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RESUMO

Lesbes de nervos periféricos podem ser extremamente incapacitantes. Nesse
contexto, a microcirurgia vem apresentando um papel fundamental no tratamento
dos pacientes. Entretanto, mesmo com todo refinamento técnico obtido com a
microcirurgia, ainda ndo se obtém total recuperagcao motora. Tal fato se justifica pela
degeneragdao muscular, atrofia e perdas funcionais geradas pela desnervagdo. Em
ambito clinico, alguns recursos fisioterapéuticos tém sido sugeridos na tentativa de
minimizar as perdas decorrentes do quadro de desnervagao. Dentre esses recursos,
destacam-se a eletroestimulacdo e o exercicio fisico. A utilizacdo da
eletroestimulagéo ¢é justificada por esta ser capaz de minimizar a atrofia durante a
desnervacdo. De maneira diferente, a aplicagcdo do exercicio tem como principal
justificativa o estimulo na produgcdo de fatores neurotréficos, fato este que poderia
potencializar a regeneragdo axonal e, por seguinte, promover uma melhor
reinervacdo. Todavia, tanto para aplicacdo da eletroestimulacdo quanto para
execugao do exercicio fisico, existem algumas controvérsias no que se refere aos
parametros utilizados. O objetivo desse trabalho foi analisar a eficiéncia da
eletroestimulacao, do exercicio de natacéo, e da associagdo entre os dois recursos,
na regeneracao nervosa apos neurorrafia término-lateral do nervo fibular. Para a
realizacdo do experimento, os animais foram divididos em 2 grupos controles GC e
GD e 4 grupos experimentais GNTL, GNTL+EE, GNTL+N e GNTL+EE+N. Os
animais dos grupos experimentais passaram por cirurgia experimental de neurorrafia
término-lateral, sendo que em trés grupos protocolos pos-cirdrgicos de
eletroestimulacao, exercicio de natagcao e de associagao entre eletroestimulacao e
natagcdo foram utilizados. Os resultados obtidos demonstraram que a
eletroestimulagéo, o exercicio fisico e a associagdao dos tratamentos apresentaram
resultados superiores em relagcdo ao grupo GNTL e o grupo GNTL+EE+N foi
superior aos grupos de tratamentos isolados na regeneragédo nervosa e muscular.

Palavras-Chave: Neurorrafia término-lateral. Eletroestimulacdo. Exercicio de
natagao. Cirurgia experimental. Atrofia muscular.



ABSTRACT

Lesions of peripheral nerves can be extremely disabling. In this context, microsurgery
has presented a major role in the treatment of patients. However, even with all
technical refinement achieved by microsurgery, full motor recovery has not been
ensured yet. This can be explained by muscle degeneration, atrophy and functional
losses generated by denervation. In the clinical setting, some physiotherapy
resources have been suggested in order to minimize losses due to denervation.
Among these resources, electrical stimulation and exercise are the main options. The
use of electrical stimulation is justified because it is able to minimize the atrophy
during denervation. Differently, the application of exercise is justified to stimulate the
production of neurotrophic factors, a fact that could enhance axonal regeneration
and, next, to promote better reinnervation. However, to both electrical stimulation and
exercise there are some controversies regarding the parameters used. The aim of
this study was to analyze the efficiency of electrical stimulation, swimming exercise
and the association between these two actions, in nerve regeneration after fibular
nerve end-to-side neurorraphy. For the experiment, the animals were divided into two
control groups GC and GD and 4 experimental groups GNTL, GNTL + EE, GNTL + N
and GNTL + EE + N. The animals of the experimental groups underwent
experimental surgery of end-to-side neurorraphy and in three post surgical groups
the protocols of electrostimulation, swimming exercise and the association between
electrostimulation and swimming were used. The results demonstrated that electrical
stimulation, physical exercise and the association of the treatments showed superior
results compared to GNTL group and the group GNTL + EE + N was superior to
treatment isolated groups in nerve and muscle regeneration.

Keywords: End-to-side Neurorraphy. Electrostimulation. Swimming exercise.
Experimental surgery. Muscle atrophy.
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1 INTRODUGAO

Os nervos periféricos, assim como os demais tecidos do organismo, estao
suscetiveis a doencgas inflamatorias, traumaticas, metabdlicas, tdéxicas, genéticas e
neoplasicas (GIROLAMI et al, 2000). Estas doengas levam a diferentes tipos e graus
de lesbes (POLITIS et al, 1982; LUNDBORG et al, 1986; VITERBO & FALEIROS,
2002). De acordo com Deumens et al (2010), o tipo de les&o nervosa periférica de
pior progndstico é a neurotmese (grau V), na qual ocorre transecgdo completa do
tronco nervoso, havendo necessidade de religamento dos cotos proximal e distal por
meio de cirurgia.

Atualmente a técnica cirurgica mais difundida na reparagdo de nervos
periféricos é a neurorrafia término-terminal. Nesse tipo de cirurgia, os cotos proximal
e distal devem apresentar-se visiveis e integros, sem perda de tecido, para que
estes sejam religados novamente através de uma sutura (Rovak et al, 2001). No
entanto, em algumas situagdes especificas, o coto proximal do nervo lesado é
perdido, permanecendo apenas o coto distal, sendo inviavel a execugéo cirurgica
término-terminal. Nesse caso, a opcao pela neurorrafia término-lateral parece ser a
melhor forma de tratamento, visto que ndo ha necessidade de enxerto nervoso e,
consequentemente, o sacrificio de um nervo doador. Essa neurorrafia, sem lesdo no
nervo doador foi introduzida por Viterbo (1992).

A neurorrafia término-lateral consiste na coaptagcado do coto distal lesionado
em um nervo doador intacto adjacente. A partir de entdo, os axbénios presentes no
nervo doador emitem ramos em um processo denominado brotamento colateral

(MARTIN et al, 2000; KOVACIC et al, 2007; RAY & MACKINNON, 2009; YU et al,
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2011), no qual ocorre a entrada dos novos axénios no nervo coaptado, por onde
estes irdo crescer até que atinjam a estrutura-alvo.

Os eventos que permitem o brotamento colateral ainda sao estudados,
entretanto, sabe-se que os fatores neurotroficos (secretados pelo musculo
desnervado), o segmento distal do nervo degenerado e os corpusculos sensoriais
podem induzir o brotamento axonal (ZHANG et al, 1999). Nesse sentido, McCallister
et al (2001) verificaram que a combinacao de fatores, como o NGF (do inglés, nerve
growth factor) e o CNTF (do inglés, ciliary neurotrophic factor), sdo capazes de
estimular a regeneragao axonal em ratos submetidos a neurorrafia término-lateral.

