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RESUMO

Introducdo: LesbBes de nervos periféricos podem levar uma perda funcional elevada ao
paciente. Devido a este fator, muitas pesquisas buscam propor técnicas para melhorar a
funcionalidade de um musculo reinervado. A neurorrafia latero-terminal (NLT), sem lesao no
nervo doador, trouxe grande contribuicdo, pois a partir desta descoberta, qualquer nervo pode
ser utilizado como nervo doador sem prejuizos para este ou para as estruturas por ele
inervadas. Entretanto, apds uma neurorrafia, o tempo para a regeneragdo axonal determinara
atrofia das fibras musculares. Assim, a estimulagcéo elétrica preveniria este fator negativo.
Objetivo: Esta pesquisa teve como objetivo estudar a eficiéncia da estimulacéo elétrica na
regeneragdo do musculo tibial cranial ap6s secgao e neurorrafia latero-terminal do coto distal
do nervo fibular comum & face lateral do nervo tibial. Métodos: Foram utilizados 120 ratos
Wistar machos (Rattus norvergicus), eletroestimulados com corrente russa e aussie, apos
neurorrafia latero-terminal em dois periodos diferentes: 45 e 90 dias, distribuidos em 11
grupos: Grupo Controle Inicial (GCI); Grupo Neurorrafia Latero-Terminal (GNLT45 e GNLT
90) ; Grupo Neurorrafia Latero-Terminal com Estimulag&o Aussie (GEA45 e GEA9O0) ; Grupo
Neurorrafia Latero-Terminal Estimulacdo Russa (GER45 e GER90); Grupo Desnervado
(GD45 e GD90) ; Grupo Controle Final (GCF45 e GCF90).Foram realizadas analises
morfométricas dos tecidos musculares e funcionais dos ratos de todos os 11 grupos,
comparando a resposta da regeneracao trofica do tecido muscular. Resultados e Discusséo:
Os resultados referentes as médias dos valores da area das fibras do MTC dos grupos
eletroestimulados GEA45 (2202,64um?), GER45 (2198,91um?), GEA90 (2759,94um?) e
GER90 (2777,28um?), sempre foram maiores que os dos grupos controle cirirgico GNLT45
(1778,27um?) e GNLT 90 (1904,67um?); repetindo a mesma relagéo de resultado em relacédo
ao do diametro menor, GEA45(44,14um), GER45(43,71um), GEA90(51,06um) e GER90
(51,31um), maiores do que dos grupos controle cirdrgico GNLT45 (30,43um) e GNLT 90
(142,38um). Em relag&o a densidade de tecido conjuntivo, os resultados encontrados foram:
GEAA45 (7,92%), GERA45 (8,84%), GEA90 (9,66%) e GER90 (7,00%). Os resultados referentes
ao Teste de Forca de Contragdo Maxima nos grupos eletroestimulados GEA45, GER45,
GEA90 e GER90 apresentaram resultados superiores ao grupo que somente realizou a
neurorrafia. A avaliacdo da intensidade da pegada entre os grupos com periodos de diferentes
tempos de eletroestimulacdo, 45 e 90 dias, demonstrou uma influéncia positiva no periodo
maior e o grupo 90, com média de 21,94 de intensidade de pressao da pegada. Concluséo:
Ap6s a comparacgdo entre 0s grupos com periodos de eletroestimulcao diferentes 45 e 90
dias, entre grupos de mesmo periodo de eletroestimulacdo nédo houve diferenca significativa,
mas entre os grupos com periodos diferentes, 45 e 90 dias, ocorreu uma influéncia positiva
no periodo maior, 0 que permitiu constatar que existe uma relagdo direta na melhora das
caracteristicas morfoldgicas e funcionais do tecido muscular pé6s NLT com o aumento do
periodo de eletroestimulagéo.

Palavras-Chave: Neurorrafia latero-terminal. Eletroestimulacdo. Nervo fibular comum

Musculo tibial cranial.



ABSTRACT

Introduction: Peripheral nerve injury can lead to a high functional loss to the patient.
Due to this factor, many researches seek to propose techniques to improve the
functionality of a reinnervated muscle. The End-to-Side Neurorrhaphy (ESN), without
injury to the donor nerve, brought great contribution, since from this discovery, any
nerve can be used as donor nerve without damages to themselves or to the structures
innervated by it. However, after a neurorrhaphy, the time for axonal regeneration will
determine atrophy of the muscle fibers. Electrical stimulation would prevent this
negative factor. Purpose: This research aimed to study the efficiency of electrical
stimulation in the regeneration of the cranial tibial muscle after section and end-to-side
neurorrhaphy of the distal stump of the peroneal nerve to the lateral aspect of the tibial
nerve. Methods: A total of 120 male Wistar rats (Rattus norvergicus) were used,
electrostimulated with Russian and Aussie current, after End-to-Side Neurorrhaphy in
two different periods, 45 and 90 days, divided into 11 groups: Initial Control Group
(ICG); End-to-Side Neurorrhaphy Group (EESNG45 and EESNG90); End-to-Side
Neurorrhaphy with Aussie Stimulation Group (ASG45 and ASG90); End-to-Side
Neurorrhaphy with Russian Stimulation (RSG45 and RSG90); Unnerved Group (UG45
and UG90); Final Control Group (FCG45 and FCG90). Morphometric analyzes of the
muscular and functional tissues of the rats of all 11 groups were performed, comparing
the trophic regeneration response of muscle tissue. Results and Discussion: The
results of the mean values of the cranial tibial muscle fiber area of the electrostimulated
groups, ASG45 (2202.64um?), RSG45 (2198.91um?), ASG90 (2759.94um?) and
RSG90 (2777.28um?) were always higher than the surgical control group EESNG45
(1778.27 uym?) and EESNG90 (1904.67 um?), repeating the same result ratio with
respect to the smaller diameter, ASG45 (44.14um), RSG45 (43.71um), ASG90
(561.06pum) and RSG90 (51.31um), higher than the EESNG45 surgical control groups
(30.43um) and EESNG90 (142.38um). In relation to the density of connective tissue
the results were: ASG45 (7.92%), RSG45 (8.84%), ASG90 (9.665%) and RSG90
(7.00%). The results for the Maximum Contraction Strength Test the ASG45, RSG45,
ASG90 and RSG90 electro-stimulated groups presented higher results than the group
that only performed neurorrhaphy. The evaluation of the intensity of the footprint
between the groups with different periods of electrostimulation times, 45 and 90 days,
had a positive influence in the longer period, group 90, with a mean of 21.94 of
pressure intensity of the footprint. Conclusion: The comparison between groups with
different periods of electrostimulation, 45 and 90 days, showed that was no significant
difference between groups of the same electrostimulation period, but between the
groups with different periods, 45 and 90 days, a positive influence occurred in the
longer period, thus confirming that is a direct relationship in the improvement of the
morphological and functional characteristics of muscle tissue after ESN with the
increase of the electrostimulation period.

