltar que o aumento da proliferacdo de TC é
motivo de preocupagao durante o processo de reabilitacdo e que nesse caso, a
EED aplicada nesse estudo demonstrou ser efetiva. Ainda € interessante que
mais estudos envolvendo o uso de eletrodos de superficie sejam desenvolvidos

para o melhor entendimento das respostas musculares frente a desnervagéo.

Area de Seccdo Transversa

No inicio dos anos 60 o0 uso da estimulagdo elétrica direcionou-se,
principalmente, para o tratamento da atrofia induzida pela desnervagao (Delitto e
Snyder-Mackler, 1990; Robinson e Mackler, 2001), sendo atualmente uma técnica
terapéutica muito utilizada.

A atividade contratil é importante para manter a AST dos musculos
esqueléticos (Guth et al., 1981). Em relagdo ao musculo gastrocnémio os valores
de AST encontrados na literatura variam de 1859 a 2942um? (Rivero, Talmadge e
Edgerton, 1998; Norenberg e Fitts, 2004). No presente estudo foi encontrado valor
médio de 2337+323um? estando de acordo com valores de referéncia
apresentados pela literatura. Estudos tém demonstrado que a atividade contratil
insuficiente envolve a perda de massa, forca e tamanho da fibra muscular
(Westgaard e Lomo, 1988; Gundersen e Eken, 1992).

A rapida perda das proteinas musculares apés desnervacao, ocorre,
principalmente nos componentes miofibrilares, que representam 60% das
proteinas do musculo (Furuno, Goodman e Goldberg, 1990). Assim, a atrofia

miofibrilar é proporcional a atrofia da fibra (Engel e Stonnington, 1974). Uma das
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possiveis causas da atrofia ocorre pela modificacdo no balango da sintese e
degradacao protéica (Goldspink, 1976), supostamente ja evidenciada nos
primeiros dias de desnervacdo. Ja em 1969, Goldberg pesquisou a relagédo
sintese e degradacdo de proteinas apds a desnervagdo. O autor observou que
apd6s 10 dias, o musculo séleo sofreu intensa atrofia, com perda de 29% de suas
proteinas quando comparado ao grupo C. Nesse sentido, Finol, Lewis e Owens
(1981) citam que as principais mudangas ocorrem de 2 a 6 dias pds desnervagao.

Tentando entender o desenvolvimento da atrofia muscular Silva, Guirro
e Polacow (1998) e Silva et al., (1999) citam que a mesma esta relacionada nao
s6 com alteragdes nas vias metabdlicas, mas também com reducédo da acao dos
fatores neurogénicos presentes na interface neuromuscular. Os autores sugerem
ainda que o restabelecimento das reservas de glicogénio melhora o padrao
energético das fibras, contribuindo para impedir o desenvolvimento da atrofia
muscular.

A relacao desnervagao e atrofia muscular também pode ser observada
nos resultados apresentados. No grupo D10, quando o processo de reinervagao
ainda né&o se iniciou (Gorio et al., 1983; Carmignoto et al., 1983), foi observada
atrofia mais intensa, com 56% de redugédo da AST quando comparado ao grupo
C. Com o inicio da reinervagédo na segunda semana ap0s compressao nervosa,
as fibras responderam ao inicio desta atividade contratil, sendo que apo6s 20 dias
a AST apresentou valor menor do que a do grupo 10 dias, com diminuicdo de
47% em relagdo ao grupo C. Aos 30 dias, esta reducgao foi de 12%, ndo sendo
este valor significativo em relacdo ao grupo C. Do mesmo modo, ao analisar a
distribuicado do numero de fibras por AST, percebe-se que este grupo teve padrao

de distribuicdo das fibras mais proximo ao C.
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Resultados semelhantes foram observados por Stonnington e Engel
(1973), Bobinac et al. (2000) e Zernicka et al. (2002) que avaliaram os musculos
sbleo, gastrocnémio e EDL em diferentes periodos de desnervacao, e relataram
intensa atrofia das fibras musculares, a qual reduziu com o passar do tempo, em
decorréncia do restabelecimento da inervagao.

Quando aplicado os procedimentos de EE, observa-se que a atividade
elétrica induzida pela EE, n&o contribuiu para a preservacao do trofismo das fibras
musculares, visto que ndo houve diferenga na comparacao dos grupos EE com os
D.