Apesar de alguns estudos demonstrarem resultados satisfatérios com relagao
a neurorrafia término-lateral, outros resultados ainda apresentam controvérsias
(BERTELLI et al, 1996; BERTELLI & GHIZONI, 2003; PONDAAG & GILBERT,
2008). Por isso, diante dessa divergéncia de evidéncias, a neurorrafia término-lateral
€ sugerida como opgado em situagdes clinicas especificas, ou seja, nos casos em
que o segmento proximal do tronco nervoso lesionado nao esteja disponivel
(LUNDBORG, 1994; LUNDBORG, 2000).

Entretanto, mesmo com todo o refinamento técnico obtido com a microcirurgia
e por melhor que tenha sido realizada a reparacdo do nervo lesionado, ainda nao se
obtém total recuperagdo motora (SUNDERLAND, 1985). Tal fato se justifica pelo
periodo de desnervagao parcial, no qual ocorrera atrofia da musculatura, que
promove prejuizo funcional para o musculo dependente dessa inervagao
(STARKEY, 2001; LOW & REED 2001; ROBINSON & SNYDER-MACKLER, 2001;
ROMAO et al, 2007).

Sob uma perspectiva ultraestrutural, além da atrofia das fibras musculares, o

processo de desnervacgao resulta na redugao da area de seccao transversa da fibra
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muscular e a transicao de todas as fibras, independente de sua morfologia anterior,
para fibras do tipo rapidas (FITTS et al, 2000). Ademais, apos longo periodo de
desnervacgao, evidencia-se uma invasdo de células adiposas no tecido muscular
(RODRIGUES et al, 2007), com consequente apoptose das fibras musculares
(DAVATZ et al, 2007).

Nesse contexto, levando em consideragao todos os prejuizos causados pela
desnervacao, diversos recursos fisioterapéuticos tém sido propostos com objetivo de
acelerar o processo regenerativo ou minimizar as perdas funcionais e estruturais.

A eletroestimulagao, considerada um importante recurso fisioterapéutico, tem
sido sugerida no tratamento de lesées nervosas periféricas com objetivo de retardar
a atrofia muscular, mantendo assim a sua funcionalidade. Pesquisadores tém
demonstrado que a eletroestimulacao é capaz de controlar a expressao de fatores
apoptéticos, como o gene BAX e Bcl-2, e que este fato estaria relacionado a reducéao
da atrofia muscular durante o periodo de desnervacao e reinervagao (LIM & HAN,
2010).

Outra justificativa para utilizagdo da eletroestimulagao € que, além de diminuir
a taxa de apoptose, esta poderia estimular a proliferagcdo de células satélites das
fibras musculares em desuso (ZHANG et al, 2010; GUO et al, 2012), evento
considerado determinante para regeneragdo muscular (CHARGE & RUDNICKI,
2004; KARALAKI et al, 2009).

As investigacbes sobre o uso da eletroestimulagdo com finalidade
regenerativa sado extensas, porém os procedimentos utilizados ainda séao
controversos. Portanto, ndo ha consenso quanto a intensidade, frequéncia, duracao
e métodos de avaliagdo utilizados. Varios autores, como Tagami et al (2009),

observaram que a regeneragao neuromuscular durante a aplicagdo de
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eletroestimulagéo acontece de forma benéfica e sem prejuizos funcionais, tanto em
ratos (NEMETH, 1982; KANAYA & TAJIMA, 1992; WILLIAMS, 1996; INIGO, 1998;
GORDON et al, 2009; MACIEL et al, 2013) como em humanos (NICOLAIDS &
WILLIAMS, 2001; MODLIN et al, 2005). Em contrapartida, outros pesquisadores
afirmam que a aplicagao da eletroestimulagéo pode ser nociva (SOUZA et al, 2001;
KOTWAL; SCHMIDT, 2001; CARVALHO et al, 2002), podendo acelerar a atrofia
muscular (GIGO-BENATO et al., 2010).

Além da eletroestimulagao, outro recurso bastante utilizado na reabilitagdo de
lesdes nervosas periféricas € o exercicio fisico. Varios autores justificam a utilizagao
de exercicios fisicos pela liberagao de fatores de crescimento que poderiam auxiliar
a regeneragcdo nervosa periférica, entre eles o BDNF (do inglés brain-derived
neurotrophic factor), considerado um dos mais importantes fatores, pois atua na
mediacao da plasticidade neuronal (GOMEZ-PINILLA et al, 2002; MOLTEN!I et al,
2004; ZOLADZ et al, 2008; YARROW et al, 2010).

Os beneficios da pratica do exercicio, como o maior brotamento e
prolongamento dos axdnios (SABATIER et al, 2008), o aumento no numero de fibras
mielinizadas (ILHA et al, 2008; UDINA et al, 2011a) e a melhora na recuperagao
funcional do membro lesionado (VAN MEETEREN et al, 1997; MARQUESTE et al,
2004; COBIANCHI et al, 2010) tém sido descritos em diversos experimentos com
animais desnervados. Todavia, as indicagdes quanto ao tipo de atividade, bem como
a duragdo e a intensidade do exercicio tem causado grandes discussdes na
comunidade cientifica (UDINA et al, 2011b).

A natacdo é considerada uma das técnicas mais utilizadas em pesquisas,
com a finalidade de se estudar os efeitos do exercicio em ambito experimental.

Segundo Gobatto et al (2001), esse tipo de exercicio possui diversas vantagens,
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principalmente devido a nao necessidade da selegcdo de animais, ja que todos
possuem habilidade inata de nadar. Embora sejam poucos os estudos que
investigaram a influéncia da natacdo sobre a regeneragcdo nervosa periférica, os
resultados destes mostraram-se positivos (TEODORI et al, 2011) ou que a natagao
nao interferiu no processo regenerativo (OLIVEIRA et al, 2008).

Considerando o vasto universo de possibilidades terapéuticas, especialmente
a eletroestimulacédo e o exercicio fisico, a proposta do presente trabalho consistiu
em investigar se essas modalidades de tratamento teriam a capacidade de melhorar

a recuperagao do musculo apds neurorrafia término-lateral.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da eletroestimulagéo, do
exercicio fisico e da associagao desses tratamentos sobre a regeneragao nervosa e
a consequente resposta muscular nos aspectos morfologicos, morfométricos e
funcionais de nervos periféricos € musculo estriado esquelético apds neurorrafia

término-lateral do nervo fibular.
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3 METODO

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 110 ratos machos da linhagem Wistar, os quais
apresentaram massa entre 200 e 250 gramas, com aproximadamente trés meses de
idade, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Botucatu —
FMB/UNESP. Os animais foram mantidos em caixas apropriadas (quatro animais por
caixa) e recebiam agua e racao “ad libitum”, respeitando ciclos de 12 horas de luz,
em temperatura média de 24°C.

O presente estudo obteve aprovacdo da Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA), da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB-

UNESP), sob protocolo 967/2012.