Keywords: End-to-Side Neurorrhaphy. Electro-stimulation. Peroneal nerve. Cranial
tibial muscle.
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1 INTRODUCAO

Diversas sdo as causas das lesdes nervosas periféricas (LNPs), sendo
frequentemente associadas a neoplasias, sec¢des ou esmagamentos promovendo
neuropatia inflamatdria, a qual resulta em uma diminuicdo ou perda da sensibilidade
e do controle motor no territorio inervado pelo nervo lesionado (SALMONS & JARVIS,
2008). As sequelas desse tipo de lesédo irdo depender da sua etiologia, localizagéo e
gravidade. Apesar da existéncia do desenvolvimento constante de técnicas para o
tratamento, a recuperacéo morfoldgica e funcional raramente é total (VAREJAO et al.,
2001; DANEYEMEZ et al., 2005; GASPARINI et al., 2007; ROMAO et al., 2007;
RIBEIRO et al.,2008).

Os traumas, como acidentes automobilisticos ou quedas e acidentes
industriais com objetos perfurocortantes, levam a lesdes nervosas periféricas, que
causam perda funcional importante para esses pacientes (ROBINSON, 2010).
Esforcos tém sido conduzidos na busca por aprimorar técnicas cirdrgicas e
tratamentos posteriores com a finalidade de melhorar as condicbes de vida dos
pacientes (SATO, 2005).

As lesdes nos nervos periféricos causam alteracdes na estrutura,
metabolismo e atividade fisioldgica do corpo celular neuronal, podendo interromper a
inervacdo dos orgdos distais a lesdo e, tratando-se de neurdnio motor, o Orgao
comprometido € o musculo (CHEM, 1978; DA SILVA, 1995).

Os nervos periféricos compdem-se de tecido nervoso e de tecidos
conectivos. As fibras nervosas apresentam-se envolvidas por tecido conjuntivo,
organizado em trés niveis: epineuro, perineuro e endoneuro (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1999; MILLESI et al., 2007).

Nervos periféricos estdo sujeitos a doencas inflamatorias, traumaticas,
metabdlicas, toxicas, genéticas e neoplasicas (GIROLAMI et al.,, 2000). Essas
doencas levam a diferentes tipos e graus de lesbes (POLITIS et al., 1982;
LUNDBORG, 2000).

As lesdes no nervo periférico séo classificadas em funcdo do envolvimento
anatdbmico e dos achados clinicos posteriores a lesdo em trés niveis: neuropraxia

(lesdo tipo 1), caracterizada por bloqueio fisiologico da conducdo elétrica, sem
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interrupcdo da continuidade axonal ou degeneracao; axoniotmese (leséo tipo Il), em
que ocorre ruptura na continuidade do axoénio, porém os tubos endoneurais
permanecem intactos; e neurotmese (leséo tipo Ill), na qual ocorre ruptura de uma ou

mais camadas de tecido conectivo do nervo periférico (SEDDON, 1943).

Apds uma lesdo do nervo periférico, ocorrem alteracdes morfolégicas,
fisiologicas, moleculares e metabdlicas no segmento distal a lesdo, em alguns nodos
terminais do coto proximal e no corpo celular do neurbnio. Esta série de alteracdes
sdo denominadas de Degeneracao “Walleriana” (DW) e propiciam o meio adequado
a regeneracao dos axénios (FU & GORDON, 1997).

ApOs as primeiras 48h do trauma, inicia-se a DW no coto axonal distal,
desenvolvendo-se ao longo de um a dois meses, caracterizada tanto por um processo
de degeneracdo como também pela chegada de células de defesa no local da leséo
e pela proliferacdo de células de Schwann, que irdo determinar o processo da
regeneracao do tecido nervoso. Nesse processo, fatores neurotréficos, como o fator
de crescimento | (IGF-1), séo secretados tanto pelas células de Schwann (SENDTNER
et al., 1992; STOLL e MULLER, 1999; Yuvrbova et al.; 2009) como pelos macréfagos
localizados no coto distal (CHENG et al., 1996; TERENGHI, 1999; STOLL e MULLER,
1999) e irdo estimular o processo de desenvolvimento das fibras nervosas.

Técnicas terapéuticas para recuperacdo dessas lesdes nervosas séo
desenvolvidas por profissionais de diversas areas da medicina, pesquisando a
fisiopatologia das lesGes nervosas periféricas com o0 intuito de promover a

regeneracao destes nervos e a recuperacao funcional (RADTKE et al., 2009).

No reparo de lesdes de nervos periféricos, quando se dispdem dos cotos
proximais e distais, a neurorrafia término-terminal (NTT) &, frequentemente, utilizada
para fazer a uniao dos cotos do nervo lesado por meio de uma de uma sutura (ROVAK
et al., 2001).

Viterbo, 1992 e Viterbo et al., 1992, propuseram a neurorrafia término-
lateral sem lesdo no nervo doador e, até mesmo, sem a remoc¢do do epineuro
(VITERBO et al., 1994%). Com trabalho experimental em ratos, realizaram a seccao do
nervo fibular comum, que inerva o musculo tibial cranial (MTC) e seu coto distal foi
suturado a face lateral do nervo tibial intacto, sem a remocao do epineuro. Obtiveram,

pela primeira vez, reinervacdo muscular sem prejuizo ao nervo doador. Foi grande a
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contribuicdo desta técnica, pois, a partir dela, qualquer nervo pode ser utilizado como
nervo doador sem prejuizos para este ou para as estruturas por ele inervadas. A
técnica de neurorrafia latero-terminal chamou a atencé&o da comunidade cientifica por
apresentar resultados expressivos em relacdo a regeneracdo da fibra nervosa
(VITERBO et al.,, 1994b). Diversos estudos experimentais ja foram realizados,
reproduzindo a NLT (VITERBO, 1993; GALLI et al., 2002; KUMAR & HASSAN, 2002;
YAMAMOTO et al., 2003; HAYASHI et al., 2004).

Existe controvérsia em relacdo a denominacao desta técnica. Viterbo et al.
(1992, 1994a, 1994b) denominam a técnica em relagdo ao local da sutura, sendo
neurorrafia término-lateral quando o nervo doador é suturado na lateral do receptor e
guando o nervo receptor é suturado na lateral do doador, a denominacdo deve ser

neurorrafia latero-terminal.

O musculo esquelético € composto pelas células musculares, que quando
estimuladas pelos motoneurénios a, promovem o encurtamento contratil do musculo,
e pelo tecido conectivo que € responsavel por unir as células musculares entre si e

a0s 0Ss0s, e assim gerar o trabalho muscular (DOW et al., 2006).

Para que o tecido muscular realize o movimento, trés pontos sao
relevantes: a inervacdo motora deve estar integra (motoneurdnio a), a mobilidade
articular presente e a transferéncia de carga ao sistema esquelético deve ser
adequada (CRISCO et al., 1994). A desnervacao interrompe o transporte de
substancias troficas do motoneurénio para as fibras musculares, degenera as juncdes
neuromusculares, altera as propriedades elétricas do sarcolema, além de diminuir a
atividade da enzima acetilcolinesterase, aumentando assim a concentracdo de
acetilcolina na juncdo neuromuscular e em toda a extensao do sarcolema. Tais fatores
associados levam ao aumento no tempo da contracdo, além de diminuir a tensao
gerada (TAKEKURA et al., 2003; ASHLEY et al., 2007 a,b; TOMORI et al., 2010).