Apesar dos resultados do presente estudo ndo mostrarem alteracao da
AST com o uso da EE, Fernandes et al. (2005) evidenciaram aumento
significativo da AST das fibras do musculo s6leo desnervado e eletroestimulado
diariamente por 20 dias. Os parametros de EE utilizados por Fernandes et al.,
(2005) foi igual ao do utilizado neste estudo, com a excecdo de que naquele
estudo a EE também foi aplicada durante os finais de semana, enquanto que no
presente trabalho a EE foi realizada somente durante a semana. A aplicagdo de
EE nos finais de semana significa aproximadamente 30% a mais de estimulo no
musculo, fortalecendo a hipétese de que a quantidade de estimulo € importante
para a hipertrofia muscular.

Outra hipétese para a divergéncia entre esses estudos € que o0s
musculos analisados apresentam caracteristicas distintas. O séleo, analisado no
estudo de Fernandes et al. (2005) é predominantemente lento, e o gastrocnémio,
utilizado nesse estudo, € musculo misto (Delp e Duan, 1996). Assim, musculos
com caracteristicas distintas podem responder de forma diferente a estimulo

semelhante.



59

Em 1982, Pachter, Eberstein e Goodgold estudaram o efeito da
estimulacao elétrica por 24 dias em musculo EDL de ratos Wistar desnervado.
Embora os autores tenham utilizado eletrodos implantados, a EE foi de apenas 1
hora por dia, tendo freqiéncia de 10Hz e intensidade de 4mA. Os resultados
contribuiram efetivamente para retardar a atrofia das fibras musculares, talvez
porque a quantidade de estimulo foi maior naquele estudo (60 minutos/sessao)
quando comparado com o presente estudo (30 minutos/sessao).

E pertinente enfatizar que mesmo que a EE ndo tenha sido eficiente
para minimizar a perda da AST das fibras musculares, sabe-se que ela melhora o
metabolismo das fibras musculares (Silva et al., 1999; Forti et al., 2004), o que
contribui para manutencdo do padrao energético das mesmas e favorece a
contracao muscular. Além disso, Williams et al. (1987) citam que quando um
musculo é submetido a exercicio por 30 minutos ou mais por dia existe aumento
no volume de mitocdndrais, capacidade enzimatica e melhor resisténcia a fadiga.

Em relacdo ao periodo de 30 dias, percebe-se que todos os grupos
apresentaram valores de AST préximo ao C, resultado semelhante ao observado
por Herbison, Jaweed e Ditunno (1981) e Rafuse e Gordon (1996). Este dado
sugere que a associacao da EE com a atividade muscular voluntéria ndo causa
hipertrofia das fibras musculares. Esta hipotese também é proposta por Noronha
et al. (1997), Polacow et al. (2003) e Brasileiro e Salvini (2004) que afirmam que
em musculos normais existe pouca evidéncia de que a EE proporcione beneficios

para o desenvolvimento de hipertrofia muscular.
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7. CONCLUSAO

Com base no procedimento experimental utilizado, conclui-se que:

- A quantidade de estimulo é fundamental para o remodelamento
adequado de TC, sugerindo, portanto, a aplicacdo diaria da EE ao invés da
alternada. Além disso, o efeito da estimulagdo elétrica neste remodelamento foi
observado nas 3 fases da lesdo nervosa estuda (10, 20 e 30 dias).

- A atividade contrétil voluntaria € importante para o restabelecimento
da AST, sendo que a EE no musculo ja inervado ndo proporcionou efeito adicional
ao aumento da &rea da fibra.

- Os valores de densidade de area de TC aproximam-se dos valores
normais a medida que a inervacao se instala. Entretanto, a EED contribui para o
restabelecimento da normalizacao da densidade de area deste tecido.

- Sendo a desnervacao uma condicao freqliente para o fisioterapeuta,
os resultados apresentados nesse trabalho, embora em condicdo experimental,
fornecem subsidios para eleicdo de melhor tratamento fisioterapéutico.

- Futuros estudos sdo necessarios para melhor entendimento da
utilizacédo da estimulacao elétrica nas respostas musculares apos lesées nervosas

periféricas.
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