3.2 DELINEAMENTO DOS GRUPOS

Os 110 animais foram aleatoriamente distribuidos em seis grupos,
constituidos da seguinte forma:

1. Grupo Controle Final (GC): Constituido por 10 animais. Os animais
nao passaram por nenhum tipo de intervencdo e foram sacrificados no final do
experimento. (Fig. 1-A).

2. Grupo Desnervado (GD): Constituido por 20 animais. Os animais
passaram por procedimento cirdrgico de desnervagédo (Fig. 1-B) e nao foram
submetidos a nenhum tipo de tratamento. Para a desnervagao, o nervo fibular foi
seccionado, o coto proximal foi transpassado por uma incisdo na musculatura
glutea e suturado em sua porgao externa a fim de impedir reinervagdo motora. O

coto distal foi suturado na tela subcutanea.
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3. Grupo Neurorrafia Término-Lateral (GNTL): Constituido por 20
animais. Os animais passaram por procedimento cirurgico para realizacdo da
neurorrafia término-lateral (Fig. 1-C). Para isso, o nervo fibular foi seccionado e seu
coto proximal encurvado medialmente, transfixando o musculo adutor, sendo
suturado na face superficial desse musculo, impedindo a regeneragao espontanea.
O coto distal do nervo fibular foi encurvado e suturado lateralmente ao nervo tibial,
com fio monofilamentar de nailon 10-0, a partir de dois pontos simples.

4. Grupo Neurorrafia Término-Lateral + Estimulagao Elétrica
(GNTL+EE): Constituido por 20 animais. Os animais passaram por procedimento
cirurgico para realizagao da neurorrafia (Fig. 1-C), com aplicagdo de estimulacao
elétrica nos trés meses subsequentes.

5. Grupo Neurorrafia Término-Lateral + Natacdao (GNTL+N):
Constituido por 20 animais. Os animais passaram por procedimento cirurgico para
realizacdo da neurorrafia (Fig. 1-C) e foram submetidos a um protocolo de
exercicio de natacédo nos trés meses subsequentes.

6. Grupo Neurorrafia Término-Lateral + Estimulagao Elétrica +
Natagao (GNTL+EE+N): Constituido por 20 animais. Os animais passaram por
procedimento cirdrgico para realizagdo da neurorrafia (Fig. 1-C) e foram

submetidos a um protocolo de estimulagao elétrica e exercicio de natagao.
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Figura 1 — Esquema representativo das cirurgias nos grupos. A- GCF;
B- GD; C- GNTL, GNTL+EE, GNTL+N e GNTL+EE+E. Seta vermelha
representa o local da transec¢do no nervo fibular comum; a = nervo
isquiatico, b = nervo fibular comum, ¢ = nervo tibial, e d = nervo sural.

3.3 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os animais tiveram suas massas definidas e foram submetidos a anestesia
geral através de injecdo intramuscular de ketamina (70 mg/Kg) e xilasina (30 mg/Kg)
na regiao dorso lateral do membro pélvico esquerdo. Por conseguinte, foi realizada a
tricotomia da face dorso-lateral do membro pélvico direito.

Anestesiados, os animais foram posicionados em decubito ventral sobre placa
de cortica. O membro pélvico direito foi fixado com fita adesiva, para que entao fosse
efetuada uma incisao longitudinal na face dorso-lateral. A pele e a tela subcuténea

foram rebatidas e os musculos suprajacentes divulsionados para exposi¢ao do nervo



29

isquiatico e seus respectivos ramos, nesse caso, 0os nervos fibular comum, tibial e
sural (Fig. 2).

As neurorrafias foram realizadas com a ajuda de um microscoépio cirurgico DF
Vasconcelos (Brasil) com aumentos de 10 e 16 vezes.

As neurorrafias foram realizadas sem abertura da janela epineural, apenas
com dois pontos simples de fio monofilamentar de nailon 10-0 comprometendo o
epineuro tanto do nervo doador quanto do nervo receptor, conforme Fig. 3.

A incisao foi suturada por meio de ponto simples, com fio monofilamentar de
nailon 5-0. Concluida a cirurgia, os animais receberam dose de 25mg/Kg de dipirona

sodica, por via subcutanea, duas vezes ao dia, por trés dias.

Figura 2 — Ramos do nervo isquiatico; a = nervo isquiatico,
b = nervo fibular comum, ¢ = nervo tibial, e d = nervo sural.

Figura 3 — Neurorrafia término-lateral.
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3.4 EXERCICIO DE NATAGAO

Uma semana apds o procedimento cirurgico, os animais do GNTL+N e do
GNTL+EE+N iniciaram protocolo de exercicio de natacao, realizado trés vezes por
semana, em dias alternados, totalizando trés meses.

Em cada sessao de exercicio os animais realizavam 30 minutos de natacéo
de forma coletiva, em tanque cilindrico de plastico, com agua aquecida (32+2°) e
preenchida até aproximadamente 40 cm de altura (Fig. 4).

Foi utilizado um programa de exercicio basico sem provocar nenhum tipo de

estresse fisico para o animal.

Figura 4 — Exercicio de natagéo realizado em
tanque cilindrico.

Apds o término do exercicio o animal foi retirado da agua, secado com auxilio

de uma toalha e realocado em sua respectiva caixa.

3.5 ESTIMULAGAO ELETRICA

Uma semana apds o procedimento cirurgico, os animais do GNTL+EE e

GNTL+EE+N foram submetidos a aplicacdo de estimulagcdo elétrica de média
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frequéncia por trés meses. Para o grupo GNTL+EE a estimulagdo elétrica foi
aplicada trés vezes por semana, enquanto que para o GNTL+EE+N foi aplicada
duas vezes por semana, nos dias em que 0s animais nao realizavam natagao.

A estimulagao elétrica foi aplicada durante 20 minutos usando-se o aparelho
Endophasys-KLD® (Fig. 5), ajustado com os seguintes parametros: frequéncia de
2500 Hz, periodo de 0,4 ms, modulagao de 50%, frequéncia de 30 Hz e 100 Hz, 10
minutos em cada, tempos de contragcdo (TON) e relaxamento (TOFF) de 10
segundos e 20 segundos, respectivamente. A intensidade (mA) da corrente foi
ajustada de modo a promover a contragdo do musculo tibial cranial, caracterizada

pelo movimento de dorsiflexao.

Figura 5 — Aparelho Endophasys — R KLD®
utilizado na estimulagao elétrica.

Para aplicacdo da corrente os animais foram colocados em capsulas
metalicas (Fig. 6), de forma a imobilizar sua cintura pélvica e garantir a exposigéo de
ambos os membros pélvicos. Esse método é considerado vantajoso, visto que se
torna desnecessaria a anestesia do animal durante a aplicagdo da estimulagao

elétrica.
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Figura 6 — Capsula metalica usada para a
eletroestimulagao.

Os eletrodos utilizados foram do tipo autoadesivo. Estes eram posicionados
na superficie da pele do animal, acompanhando a anatomia do musculo tibial cranial

(MTC).