A desnervagao causa ainda muitas altera¢des ultraestruturais, entre elas a
desorganizacdo do sarcomero, ruptura de miofibrilas, alteragcbes no numero de
ribossomos, no numero e tamanho das mitocondrias, além de altera¢cdes morfoldgicas
no reticulo sarcoplasmatico (MARGRETH et al., 1972).

Assim, nota-se que o sistema neural esta intimamente integrado ao sistema

musculo-esquelético, portanto o processo de recuperacdo de uma lesdo de nervo
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periférico deve empregar uma conduta terapéutica ndo apenas voltada ao nervo e sim,
relacionada ao musculo e as estruturas periarticulares. A recuperacao funcional do
membro acometido pela lesédo neural depende ndo sé da regeneracdo das células
nervosas, como também da manutencdo de um tecido muscular saudavel. (ALVES,
2012)

Como sequela da desnervacdo poderad ocorrer uma paresia ou uma
paralisia flacida em funcéo da reducéo parcial ou total no nimero de unidades motoras
gue sao recrutadas durante o movimento voluntario (BENDSZUS et al., 2002). O
tecido muscular terd suas caracteristicas morfolégicas e funcionais alteradas, como a
atrofia, degeneracéo e necrose das fibras musculares, além da substituicdo do tecido
muscular por tecido conjuntivo fibroso, diminuicdo da forca de contracdo, da
extensibilidade e da excitabilidade neural (WISHART et al., 2008; YANG et al., 2008).
Estudos tém demonstrado que o sistema nervoso controla os tecidos periféricos por
dois mecanismo: um por impulsos dos neurdnios motores, definido como mecanismo
neuromotor; outro independente dos impulsos nervosos, o neurotréfico, controle que
ocorre por liberacdo de substancias quimicas pelas fibras nervosas sobre os tecidos
periféricos (MIDRIO, 2006). Estas alteracfes tém sido estudadas em diversos tipos

de musculos e animais.

Nos periodos iniciais apds a desnervacao, ocorre menor atrofia nas fibras
musculares. Nos primeiros 60 dias, a area de seccéo transversal média de uma fibra
pode sofrer reducdo de até 70%. Durante o processo de desnervacao, a percentagem
de diminuicdo do diametro da fibra muscular supera a percentagem da perda de
massa de todo o musculo. Esta diferenca entre reducdo de massa e de calibre se
explica por um aumento relativo no volume de tecido conjuntivo, que compensa de
alguma forma a maior atrofia das fiboras (SUNDERLAND & RAY, 1950).

N&o se observa a substituicdo de tecido muscular por tecido fibroso em
nenhum estagio de desnervagdo, mas pode ser observado uma invasédo de gordura
em alguns musculos (BOWDEN, 1944).

Diversos autores confirmaram a ocorréncia tanto de brotamento colateral
motor quanto sensorial, apds a Neurorrafia Término-Lateral, com subsequente
recuperacao fisioldgica do musculo previamente desnervado e recuperacao funcional
significante (MCCALLISTER et al., 1999; LUTZ et al., 2000; HAYASHI et al., 2004).
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O tecido conjuntivo tem a funcdo de manter a estrutura anatbmica e
funcional do musculo e, consequentemente, uma carateristica hormal de contragéo
muscular. E dividido no musculo, didaticamente, em 3 envoltérios. O epimisio, a
camada mais externa de tecido conjuntivo; perimisio - a camada que agrupa grupos
de fibras musculares, formando os fasciculos; e o endomisio, a camada mais interna,
a qual envolve as fibras musculares. Essas camadas mantém comunicacao entre si
e, quando o musculo sofre alteracdes estruturais e funcionais, o seu tecido conjuntivo
sofre alteracfes. Nas lesGes de nervos periféricos, a eletroestimulacdo € usada com
0 objetivo de minimizar a atrofia e a proliferacéo de tecido conjuntivo (DECHERCHI et
al., 2003).

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

A estimulacéo elétrica, pela ativacdo indireta da liberacdo de substancias
neurotréficas, poderia modificar a organizacdo estrutural em musculos desnervados

em funcéo da plasticidade ou adaptacéo do tecido muscular (RUSSO et al., 2007).

Estimulos mecéanicos, produzidos pelos exercicios fisicos ativos ou
passivos exercem papel fundamental para manter o masculo desnervado saudavel e
evitar atrofia. A EE, que comprovadamente provoca estimulos mecéanicos, possui um
papel importante na regulacdo da sintese proteica, na manutengéo do trofismo, da
caracteristica elastica e capacidade de manter a morfologia e a funcdo das fibras
musculares desnervadas semelhantes as das fibras com inervacéo integra (DOW et
al., 2006; SALMONS & JARVIS, 2008).

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

Parte do efeito da aplicacdo da EE pode estar na facilitacdo neural em

funcdo de um nuamero maior de unidades motoras ativas e aumento na taxa de
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impulsos ou em um padrédo mais eficiente de recrutamento (FOX, 1975; RUFFIN &
KNINGHAM, 1993; MCINTYRE & ROBERTSON, 1992).

Como no caso do nervo isquiatico em ratos, em que o animal € submetido
a analise da marcha, o estudo da regeneracdo nervosa e da recuperacdo de um
musculo apds neurorrafia pode ser realizado pela observacdo das alteracfes
histologicas, pela medida da velocidade de conducdo elétrica, pela anélise
eletromiogréafica ou pela resposta isométrica do musculo submetido a contracao
tetanica (BAIN, 1989; DE MEDINACELI & WYATT, 1982; SATO, 2005).

A EE esté relacionada a reducao dos danos da imobilizagcdo, minimizando
a reducdo da area de seccgdo transversal, fibrose intersticial e deficiéncia de
suprimento sanguineo (QIN et al.,1997). Além dos efeitos metabdlicos, a EE é capaz
de aumentar a atividade de enzimas oxidativas em fibras musculares, realcar a
regeneracao muscular e prevenir a atrofia muscular esquelética (PETTE & STARON,
1997).

A EE também promove o aumento da efetividade contratil das fibras
musculares, viabilizando, desse modo, a dinamica de captacdo da insulina via GLUT-
4, metabolismo da glicose e a atividade das vias metabdlicas celulares (GUIRRO et
al., 2004). O transportador de glicose expressado, predominantemente, no musculo
esquelético é o GLUT-4 e sua expressao (JAMES et al., 1989), além de ser
dependente da acado da insulina, também é relacionada a contratilidade do musculo,
existindo, assim, clara associagao entre o transporte de glicose nas fibras musculares

e 0 grau de contracdo muscular basal (GASTER et al., 2000).