3.6 ANALISE FUNCIONAL DA MARCHA

Na décima primeira semana, antes da analise eletrofisiolégica e sacrificio, os
animais foram submetidos & avaliagdo funcional da marcha, & partir do indice
Funcional do fibular (BAIN et al., 1989). Para esta avaliagdo os animais caminharam
por um aparelho denominado de CatWalk onde as pegadas no assoalho foram
identificadas automaticamente e utilizadas para a analise funcional. Este
procedimento foi repetido duas vezes com cada animal. Os dados obtidos foram
submetidos ao tratamento estatistico obedecendo ao nivel de significancia de

P<0,05 para todas as amostras.
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3.7 ANALISE ELETROFISIOLOGICA

Para analise eletrofisiolégica os animais foram anestesiados com ketamina
(0,3 ml/kg, i.m.) associada a xilasina (0,3 ml/kg, i.m.) e imobilizados em placas de
cortica em decubito ventral.

Foi realizada assepsia e ampla incisdo no membro posterior direito permitindo
acesso aos nervos isquiatico, fibular comum, tibial e musculo tibial Cranial. O
potencial de acdo composto foi registrado por eletrodos de agulha ativo e de
referéncia. O eletrodo ativo foi implantado no centro do MTC, e o de referéncia
proximo ao tendao de insergao do musculo.

A avaliagdo das propriedades funcionais do musculo foi feita por meio de
estimulos elétricos deflagrados por um eletrodo bipolar, especialmente desenvolvido
para este propdsito, cujo catodo e anodo estavam distantes 2mm. O eletrodo de
estimulacao bipolar foi posicionado diretamente sobre o nervo isquiatico, anterior a
regido da neurorrafia término-lateral, e a estimulacdo foi realizada proximal a
neurorrafia, possibilitando a propagacao dos impulsos elétricos através dela.

A frequéncia do estimulo foi fixada em 1pps e a duracdo em 100 ps. A
intensidade de estimulo utilizada, constante em todos os animais, foi de 5,1 volts. Os
dados de amplitude e laténcia foram comparados entre os seis grupos. Para todo

procedimento foi utilizado eletromiégrafo da marca Sapphire Il 4ME (Fig. 7).
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Figura 7 — Eletromiégrafo da marca Sapphire Il 4ME
utilizado para as analises.

3.8 FORCA MUSCULAR

O tendao distal do MTC foi seccionado e conectado a um transdutor de forga
FTO3 Grass Technologies Company, Astro-Med, Inc. (West Warwick, RI), através do
uso de um fio monofilamentar de nailon 4-0. O comprimento ideal do musculo foi
mantido em uma carga de pré tensao de 0,18 N e foi zerada entre os testes.

A estimulagao elétrica foi aplicada diretamente do musculo tibial cranial
exposto. O teste consistiu em trés aplicagdes sequenciais de um segundo de
duragdo, com a tensdo muscular reajustada entre as mensuragbes. A contragéo

tetanica foi realizada com estimulo de 100 mA e frequéncia de 100Hz.

3.9 COLETA DAS AMOSTRAS

Apoés a realizagdo do teste de forga de contragdo muscular o nervo fibular
Comum foi coletado juntamente com o musculo tibial Cranial. As amostras dos

nervos foram fixadas e mantidas em solugdo de Karnovisk e ficaram refrigerados a
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4°C até ser realizado o processamento histolégico. Os musculos foram mantidos em

nitrogénio liquido a -196°C até ser realizado o processamento histoldgico.

3.10 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DOS NERVOS

Para o tratamento histolégico as amostras dos nervos passaram por um
protocolo de inclusdo em historesina, para obtengédo de cortes histolégicos de cinco
micrébmetros de espessura e confecgdo das laminas histoldégicas em coloragdo de

tetréxido de ésmio e contra coloragdo com azul de toluidina.

3.11 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DOS MUSCULOS

Para o tratamento histologico as amostras dos musculos passaram por um
protocolo de congelamento em nitrogénio liquido, para obtencdo de cortes
histolégicos de dez micrémetros em criostato a -20°C e confec¢cao das laminas

histolégicas em coloragao de Hematoxilina e Eosina (HE).

3.12 ANALISE MORFOMETRICA

A captura das imagens foi realizada com auxilio de um micro computador
com software de captura e analise de imagem, acoplado a um microscépio 6ptico
(Leica DMLS) (Fig. 8). Todas as imagens foram analisadas com auxilio do
programa de analise de imagem Sigma Scan Pro 5.0. Foram mensuradas 220
fibras nervosas por animal. As variaveis morfométricas estudadas foram: area e
diametro minimo das fibras e dos axbnios e area e espessura das bainhas de
mielina (Fig. 9). Para andlise dos musculos, foram mensuradas 220 fibras
musculares por animal. As variaveis morfométricas estudadas foram area e

didametro minimo da fibra muscular (Fig. 10).



Figura 8 - Sistema de analise de imagem

Figura 9 — Analise morfométrica dos nervos.
Representam: area azul = area da fibra nervosa; area amarela =
area do axonio; linha verde = didmetro minimo da fibra nervosa;
linha vermelha = diametro minimo do axénio.
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Figura 10 — Analise morfométrica dos musculos.
Representam: area azul = area da fibra muscular; linha amarela =
didmetro minimo da fibra muscular.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica entre os grupos foi utilizada analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. O nivel de significancia considerado foi de p

< 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 AREAS E DIAMETROS DAS FIBRAS NERVOSAS

Os dados obtidos pela média das areas das fibras nervosas mostram que o
grupo GNTL+EE+N apresentou o melhor resultado dos grupos experimentais
(29,13um?), respectivamente. Na sequéncia, o grupo com melhor resultado foi o
GNTL+N (25,41um?), seguido pelo GNTL+EE, que na variavel area das fibras
nervosas apresentou melhor resultado (21,38um?) quando comparado com o grupo
GNTL (16,00um?).

Na variavel do didmetro minimo das fibras nervosas o grupo GNTL+EE+N
apresentou o melhor resultado (5,96um) a diferenca entre o GNTL+EE (4,88um) e
GNTL (4,05um) n&o foi significante. Os resultados podem ser observados nas
tabelas 1 e 2 e nas figuras 11 e 12.

Tabela 1 — Média (um?) e desvio padrdo da area das fibras nervosas. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica.