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

Entretanto, o musculo reinervado deveria apresentar caracteristicas
fisiologicas que permitissem boa fungéo, pois a necessidade funcional de um paciente
vai além da passagem do estimulo pela juncdo entre o nervo doador e 0 nervo
receptor. Uma das caracteristicas mais importantes que um musculo integro deve
apresentar € a capacidade de produzir tensdo durante a contracdo, objetivando

promover movimento (ENOKA, 2000).
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O emprego da estimulacdo elétrica em musculos desnervados se justifica
tanto pela acao direta do estimulo elétrico, como pela ativagao indireta da liberagédo
de substancias neurotréficas. Assim o musculo tem sua organizacao estrutural
modificada (RUSSO et al., 2007). Outros estudos relatam que a eletroestimulacao
também estimula a proliferacdo das células satélites, diminuindo a apoptose (LIM &
HAN, 2010; ZHANG et al., 2010; GUO et al., 2012).

Sao comuns investigacdes extensas sobre a eletroestimulacdo, mas ainda
assim nao se sabe se todos os procedimentos sdo realmente funcionais. Por isso, 0s
pesquisadores entram em desacordo quanto a frequéncia, duracdo, intensidade e
parametros de avaliagdo (NEMETH, 1982; KANAYA & TAJIMA, 1992; WILLIAMS,
1996, INIGO, 1998; GORDON et al., 2011; MACIEL et al., 2013). Tagami et al. (2009)
observaram, que a regeneracdo neuromuscular, durante a aplicacdo de

eletroestimulacé@o acontece de forma benéfica e sem prejuizos funcionais.

Gordon et al. (2011), por sua vez, observaram que a estimulacdo elétrica
foi eficaz apesar da regresséo do potencial de crescimento dos neurénios lesionados

cronicamente.

Existem atualmente no mercado brasileiro dois tipos distintos de corrente
de meédia frequéncia, a corrente Russa e a corrente Aussie. A corrente Russa
apresenta os seguintes parametros: frequéncia de 2500 Hz, ciclo de trabalho de 50%,
estimulo de 10 segundos, seguido por outro de 50 segundos ou descanso, pulso de 4
ms e burst ajustavel. E recomendado que a corrente seja utilizada durante 10 minutos
por sessao e alternadamente, podendo ser utilizada no tratamento da atrofia muscular
e aumento de forga, sendo que com a associacao de exercicios fisicos, 0 aumento de
forga tem um resultado significativo (DELITTO & ROSE, 1986).

A corrente Aussie € uma corrente elétrica terapéutica alternada com
frequéncia na faixa de 1000 Hz, com alguma semelhanca em relacdo a Corrente
Russa. A diferenca esta no valor da corrente em Hz utilizada, bem como no formato
de onda. A corrente Russa apresenta duracdo de pulso de 4ms, j4 a corrente Aussie
apresenta duracdo de 2ms. Estudos sugerem, ainda, que para uma estimulacao
motora intensa e eficiente, com desconforto minimo, a frequéncia de 1000Hz deve
ser utilizada combinada com a modulacdo em burst, com duracéo de 2 ms (WARD et
al., 2007).
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A resisténcia a fadiga muscular € um fator de extrema importancia dentro
de procedimentos de reabilitacdo, envolvendo a recuperacdo dos musculos
esqueléticos, particularmente quando se faz opcdo de uso de uma corrente
excitomotora (Russa e Aussie) (WARD et al., 2007).

Considerando as pesquisas atuais, que apresentam a eletroestimulacéo
como coadjuvante importante na regeneracdo das lesdes nervosas periféricas, mas
gue ainda suscita diversas questdes; e a neurorrafia latero-terminal uma importante
técnica no tratamento de lesdo nervosa periférica, sobretudo em casos criticos, mas
gue ainda demanda aprimoramento, decidiu-se estudar o efeito da eletroestimulacéo
com dois tipos diferentes de correntes, na reinervacao periférica, por meio da

neurorrafia latero-terminal.
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2 OBJETIVO

Comparar a eficiéncia entre as correntes russa e aussie na recuperagao do

musculo tibial cranial apos neurorrafia latero-terminal em ratos.
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3 METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado no Laboratério Experimental da Faculdade de
Medicina de Botucatu (eutanasia dos animais, coleta das pecas histolégicas, analise
da marcha, teste de forgca muscular e eletroneuromiografia) e na Universidade do
Sagrado Coragédo — Bauru (selecado dos animais, cirurgia, aplicagédo da estimulacdo

elétrica, confeccdo das laminas e morfometria).

3.1. Animais

Todos os procedimentos realizados foram de acordo com os Principios
Eticos na Experimentac&o Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio
Animal (COBEA), que foi aprovado apés anélise do Comité de Etica da Faculdade de
Medicina de Botucatu, sob o nimero 1042/2013 (Anxo I).

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade do
Sagrado Coracdo — USC/BAURU. Foram utilizados 120 ratos (Rattus norvergicus) da
linhagem Wistar, machos, com 80 dias de vida. Os animais foram distribuidos em 11

grupos experimentais.

3.2. Grupos experimentais

Os ratos foram agrupados em: Grupo Controle Inicial (GCI), com 8 animais;
Grupo Neurorrafia Latero-Terminal 45 (GNLT45), com 8 animais; Grupo Neurorrafia
Latero-Terminal com Estimulacdo Aussie 45 dias (GEA45), com 16 animais; Grupo
Neurorrafia Latero-Terminal com Estimulacdo Russa 45 dias (GER45), com 16
animais; Grupo Desnervado 45 dias (GD45), com 8 animais; Grupo Controle Final 45
(GCF45), com 8 animais; Grupo Neurorrafia Latero-Terminal 90 (GNLT90), com 8
animais; Grupo Neurorrafia Latero-Terminal com Estimulacdo Aussie 90 dias

(GEA90), com 16 animais; Grupo Neurorrafia Latero-Terminal com Estimulacdo
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Russa 90 dias (GER90), com 16 animais; Grupo Desnervado 90 dias (GD90), com 8
animais; Grupo Controle Final 90 (GCF90), com 8 animais.

Os animais dos grupos GCI, GCF 45 e GCF 90 nao sofreram procedimento
cirdrgico ou protocolo de eletroestimulagcdo. Os animais do grupo GCI foram
eutanasiados com 80 dias, os dos grupos GCF 45 e GCF 90 foram eutanasiados,
respectivamente, ao final da aplicagédo do protocolo de eletroestimulagéo, com 45 e
90 dias.

Nos grupos (GNLT 45 e 90), apresentando 08 animais cada, o nervo fibular
comum foi seccionado e seu coto proximal encurvado medialmente 100 graus, e
sepultado na musculatura adjacente, impedindo, dessa forma, a regeneracéo
espontanea. O coto distal do nervo fibular comum foi encurvado, aproximadamente
80 graus, e suturado lateralmente ao nervo tibial. Ap6s a cirurgia, 0s animais nao

receberam os protocolos de eletroestimulagéo (Fig. 1).

Figura 1 - Procedimento cirdrgico realizado nos
Grupos GNLT 45 e GNLT 90.