Areas das Fibras

Nervosas

Média DP
GD 02 0
GNTL 16,00° 3,55
GNTL+EE  21,38° 1,81
GNTL+N 25 .41¢ 2.02
GNTL+EE+N 29,13° 2,73
GC 50,76 3,27

Avaliando as areas das fibras nervosas tem-se GCF > GNTL+EE+N >
GNTL+N > GNTL+EE > GNTL > GD.
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Figura 11 — Grafico da média (um?) da area das fibras nervosas.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Tabela 2 — Média (um) e desvio padréo dos didmetros minimos das fibras nervosas.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Diametros minimos das
Fibras Nervosas

Média DP
GD 0? 0
GNTL 4,05 0,56
GNTL+EE 4,88 0,93
GNTL+N 5,11° 0,68
GNTL+EE+N 5,96 0,67
GC 8,59° 0,55

Avaliando os didmetros minimos das fibras nervosas tem-se GCF > GNTL+EE+N >
GNTL+N = GNTL+EE, GNTL+EE = GNTL > GD.
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Diametros das Fibras Nervosas
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Figura 12 — Grafico da Média (um) dos didmetros minimos das fibras nervosas.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

4.2 AREAS E DIAMETROS DOS AXONIOS

Os dados obtidos pela média das areas dos axdnios mostram que o grupo GC
apresentou o melhor resultado (15,06 um?), seguido pelo GNTL+EE+N (10,61 um?2).
Na sequéncia da analise da area dos axdénios, os grupos GNTL+N e GNTL+EE
apresentaram resultados semelhantes, com 7,37 ym? e 7,15 ym?2.

Na variavel didmetro minimo, o GNTL+EE+N obteve o melhor resultado dos
grupos experimentais, juntamente com grupo GNTL+N e o grupo GNTL+EE, com
3,20 um, 2,98 ym e 2,83um, respectivamente. Os resultados podem ser observados

nas tabelas 3 e 4 e nas figuras 13 e 14.
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Tabela 3 — Média (um?) e desvio padrdao da area dos axdnios Letras diferentes
indicam diferenca estatistica.

Areas dos Axénios

Média DP
GD 0° 0
GNTL 5,68° 0,74
GNTL+EE 7,15 1,28
GNTL+N 7,37° 1,41
GNTL+EE+N 10,61° 1,36
GC 15,06° 1,24

Avaliando as areas dos axonios, GCF > GNTL+EE+N > GNTL+N > GNTL+EE
> GNTL > GD.

Areas dos Axénios

Figura 13 — Grafico da média (um?) das areas dos axdnios.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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Tabela 4 — Média (um) e desvio padrédo dos diametros minimos dos axdénios. Letras

diferentes indicam diferenca estatistica.

Diametros dos Axonios

Média DP
GD 0° 0
GNTL 2,57° 0,39
GNTL+EE 2,83 0,37
GNTL+N 2,98 0,42
GNTL+EE+N 3,20° 0,41
GC 4,77° 0,59

Avaliando os diametros minimos dos axobénios, GCF > GNTL+EE+N

GNTL+N = GNTL+EE, GNTL+N = GNTL+EE = GNTL



44
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Figura 14 — Grafico da média (um) dos didmetros minimos dos axénios.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

4.3 AREAS DA BAINHA DE MIELINA E ESPESSURAS DA BAINHA DE MIELINA

Na avaliacdo das médias das areas das bainhas de mielina, os grupos
GNTL+EE+N e GNTL+N obtiveram os melhores resultados (18,51um? e 18,04 um? ,
respectivamente). Na sequéncia, observamos o grupo GNTL+EE com 14,23 um?.

Na avaliagdo da espessura da bainha de mielina, os grupos GNTL+EE+N,
GNTL+N e GNTL+EE nao apresentaram diferenga significante, atingindo 2,76 um?,
2,14 pm? e 2,05 um?, respectivamente. Nenhum grupo experimental obteve
semelhanga com relagdo ao grupo controle e todos foram superiores ao grupo GD.

Os valores podem ser visualizados nas tabelas 5 e 6 e nas figuras 15 e 16.
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Tabela 5 — Média (um?) e desvio padrao das areas das bainhas de mielina. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica.

Areas da Bainha de

Mielina

Média DP
GD 0° 0
GNTL 10,32° 3,28
GNTL+EE  14,23° 2,67
GNTL+N 18,04¢ 3,00
GNTL+EE+N 18,51¢ 2,55
GC 35,70° 3,93

Avaliando a area da bainha de mielina tem-se GCF > GNTL+EE+N = GNTL+N
> GNTL+EE > GNTL > GD.

Areas das Bainhas de Mielina
40- €
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Figura 15 — Grafico da média (um?) das areas das bainhas de mielina.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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Tabela 6 — Média (um) e desvio padrao das espessuras das bainhas de mielina.

Letras diferentes indicam diferenga estatistica.

Espessuras das Bainhas de

Mielina

Média DP
GD 0° 0
GNTL 1,48° 0,63
GNTL+EE 2,05 0,77
GNTL+N 2,14%° 0,78
GNTL+EE+N 2,76° 0,80
GC 3,82¢ 0,80

Avaliando as espessuras das bainhas de mielina tem-se GCF > GNTL+EE+N
GNTL+N = GNTL+EE, GNTL+N = GNTL+EE = GNTL >GD.
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Espessuras das Bainhas de Mielina

Figura 16 — Grafico da média (um) das espessuras das bainhas de mielina.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

4.4 RAZAO G

Calculando a razéo G, pela qual se obtém o indice de mielinizagdo, nao foram
encontradas diferengas estatisticas entre os grupos experimentais e controles. Os

dados estdo demonstrados na tabela 7 e figura 17.

Tabela 7 — Média e desvio padrao da Razédo G

Razado G
MEDIA DP
GC 0,55 0,08
GD 0 0
GNTL 0,64 0,12
GNTL+EE 0,59 0,09
GNTL+N 0,59 0,11

GNTL+EE+N 0,54 0,1
Avaliando a Razdo G temos GC = GNTL = GNTL+EE = GNTL+N = GNTL+EE+N > GD
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Figura 17 — Grafico da média do calculo da Razao G. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica.

4.5 MORFOMETRIA DAS FIBRAS MUSCULARES

A média dos resultados das areas (um?) das fibras musculares demonstrou
que o GNTL+N (2752,50 pm?) e o GNTL+EE+N (2977,63 pm?) obtiveram resultados
superiores quando comparados ao GNTL+EE (1970,88 pmz). Esses valores foram
significativamente superiores aos encontrados no GNTL (1524,88 pmz). Nenhum
grupo apresentou resultados semelhantes ao GC (3569,88 um?); entretanto, todos
apresentaram resultados significativamente superiores ao GD (748,75 pym?).

Para o didametro minimo o grupo GNTL+N (51,38 um) e o GNTL+EE+N (55,13
pMm) obtiveram resultados superiores quando comparados ao GNTL+EE (35,88 um).
Esses resultados foram significativamente superiores aos encontrados no GNTL

(25,75 pym). Nenhum grupo apresentou resultados semelhantes ao GC (65,13 um).
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Todos os grupos apresentaram resultados superiores ao GD (12,50 um). Os
resultados morfométricos podem ser observados nas tabelas 8 e 9 e figuras 18 e 19.

Tabela 8 — Média e desvio padrao das areas (um?) das fibras musculares. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica.

Areas das fibras
musculares
Média DP
GC 3569,88° 239,86
GD 748,75° 67,35
GNTL 1524,88° 143,79
GNTL+EE 1970,88° 247,04
GNTL+N 2752,50° 86,38
GNTL+EE+N  2977,63° 199,97

Avaliando as areas das fibras musculares tem-se GC> GNTL+EE+N = GNTL+N >
GNTL+EE > GNTL> GD.
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Figura 18 — Grafico da média das areas das fibras
musculares (um?). Letras diferentes indicam diferenca
estatistica.

Tabela 9 — Média e desvio padrdao dos didmetros minimos (um) das fibras
musculares. Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Diametros minimos das
fibras musculares

Média DP
GC 65,13° 4,05
GD 12,502 1,20
GNTL 25,75° 2,71
GNTL+EE 35,88° 2,75
GNTL+N 51,381 1,60
GNTL+EE+N 55,134 3,83

Avaliando os didametros minimos das fibras musculares tem-se GC > GNTL+EE+N =
GNTL+N > GNTL+EE > GNTL> GD.
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DIAMETROS DAS FIBRAS DO MUSCULO TIBIAL CRANIAL
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Figura 19 — Grafico das médias dos diametros minimos das fibras
musculares (um). Letras diferentes indicam diferencga estatistica.

4.6 ANALISE ELETROFISIOLOGICA

A média dos resultados de amplitude (mV) demonstrou que o GNTL+EE+N
(18,56 mV) e o GC (20,53 mV) obtiveram resultados semelhantes. Esses valores
foram superiores aos encontrados no GNTL+EE (16,12 mV) e GNTL+N (16,16 mV),
embora estes ultimos tenham apresentados resultados semelhantes entre ambos.
Todos os grupos apresentaram resultados superiores ao GNTL (6,68 mV), que
também demonstrou superioridade quando comparado ao GD (0 mV).

Em relagédo a média dos resultados de laténcia (ms) ndo foram observadas
diferengas significativas entre os grupos GNTL (1,91 ms), GNTL+EE (1,85 ms),
GNTL+N (1,85 ms) e GNTL+EE+N (1,80 ms). Entretanto, esses valores foram
superiores ao GC (1,61 ms) e inferiores ao GD (10,00). Para o GD, o valor atribuido
de 10,00 ms foi apenas para analise estatistica, visto que o musculo ndo apresentou

resposta devido ao procedimento cirurgico de desnervagéo.
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Os resultados da analise eletrofisiolégica podem ser observados nas tabelas

10 e 11 e figuras 20 e 21.

Tabela 10 - Média e desvio padrdo da amplitude (mV) captada pela analise
eletrofisiolégica. Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Amplitude

Média DP
GC 20,53¢ 1,84
GD 0° 0
GNTL 6,68° 0,63
GNTL+EE  16,12° 0,99
GNTL+N 16,16° 1,04
GNTL+EE+N 18,56° 0,74

Avaliando amplitude tem-se GCF = GNTL+EE+N > GNTL+N = GNTL+EE > GNTL >
GD.
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Figura 20 — Grafico da média da amplitude (mV).
Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Tabela 11 - Média e desvio padrdo da laténcia (ms) captada pela analise
eletrofisiolégica. Letras diferentes indicam diferenga estatistica.

Laténcia

Média DP
GC 1,61° 0,07
GD 10,00? 0,0
GNTL 1,91° 0,05
GNTL+EE  1,85° 0,02
GNTL+N 1,85° 0,02
GNTL+EE+N 1,80° 0,02

Avaliando a laténcia tem-se GD > GNTL+EE+N = GNTL+N = GNTL+EE = GNTL >
GCF
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Laténcia

Figura 21 - Grafico da média da laténcia (ms).
Letras diferentes indicam diferenga estatistica.

4.7 FORCA MUSCULAR

A média dos resultados de forga muscular demonstrou diferenga significativa
entre todos os grupos. O GNTL+EE+N (0,92) obteve resultados superiores quando
comparado ao GNTL+N (0,80) e ao GNTL+EE (0,72), os quais também
apresentaram diferenga entre ambos. Esses valores foram significativamente
superiores aos encontrados no grupo GNTL (0,65) e inferiores aos observados no
GCF (1,00). Todos os resultados foram superiores ao obtido pelo GD (0,23). Os

resultados de forga muscular podem ser observados na tabela 12 e figura 22.



Tabela 12 - Média e desvio padrao da forga muscular captada pelo transdutor.

Letras diferentes indicam diferenga estatistica.

Forgca muscular

Média DP
GC 1,00' 0,03
GD 0,23° 0,01
GNTL 0,65° 0,02
GNTL+EE 0,72° 0,03
GNTL+N 0,80° 0,02
GNTL+EE+N  0,92° 0,03
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Avaliando a for¢ga muscular tem-se GCF > GNTL+EE+N > GNTL+N > GNTL+EE >

GNTL > GD.
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Figura 22 — Gréafico da média de forga muscular.
Letras diferentes indicam diferenga estatistica.
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4.8 ANALISE FUNCIONAL DA MARCHA

A média dos resultados da analise funcional da marcha (tabela 13 e figura 23)
demonstrou que o GNTL+EE (-23,25) e o GNTL+N (-22,67) obtiveram resultados
semelhantes, porém inferiores quando comparados ao GNTL+EE+N (-13,67). Esses
valores foram significativamente superiores aos encontrados no GNTL (-36,73).
Nenhum grupo apresentou resultados semelhantes ao GC (-6,47); entretanto, todos

apresentaram resultados significativamente superiores ao GD (-54,05)

Tabela 13 - Média e desvio padrao da analise funcional da marcha.

Analise Funcional

Média DP
GC -7,02° 1,59
GD 57,122 4,18
GNTL -35,42° 4,07
GNTL+EE 21,17° 1,86
GNTL+N -24,33° 2,09
GNTL+EE+N  -14,01° 3,14

Avaliando a analise funcional da marcha, GC> GNTL+EE+N > GNTL+N = GNTL+EE

> GNTL > GD. Letras diferentes indicam diferencga estatistica.
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Figura 23 — Grafico com as médias obtidas pela analise de
marcha. Letras diferentes indicam diferencga estatistica.
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5 DISCUSSAO

5.1 METODOS

Neste estudo foram utilizados ratos (Rattusnorvegicus) da linhagem Wistar
por serem de facil obtengcdo, manipulagcdo e manutencéo, além de ser o modelo mais
frequentemente utilizado em estudos de reparo nervoso periférico e regeneragao
nervosa (AKGUL et al., 2014; MOHAMMADI & SAADATI, 2014; KAVLAK et al.,
2014; GHAYEMI et al., 2014).