Nervo |SQUIa'[ICO

\m
/
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Nos Grupos (GD45 e GD90), com 8 animais, o nervo fibular comum foi
seccionado e seus cotos invertidos 180 graus. O coto distal foi sepultado a
musculatura subjacente. O coto proximal foi transpassado por uma incisdo na
musculatura glutea e suturado no plano subcutaneo a fim de impedir reinervagao

motora (Fig. 2).

Figura 2 - Procedimento cirlrgico dos grupos desnervados
GD45 e GD 90.

Nos Grupos (GEA45 e GEA90) e (GER45 e GER90), com 16 animais cada,
o nervo fibular comum foi seccionado e seu coto proximal encurvado medialmente 100
graus, e sepultado a musculatura adjacente, impedindo, dessa forma, a regeneracdo
espontanea. O coto distal do nervo fibular comum foi encurvado, aproximadamente
80 graus, e suturado lateralmente ao nervo tibial. Apés a cirurgia, os animais foram
estimulados com as Correntes Aussie e Russa, no musculo tibial cranial (Fig. 3).
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Figura 3 — Procedimento cirargico da neurorrafia latero-terminal (NLT) dos

3.3. Cirurgia

Todos os procedimentos cirargicos e de coleta foram realizados pelo
mesmo pesquisador, padronizando-se, dessa forma, o método. Para cada
procedimento cirdrgico, os animais foram anestesiados com ketamina (80mg/Kg) e
xilazina (30mg/Kg) intraperitoneal.

A xilazina provoca nos animais um estado de sedacdo e um alto grau de
analgesia, cuja profundidade depende da dose utilizada. Também produz um
acentuado relaxamento muscular generalizado. A analgesia é produzida por
estimulacdo dos alfarreceptores periféricos e centrais. A xilazina ndo produz excitagdo
e apresenta grande poder anestésico reversivel que se caracteriza pelo bloqueio do
impulso nervoso (MACIEL et al., 2013).

A ketamina promove um estado de inconsciéncia denominado de anestesia

“dissociativa”, na qual ha uma aparente interrupgao seletiva na condugéo de alguns
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estimulos ao cérebro, levando a uma diminuicdo da resposta ao sistema nervoso
central. A analgesia da ketamina € atribuida ao bloqueio da transmissédo do impulso
doloroso ao talamo e centros dolorosos localizados em areas corticais (MACIEL et al.,
2013).

No poés-operatorio, os animais foram observados quanto a dor,
considerando 0s seguintes sinais: vocalizacdo, piloerecdo, postura encurvada,
hipotermia, descarga ocular, ato de lamber-se, maior agressividade, relutancia em
interagir, alteracdo no consumo de agua e racao e, por ultimo, a perda de massa. A
analgesia pos-operatéria foi feita com acetominofenol (paracetamol) 2 mg/mL de
agua, na agua do bebedouro a cada 4 horas na adgua oferecida. A medicacdao foi usada

até nao haver mais sinais de dor.

A face dorso-lateral do membro pélvico direito, marcada adequadamente,
sofreu incisdo de 2 a 3 cm longitudinalmente ao maior eixo do membro,
comprometendo pele e tecido subcutaneo com posterior divulsdo da musculatura (Fig.

4). Apos, foi realizado o procedimento, de acordo com cada grupo experimental.

Figura 4- Procedimento cirargico,
divulsdo na face dorso-lateral do
membro pélvico direito.
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As cirurgias foram realizadas com o auxilio de lupa cirargica de cabecga com

aumento de trés vezes.

As neurorrafias foram realizadas com fio monofilamentar de nylon 10-0 com
agulha cilindrica e circular (Fig. 5), sem retirada de janela de epineuro e com dois
pontos simples. Apds o procedimento, a incisdo foi suturada por planos com pontos
simples, utilizando-se fio monofilamentar de nailon 4-0 na musculatura e pele.

Figura 5 - Fio monofilamentar de nylon 10-0
com agulha cilindrica e circular.

Os animais foram mantidos em caixas apropriadas, contendo quatro
animais cada, em temperatura controlada (25 + 2°C), ciclo claro-escuro de 12 horas,

com racao e agua ad libitum, até o momento da eutanasia (Fig. 6).
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Figura 6 - Animais mantidos em caixas apropriadas, biotério da
Universidade do Sagrado Coracéo (USC).

3.4. Protocolo de estimulacdo elétrica

A estimulacéo elétrica com Corrente Aussie teve inicio com cinco dias de
pos-operatorio. Os animais dos grupos GEA45 e GEA90 foram submetidos a trés
sessfes semanais: segundas, quartas e sextas no periodo vespertino, durante os 45
e 90 dias, totalizando 18 e 36 sessOes respectivamente. Receberam estimulagcéo
elétrica no musculo tibial cranial, com Corrente Aussie, com frequéncia portadora
(carrier) de 1000Hz, sincronizada , modulagcdo em 30Hz para fibras musculares tipo
I; e 100Hz para fibras musculares tipo Il, com duracdo do pulso de 2ms, tempo de
contracao de 10 segundos por 20 segundos de relaxamento, durante 10 minutos para
cada modulacao, promovendo uma média de 40 contragdes por sessdo. A intensidade
da corrente elétrica foi aquela suficiente para promover a contragdo muscular, sendo
padronizada em 40mA. Foi utilizado estimulador elétrico Neurodyn® 4 canais, da
empresa Ibramed (Fig. 7).
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Figura 7 - Estimulador elétrico Neurodyn® 4 canais, da
empresa Ibramed.
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A estimulacéo elétrica com Corrente Russa teve inicio com cinco dias de
pés-operatorio. Os animais dos grupos GER45 e GER90 foram submetidos a trés
sessdes semanais, segundas, quartas e sextas no periodo vespertino, durante os 45
e 90 dias, totalizando 18 e 36 sessOes respectivamente. Receberam estimulagao
elétrica no musculo tibial cranial com Corrente Russa, com frequéncia portadora
(carrier) de 2500Hz, sincronizada, modulacdo em 30Hz para estimular fibras
musculares Tipo I; e 100Hz para estimular fiboras musculares Tipo Il, com duracgéo de
burst de 4ms, tempo de contracéo de 10 segundos por 20 segundos de relaxamento,
durante 10 minutos para cada modulacdo, promovendo uma média de 40 contracdes
por sessdo. A corrente inicial foi aquela suficiente para promover a contragao
muscular, sendo padronizada em 40mA. Foi utlizado estimulador elétrico

Endophasys®, da empresa KLD (Fig. 8).
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Figura 8 - Estimulador elétrico Endophasys®,
da empresa KLD.

Os animais foram estimulados acordados e sem anestesia. Para isso, foi
utilizada uma capsula metélica com abertura posterior para a cauda e duas aberturas
laterais para fixagdo dos membros posteriores. Apés esta imobilizacdo, os eletrodos
de um centimetro quadrado de area foram fixados sobre o ventre do respectivo
musculo. Para aplicacdo da estimulagdo elétrica foram utilizados eletrodos

autoadesivos (Fig. 9).