A opcao pela utilizacdo de ratos machos ocorreu devido a estes estarem
menos susceptiveis a acdo de hormdnios adeno-hipofisarios e gonadais, como o
estrbgeno e a progesterona, os quais poderiam influenciar no processo de
regeneracao nervosa (CARANDENTE et al.,, 1989). Além disso, Thompson et al
(2014) demonstraram recentemente que a melhora da regeneracdo nervosa
periférica, devido ao exercicio e a estimulacao elétrica, € dependente da sinalizagao
de receptores androgénicos.

Foram utilizados ratos jovens, pois estudos demonstram que o avancar da
idade pode influenciar nos mecanismos de reparo nervoso periférico, tornando-os
mais demorados, em consequéncia da reducdo na velocidade de regeneracao
nervosa e diminuigdo da expressao de fatores neurotroficos (KANG & LICHTMAN,
2013).

O modelo de neurorrafia término-lateral realizada neste estudo foi descrita por
Viterbo et al (1992), sem abertura da janela epineural e utilizando o nervos fibular
(receptor) e tibial (doador). Segundo esses autores este modelo apresenta duas
vantagens, o musculo tibial cranial é inervado exclusivamente pelo nervo fibular,
repercutindo nesse todas as alteracdes efetuadas sobre o nervo fibular. Além disso,

a localizagdo superficial do musculo tibial cranial possibilita o acompanhamento
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clinico do trofismo desse musculo e consequentemente o processo da regeneragao
nervosa e da reinervagao muscular.

Para o tratamento com a estimulagéo elétrica (EE) foram desenvolvidos varios
estudos pilotos em nosso grupo de pesquisa e o presente trabalho foi baseado no
protocolo de estimulagao elétrica descrito por Maciel (2013).

O tratamento de estimulagdo elétrica (EE) utilizado neste estudo nao
provocou estimulo doloroso nos animais, pois 0s niveis de estimulagcdo foram
ajustados para que permanecessem dentro do limiar motor e ndo atingissem o limiar
doloroso.

A corrente de estimulagdo foi determinada com base em parédmetros
criteriosamente pré-estabelecidos, a partir de estudos anteriores realizados em
nosso laboratério. As frequéncias de 30 Hz e 100 Hz utilizadas neste experimento
estavam de acordo com as caracteristicas do musculo tibial cranial (MTC), no qual
ha distribuicdo homogénea das fibras musculares do tipo | e do tipo II.

Oliveira et al (2008), realizaram estudo associando o exercicio de natagao
com a eletroestimulacéo, entretanto a associacao foi realizada no mesmo dia. Os
resultados do grupo associado, quando comparados com os protocolos isolados n&o
apresentaram resultados positivos. Os autores apresentam a possibilidade da
associacdo no mesmo dia ter propiciado uma sobrecarga na musculatura. No
presente estudo, utilizamos a associacdo da eletroterapia com o exercicio de
natagdo em dias isolados, com finalidade de ndo causar a sobrecarga na
musculatura.

Dow et al (2004), apresentam questionamentos relacionados ao tempo de
utilizacdo da eletroestimulacdo e o numero de contragdes realizadas pela

musculatura. Os autores constataram que um numero pequeno de contracdes
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diarias ndo sao eficientes para retardar a atrofia muscular, entretanto, um numero
excessivo pode causar danos adicionais ao tecido. Em decorréncia dos resultados
apresentados pelos autores, optamos por utilizar no grupo associado, o protocolo de
eletroestimulacido duas vezes na semana evitando contracao excessiva.

Em relagdo ao exercicio fisico, a técnica da natagdo foi escolhida por
apresentar diversas vantagens como o baixo custo do equipamento e a nao
necessidade de selecdo dos animais, ja que todos apresentam habilidade inata de
nadar (GOBATTO et al. 2001). Além disso, sdo poucas as pesquisas que
observaram os efeitos do exercicio de natagao na regeneragéo nervosa periférica.

Com relagao ao tratamento de natagdo empregado nesse estudo, utilizamos
um programa basico para averiguar se o exercicio contribuiria para a recuperagao
dos ratos lesionados. Com esse tratamento os ratos nao tiveram intensidades altas
de treinamento, apenas praticaram o exercicio para estimular a recuperacao fisica,
em decorréncia da padronizagdo utilizada, no grupo associado o exercicio de
natacao foi utilizados por trés vezes na semana.

Sobral et al (2008), compararam o efeito do exercicio tardio e imediato apés
lesdo por esmagamento no nervo isquiatico. Os resultados apresentados mostram
semelhancga dos protocolos utilizados, entretanto, os autores optaram pelo exercicio
em esteira, protocolo descartado no presente estudo, pois, para a pratica de
exercicio na esteira, os ratos devem passar por selecdo, uma vez que nao
apresentam habilidade para correr como apresentam para nadar.

A partir da obtencdo de resultados significativos com relagdo ao exercicio
fisico sugere-se a realizagao de futuras pesquisas com diversos tipos de protocolos
publicados, envolvendo diferentes objetivos, como ganhos de forga e resisténcia

muscular.
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Os resultados obtidos nesse trabalho permitirdo melhor entendimento da
aplicagao da eletroestimulagdo e da natagdo na recuperagdo das lesdes nervosas

periféricas reinervadas por meio da neurorrafia termino-lateral.

5.2 ANALISE FUNCIONAL DA MARCHA

A avaliagdo da marcha foi desenvolvida por De Medinacelli et al (1982) por
meio do indice Funcional do isquiatico, que avalia a funcdo relacionada ao nervo
isquiatico. Posteriormente, o método foi aperfeicoado por Bain et al (1989), que
desenvolveu avaliagcdes especificas para o nervo tibial e para o nervo fibular (indice
Funcional do Fibular — IFF). Como nosso modelo experimental envolve
especificamente o nervo fibular, foi utilizado o IFF.

Os resultados verificados na presente avaliagdo demonstram que o GNTL+EE
e 0 GNTL+N apresentaram valores superiores ao GNTL e GD, indicando eficiéncia
da EE e do exercicio de natagao em promover melhora funcional. Corroborando com
0s nossos achados, Teodori et al (2011) constataram que o exercicio de natagao,
quando realizado apos a axonotmese e durante 30 dias, pode acelerar a
regeneragao nervosa e melhorar a recuperacao funcional.

Diferentemente ao encontrado no presente estudo, Gigo-Benato et al (2010)
observaram durante 14 dias a recuperacdo funcional de ratos apds lesdo por
esmagamento do nervo isquiatico e concluiram que a EE prejudicou a recuperagao
do musculo e do nervo. No entanto, é pertinente indagar se os 14 dias de
recuperacao foram suficientes para que ocorresse a reinervagao muscular. Talvez,
com um tempo de tratamento maior, os autores poderiam obter conclusées mais
concretas quanto a melhora funcional.