Figura 9 - Eletroestimulacdo dos animais (imobilizados dentro das capsulas
metdlicas).
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3.5. Anélise da marcha - “CatWalk®” — intensidade maxima de contato

Para o teste CatWalk®, os animais foram colocados sobre uma plataforma de
vidro iluminada, de maneira a que nos locais de contato das patas com a plataforma
é refletido um sinal luminoso de area e intensidade proporcionais a area de contato e
a pressao exercida pela pata (Fig. 10). A plataforma € monitorizada com uma camara
de video colocada sob si e conectada a um computador equipado com um programa
de aquisicdo de imagem (AGUIAR, 2014).

Figura 10 - Plataforma “CatWalk®”, para realizacdo da analise de intensidade
maxima de contato da caminhada.

Utilizando o CatWalk®, realizou-se o estudo das pegadas e marcha do animal,
de forma estética e dindmica, baseadas em duracgéo, orientacdo e coordenacédo dos

movimentos entre as patas.

Os critérios adotados para que uma caminhada fosse considerada adequada

para o experimento foram:
1. caminhada com duracédo de , ao menos, 5 segundos;

2. caminhada que ndo excedesse a 10 segundos em tempo;
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3. que o nimero minimo de pegadas fosse trés, completas;
4. pegadas incompletas nesse tempo e nesse percurso foram descartadas;

5. a variacdo na velocidade permitida foi de 60%.

Esses critérios sdo preestabelecidos no programa do “CatWalk®” e podem ser
mudados conforme a conveniéncia de cada experimento. A intensidade do sinal
depende da area da pata em contato com a plataforma e aumenta com a pressao
aplicada pela pata (PAIVA, 2016). O parametro avaliado foi a intensidade maxima de

contato da pata do animal do membro pélvico direito, do lado que sofreu a cirurgia.

3.6 Teste de forca de contracdo maxima do MTC

O tendao distal do musculo tibial cranial foi seccionado na sua insergéo.
Um fio de nailon 4.0 foi suturado nesse tendéo e a outra extremidade foi amarrada a
um pegueno gancho ligado a um transdutor de forca FT03 (Grass Technologies) (Fig.

11) para a coleta dos dados.

Figura 11 - Transdutor de forca FTO3 .
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O comprimento do musculo foi mantido por um pré-tensionamento com
carga de 0,18N e foi reajustado entre os testes. Este valor de pré-tensionamento foi
determinado durante a calibracdo do dispositivo. Um estimulador elétrico Neurodyn
de 10 canais da Ibramed foi posicionado diretamente no musculo exposto. O ensaio
de contracdo muscular consistiu de trés aplicacbes sequenciais de 1s. Um
computador registrou os picos de forga. A tensdo muscular foi reajustada entre as
medicdes. O teste de contracdo tetanica (Fig. 12), foi realizado com 100mA e
frequéncia de 100Hz, utilizando a corrente AUSSIE para realizar o estimulo no

musculo.

Figura 12 - Realizacdo do teste de contracao tetanica do musculo Tibial Cranial.

3.7 Analise morfométrica dos musculos e eutanasia

Apés a realizagdo dos procedimentos cirdrgicos, 0s animais receberam

dose letal de pentobarbital sodico, administrado intraperitonealmente.

Os musculos foram retirados e fixados por imersdo em paraformaldeido
4% tamponado (PBS 0,1 M, pH 7,0), por 24 horas, e processado rotineiramente para

inclusdo em parafina (Fig. 13).
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Figura 13 - Coleta do musculo tibial cranial.
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3.8 Processamento histolégico do musculo tibial cranial

Foram realizados cortes seriados de 5um de espessura, obtidos a partir
dos blocos de parafina e distendidos em laminas de vidro. As laminas foram
codificadas e o codigo revelado somente apos a obtencdo dos dados quantitativos
para garantir uma andlise sem tendenciosidade. Apés hidratagcédo, as laminas foram
coradas pela Hematoxilina-eosina (HE) para estudo morfométrico; e com

Tricobmico de Masson para a avaliacao da percentagem de tecido conjuntivo.

As imagens foram capturadas utilizando um microscépio Nikon Eclipse 80i,
acoplado a uma camera QIMAGING Microplublish 3.3 Cooled e processadas pelo

software Image Pro® Plus version 5.1.2 (Fig. 14).
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Figura 14 - Sistema de captura de imagem, microscépio Nikon
Eclipse 80i, acoplado a uma caAmera QIMAGING Microplublish 3.3
Cooled.

Foram selecionadas, aleatoriamente, 5 imagens de diferentes campos de
um mesmo corte histolégico (uma de cada quadrante, mais o centro) de cada lamina
e foi utilizado aumento de 200 vezes (ocular de 10 vezes e objetiva de 20 vezes)

para a analise das fibras musculares.

3.8.1 Morfometrias do musculo tibial cranial

As imagens digitalizadas e salvas foram analisadas utilizando medidas de
area, diametro menor das fibras musculares e do musculo como um todo. As medidas
foram feitas de modo semiautomatico, utilizando-se software Image Pro Plus 6.0.
Foram registradas 5 fotos de campos diferentes de cada animal, com objetiva de 20x,
para analise morfométrica das fibras musculares. Foram mensuradas aleatoriamente
uma média de 220 fibras por animal, seguindo um sentido horizontal na lamina
histologica da esquerda para a direita e voltando pela fileira inferior no sentido
contrario, até ser atingido o valor médio de 220 fibras, descartando aquelas que néo

apareciam completas na imagem fragmentada.
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3.8.2 Percentagem de tecido conjuntivo do musculo tibial cranial

Foi realizada uma foto da area de seccéao transversal total do musculo com
objetiva de 2x, para afericdo de sua area total e, em seguida, foram capturadas fotos
com a objetiva de 20x, também da area total do musculo com o objetivo de aproximar
detalhes da coloracdo, para que o programa Image Pro-Plus® 6.2 (Media
Cybernetics, Bethesda, MD, USA) reconhecesse com mais fidelidade o Azul de
Anilina, responsavel pela marcacdo do tecido conjuntivo nesta técnica. Apos as
afericdes, foi realizado o célculo para obtencéo da percentagem de tecido conjuntivo

existente no musculo.

3.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada por meio do software Graphpad Prism
5.1. A normalidade da distribuicdo dos dados foi aferida pelo teste de Shapiro-Wilk.
Para avaliacdo entre os grupos, aplicou-se o teste ANOVA One-Way com post hoc
de Tukey, considerando a distribuicdo normal (média + desvio padrédo). O nivel de
significancia considerado foi de 5%.



41

4 RESULTADOS

Nesta pesquisa ndao houve perda de animais e nenhum deles apresentou
deformidades articulares, contratura, ndo promovendo altera¢cdo na marcha do animal,

nao havendo, portanto, necessidade de substituicéo.

Durante a eletroestimulagcéo todos os animais apresentaram contracdes

musculares.