Em estudo semelhante ao nosso este, Maciel et al (2013) verificaram o efeito

da aplicagao da EE por 180 dias no MTC de ratos apds a neurorrafia término-lateral
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do nervo fibular comum. Em seus resultados, os autores constataram efeitos
benéficos da aplicacdo da EE, que foi importante na regeneragdo nervosa e na
manutencao da funcionalidade do musculo.

Oliveira et al (2008) verificaram o efeito da combinacdo da EE e do exercicio
de natagdo durante 22 dias em ratos apds axonotmese. Os autores verificaram
prejuizo na recuperagdao funcional e atribuiram a este atraso a hipdtese de
sobrecarga dos musculos na fase de reinervagao. Estes resultados divergiram dos
encontrados em nosso estudo, no qual o GNTL+EE+N apresentou melhor resultado
funcional dentre os grupos experimentais. Contudo, devemos considerar a diferenca
de métodos utilizados em ambos os estudos, em relagdo ao tipo de lesdo nervosa

induzida e o periodo de tratamento.

5.3 ANALISE ELETROFISIOLOGICA

No teste eletrofisiolégico o parametro laténcia corresponde a capacidade de
conducao nervosa, reflexo da quantidade de fibras mielinizadas. Por outro lado, a
amplitude evidencia o numero de fibras musculares responsivas ao estimulo elétrico,
representando também o numero de axénios excitaveis (ROBINSON & SNYDER-
MACKLER, 2010).

Os animais do GD nao apresentaram resposta muscular ao estimulo elétrico
devido a desconexédo entre o nervo fibular e o MTC. Por essa razao, os valores de
laténcia foram determinados com tendéncia infinita positiva e os valores de
amplitude com tendéncia infinita negativa. Ambos foram removidos da analise
estatistica.

Em relagdo a laténcia, a analise eletrofisiologica ndo demonstrou diferencga

entre os grupos GNTL, GNTL+EE, GNTL+N e GNTL+EE+N. Embora todos tenham
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apresentado inferioridade em comparagao ao GCF, infere-se que o restabelecimento
da inervacgao ocorreu em todos os grupos submetidos a neurorrafia.

Quanto a amplitude, foi observada semelhanca entre o GNTL+EE e GNTL+N,
0s quais apresentaram resultados superiores ao GNTL, porém inferiores ao
GNTL+EE+N e GC. Estes achados podem evidenciar a influéncia da EE e natagao,
de forma isolada ou combinada, na melhora da resposta muscular apds periodo de

desnervacéo.

5.4 ANALISE DA FORGA MUSCULAR

O teste de forca muscular consistiu na aplicagdo de estimulo elétrico
diretamente no MTC para obtencdo da forgca de contracdo maxima. A aplicacao
ocorreu no musculo, pois o GD nao permite que a estimulagéo seja feita no nervo, ja
que foi realizada a secgao do nervo e seus cotos foram invertidos.

Utilizando um estimulo de 100 Hz, frequéncia que provoca contragao tetanica,
todos os animais submetidos a NTL e tratados com EE ou natacdo, bem como a
combinacdo de ambos, apresentaram superioridade de resultados quando
comparados ao GNTL. No que se refere a utilizagdo da EE, Rutherford & Jones
(1986) sugerem que uma parte do efeito pode estar relacionada a facilitagdo neural,
em fungdo de um numero maior de unidades motoras ativas e aumento na taxa de
impulsos. Outra possibilidade apresentada pelos autores é que o efeito seja
relacionado a um padrao mais eficiente de recrutamento, devido a uma modificagao
do mecanismo de gradagédo de forga, que proporcionaria melhora da somagéo de
estimulos nervosos.

Quanto ao papel do exercicio fisico, acredita-se que este tenha exercido

influéncia na regeneragdo nervosa (ndo avaliada neste estudo), acelerando o
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crescimento axonal por intermédio do aumento na expressdao de fatores
neurotréficos. Dessa maneira, com a reinervagao precoce do MTC, as
caracteristicas estruturais e funcionais do tecido muscular podem ter sido mais bem

preservadas.

5.5 ANALISE MORFOMETRICA

A coloracédo do MTC foi realizada em Hematoxilina e Eosina (HE) por ser
método que, além de ser de baixo custo, evidencia com clareza a fibra muscular,
permitindo a analise morfométrica.

Dentre os parametros morfométricos foram analisados area e diametro
minimo das fibras musculares. De acordo com De Sa et al (2004) e Roméao et al
(2007), a medida de didametro minimo € mais confidvel que a medida da area ou de
diametro maximo, pois esta ndo sofre alteracdo devido a inclinacdo da navalha
durante o corte histoldgico.

Em relagdo aos paradmetros area e didmetro minimo do MTC, observou-se
equivaléncia entre os grupos GNTL+N e GNTL+EE+N e uma superioridade de todos
os grupos em relacdo ao GD. Este fato demonstra que o exercicio de natagao, a EE,
bem como a associacdo de ambos, foram positivos para o MTC apds NTL.

De acordo com Gertrudes Neto (2007) existe uma relagéo direta entre a
seccao transversal da fibra muscular com a forca que esse musculo pode produzir.
Dessa forma, podemos associar os achados histolégicos ao melhor desempenho
funcional dos grupos tratados.

E importante ressaltar que este é o primeiro trabalho associando a
eletroestimulagdo e a natagdo na neurorrafia término-lateral no sentido de obter

melhor resultado quanto a reinervagdo muscular.
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6 CONCLUSAO

Com base na metodologia e protocolos utilizados, pelos resultados obtidos,
pudemos concluir que:

- Em relagdo aos atributos area da fibra nervosa, didmetro da fibra nervosa,
area do axoénio, amplitude do teste eletrofisiologico, forga muscular e analise
funcional da marcha, o grupo GNTL+EE+N obteve o melhor resultado dentre os
grupos experimentais.

- Em relagao aos atributos area da bainha de mielina, area da fibra muscular e
didmetro da fibra muscular, os grupos que realizaram exercicio fisico (GNTL+EE+N
e GNTL+N) obtiveram os melhores resultados dos grupos experimentais.

- Em relagdo aos atributos didmetro dos axdénios, espessura da bainha de
mielina e laténcia, os grupos que realizaram algum tipo de tratamento pds-cirurgico

obtiveram os melhores resultados dos grupos experimentais.



W
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ANEXO

Certificado

Certificamos que o (Protocolo CEEA 967/2012) “Andlise do exercicio fisico e eletroestimulagdo do musculo tibial cromial apés
neurorrafia fermino-lateral do nervo fibular em ratos”, a ser conduzido por Vivian Cristing Rosa, orientads pelo Prof. Dr. Fausto Viterbo
de Oliveira Neto, esté de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), com a ressalva de que os “ratos” sdo provenientes de Biotério convencioncl sem condi¢des de
latestar ¢ Sanidade dos mesmos.

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEEA em 28/10/2012.
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ANEXO A —CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA DA UNESP DE BOTUCATU,
PROTOCOLO CEEA 967/2012.