As figuras e tabelas apresentadas a seguir mostram os resultados de todos
0S grupos controles e experimentais (45 e 90 dias) em graficos, médias e desvio
padrao, respectivamente, dos seguintes parametros analisados: avaliacdo da marcha
( intensidade maxima de contato), massa do animal (inicial e final), teste de for¢ca da
contracdo muscular, morfometria das fibras musculares (area e diametro menor) e

comparacao dos resultados de todos os parametros entre os grupos 45 e 90 dias.

A Figura 15 e a Tabela 1 apresentam os resultados da intensidade méaxima
de contato obtidos na avaliacdo da marcha para o grupo 45 dias. Para os animais
avaliados apods 45 dias de eletroestimulacdo, os grupos controle inicial e final
apresentaram resultados superiores aos demais grupos, os grupos GNLT45, GEA45
e GER45 foram estatisticamente semelhantes entre si e superiores ao grupo

desnervado.
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Figura 15 — Gréfico da intensidade maxima de contato dos animais apés 45 dias de aplicacdo das
correntes, dos grupos GCI, GNLT45, GEA45, GER45, GCF45 e GDA45. Letras diferentes entre si
indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).

307 a a

Intensidade de Contato

GCI=GCF45>(GEA45=GER45)>GNLT45>GD45.

Tabela 1 - Valores da intensidade méaxima de contato, obtidos na avaliacdo da marcha dos grupos 45
dias, média e desvio padréo.

GRUPOS MEDIA DP
GClI 24,882 +1,64
GNLT45 16,75 +1,16
GEA45 20,38¢ +1,06
GER45 20,25¢ +1,49
GCF45 25,002 +1,31
GD45 7,88¢ +1,46

Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
GCI=GCF45>(GEA45=GER45)>GNLT45>GD45.
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Os resultados da intensidade maxima de contato obtidos na avaliacdo da
marcha dos animais pertencentes ao grupo experimental 90 dias sao apresentados
na Figura 16 e a Tabela 2. Observa-se que 0os grupos controle inicial e final
apresentaram resultados superiores aos demais grupos; os grupos GEA90 e GER90

foram estatisticamente semelhantes entre si e superiores aos GNLT 90 e GD90.

Figura 16 - Grafico da Intensidade maxima de contato dos animais apds 90 dias de aplicagéo das
correntes, dos grupos GCI, GNLT90, GEA90, GER90, GCF90 e GD90. Letras diferentes entre si
indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).

307 a a

Intensidade de Contato

GCI=GCF90>(GEA90=GER90)>GNLT90>GD90.

Tabela 2 - Valores da intensidade maxima de contato na avaliacdo da marcha dos grupos 90 dias,
média e desvio padrao.

GRUPOS MEDIA DP
GCl 24,882 +1,64
GNLT90 13,50° +1,60
GEA90 21,88¢ +1,36
GER90 22,00¢ +1,77
GCF90 25,502 +1,41
GD90 5,38¢ +1,06

Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
GCI=GCF90>(GEA90=GER90)>GNLT90>GD90.
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A anélise comparativa, observada na Figura 17 e Tabela 3, da intensidade
méxima de contato da avaliagcdo da marcha, mostrou que o valor apresentado pelos
grupos eletroestimulados 90 dias foi superior ao grupo 45 dias e que ambos os grupos
eletroestimulados obtiveram resultados melhores que 0s grupos que somente

realizaram neurorrafia.

Figura 17 - Grafico dos valores da comparacdo da intensidade maxima de contato dos animais apos
45 e 90 dias de aplicagdo das correntes, dos grupos : GNLT 45e 90, GEA45 e 90, GER45 e 90. Letras
diferentes entre si indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).
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(GNLT45>GNLT90)<(GEA90=GEA90) > (GEA45=GERA45).

Tabela 3 — Valores da intensidade méxima de contato, na avaliagdo da marcha, entre os grupos 45 e
90 dias, média e desvio padrao.

GRUPOS MEDIA DP
GNLT45 16,752 +1,16
GNLT90 13,50P +1,60
GEA45 20,38¢ +1,06
GER45 20,25¢ +1,49
GEA90 21,88¢ +1,36
GER90 22,004 +1,77

Letras diferentes entre si indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).
(GNLT45>GNLT90)< (GEA90=GEA90) > (GEA45=GERA45).
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As Figuras 18 e 19, Tabelas 4 e 5 (Grupo 45), Figuras 20 e 21, Tabelas 6
e 7 (Grupo 90), apresentam os valores referentes a massa corporal dos ratos no inicio
e no final do experimento, respectivamente. As massas foram comparadas entre 0s
grupos. Péde-se observar que houve uma homogeneidade entre os valores da massa

ente os animais do mesmo grupo.

Figura 18 - Gréfico da massa corporal inicial (expressa em gramas) dos grupos GCI, GNLT45, GEA45,
GERA45, GCF45 e GD45. Letras diferentes entre si indicam diferencas estatisticamente significativas
(p< 0,05).
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GRUPOS
GC I=GNLT45=GEA45=GER45=GCF45=GDA45.

Tabela 4 - Valores da massa corporal inicial do grupo 45 dias, média e desvio padréo,
obtidos, em gramas.

GRUPO MEDIA DP
GClI 225,002 +6,24
GNLT45 228,902 +11,17
GEA45 226,402 + 10,00
GER45 226,102 +12,05
GCF45 228,002 +8,12
GD45 228,002 +9,82

Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
GC I=GNLT45=GEA45=GER45=GCF45=GD45.
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Figura 19 - Grafico da massa corporal final (expressa em gramas) dos grupos GNLT45, GEA45,
GER45, GCF45 e GD45. Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas
(p= 0,05).
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GNLT45=GEA45=GER45=GCF45=GD45.

Tabela 5 - Massa corporal final do grupo 45 dias, em gramas, média e desvio padréo.

GRUPOS MEDIA DP

GNLT45 373,602 +20,90
GEA45 369,302 +23,29
GER45 365,402 +25,17
GCF45 369,002 +23,95
GD45 369,302 +21,07

Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
GNLT45=GEA45=GER45=GCF45=GD45.
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Figura 20 - Grafico da massa corporal inicial (expressa em gramas) dos grupos GCI, GNLT90, GEA90,
GER90, GCF90 e GD90. Letras diferentes entre si indicam diferencas estatisticamente significativas
(p=< 0,05).
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GC I=GNLT90=GEA90=GER90=GCF90=GD90.

Tabela 6 - Massa corporal inicial do grupo 90 dias, em gramas, média e desvio padrao.

GRUPOS MEDIA DP
GClI 225,002 + 6,24
GNLT90 226,302 +6,62
GEA90 221,102 + 8,88
GER90 226,902 +9,43
GCF90 224,602 +8,21
GD90 225,502 +7,03

Letras diferentes entre si indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).
GCI=GNLT90=GEA90=GER90=GCF90=GD90.
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Figura 21 — Grafico da massa corporal final (expressa em gramas) dos grupos GNLT90, GEA9O,
GER90, GCF90 e GD90. Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas
(p= 0,05).
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GNLT90=GEA90=GER90=GCF90=GD90.

Tabela 7 - Massa corporal final do grupo 90 dias, em gramas, média e desvio padréo.

GRUPOS MEDIA DP
GNLT90 411,202 + 10,44
GEA90 420,602 +8,53
GER90 415,102 +9,87
GCF90 419,002 +9,63

GD90 414,002 +9,85

Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
GC I=GNLT90=GEA90=GER90=GCF90=GD90.
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A Figura 22 e a Tabela 8 representam a forca de contracdo méxima do
MTC entre os grupos quando estimulado com frequéncia de 100 Hz. O GCF45
apresentou maior valor de forca de contracdo em relacdo aos demais grupos, 0s
grupos GEA45 e GER45 nado apresentaram diferenca significativa entre si, mas
apresentaram valores significativamente maiores que os grupos (GCl = GNLT45) >
GD45.
Figura 22 - Gréfico da forca de contracdo méxima do MTC (expressa em Newton) dos grupos GCl,

GNLT45, GEA45, GER45, GCF45 e GD45. Letras diferentes entre si indicam diferencas
estatisticamente significativas (p< 0,05).
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GRUPOS

GCF45>(GEA45=GER45)>(GCI=GNLT45)>GD45

Tabela 8 - Resultados da forca de contragdo maxima do MTC (expressa em Newton) dos
grupos 45 dias, média e desvio padrao.

GRUPOS MEDIA DP
GClI 0,692 +0,03
GNLT45 0,652 +0,02
GEA45 0,85 +0,07
GER45 0,86" +0,07
GCF45 1,00¢ +0,03
GD45 0,23d +0,01

Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
GCF45>(GEA45=GER45)>(GCI=GNLT45)>GD45.
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A Figura 23 e Tabela 9 abaixo mostram a comparagao entre 0os grupos quanto
a resposta de forca contrétil (N) do musculo tibial cranial ap6s estimulo no masculo e
no nervo fibular comum. Observou que o grupo GCF90 apresenta o melhor resultado
referente ao teste de forca de contracdo, sendo maior que os grupos eletroestimulados
GEA90 e GER90 , os quais ndo apresentam diferenca significativa entre si, mas
mostram resultados superiores aos grupos CGIl, GNLT90 e GD90.

Figura 23 - Gréfico dos resultados obtidos no teste de forca de contragdo maxima do MTC (expressa
em Newton) dos grupos GCI, GNLT90, GEA90, GER90, GCF90 e GD90. Letras diferentes entre si
indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
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Valores em Newton (N)

GRUPQOS

GCF90>(GEA90=GER90)>(GCI=GNLT90)>GD90.

Tabela 9 - Forca de contragdo maxima do MTC (expressa em Newton) dos grupos 90 dias,
média e desvio padréo.

GRUPOS MEDIA DP
GClI 0,692 +0,03
GNLT90 0,722 +0,03
GEA90 0,96° +0,02
GER90 0,97° +0,01
GCF90 1,14¢ + 0,05
GD90 0,20¢ +0,01

Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
GCF90>(GEA90=GER90)>(GCI=GNLT90)>GD90.



o1

Os resultados da comparacédo, quanto a resposta de forca contratil (N) do
musculo tibial cranial apds estimulo no musculo e no nervo fibular comum, entre os
grupos eletroestimulados 45 e 90 dias sdo observados na Figura 24 e Tabela 10.
Observa-se que néo existe diferenca significativa entre Grupos, GEA45 = GER45 e
GEA90 = GER90. Contudo, em relagéo ao tempo de eletroestimulagdo nos grupos
eletroestimulados 90 dias, os valores sdo significativamente maiores que os dos
grupos 45 dias. Todos os grupos eletroestimulados apresentaram valores maiores
significativamente que os grupos que realizaram apenas neurorrafia.

Figura 24 - Grafico dos valores da comparacdo da forca de contracdo maxima do MTC (expressa

em Newton) entre os dos grupos experimentais 45 e 90 dias. Letras diferentes entre si indicam
diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).

1.5+

(GEA90 = GER90) > (GER45 = GER 45)> (GNLT45<GNLT90).

Tabela 10 - Valores da for¢a de contracdo maxima do MTC (expressa em Newton) entre 0s grupos
experimentais 45 e 90 dias, média e desvio padrao.

GRUPOS MEDIA DP
GNLT45 0,652 +0,02
GNLT90 0,72° +0,03
GEA45 0,85¢ +0,07
GER45 0,86¢ +0,07
GEA90 0,961 +0,02
GER90 0,97¢ +0,01

Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
(GEA90 = GER90) > (GER45 = GER 45) > (GNLT45<GNLT90).
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A Figura 25 apresenta fotomicrografias dos cortes transversais dos
musculos Tibial cranial de ratos, empregadas nas anélises morfométricas de area e
diametro menor das fibras do musculo tibial cranial.

Figura 25 - Fotomicrografias dos cortes transversais do muasculo Tibial cranial de ratos
submetidos a colora¢éo por HE . Sendo, A: GEA45; B: GER45; C: GEA90 e D: GER90.
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A Figura 26 apresenta fotomicrografias empregadas na analise

morfométricas de area e diametro menor das fibras do musculo tibial cranial.

Figura 26 - Fotomicrografias dos musculos tibial cranial de ratos submetidos a coloracao
por HE. Sendo, A: GEA45; B: GER45; C: GEA90 e D: GER90.

Quanto a area das fibras musculares do muasculo tibial cranial dos animais
eletroestimulados por 45 dias, pode-se observar na Figura 27 e Tabela 11, que o grupo
GCF45 apresenta melhor resultado que os demais grupos. Nao existe diferenca
significativa entre os grupos GCl, GEA45 E GERA45, que apresentaram valores
maiores que o0s grupos GNLT45 e GD45.
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Figura 27 - Grafico da éarea das fibras musculares dos animais, expressa em pm?, apos 45 dias de
aplicagéo das correntes, dos grupos GCI, GNLT45, GEA45, GER45, GCF45 e GDA45. Letras diferentes
entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
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GCF45 > (GCI=GEA45=GER45) > GNLT45 > GD 45.

Tabela 11 — Valores da area das fibras musculares dos animais, expressa em um2, dos grupos 45 dias,
média e desvio padréo.

GRUPOS MEDIA DP
GClI 2338,942 + 203,57
GNLT45 1778,27° + 56,87
GEA45 2202,642 + 239,06
GER45 2198,912 + 233,47
GCF45 3155,45¢ +112,19
GD45 1523,45¢ + 149,90

Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
GCF45 > (GCI=GEA45=GERA45) > GNLT45 > GD 45.

A Figura 28 e Tabela 12, a seguir, mostram os resultados referentes a
morfometria, didmetro menor, das fibras musculares do musculo tibial cranial, dos
animais eletroestimulados 45 dias. Observa-se que o grupo GCF45 apresenta o

melhor resultado, sendo maior que os demais grupos e ndo existindo diferenca
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significativa entre os grupos GEA45 e GER45 e que estes apresentaram valores

maiores que os grupos GNLT45 e GD45.

Figura 28 - Grafico do diametro menor das fibras musculares dos animais, expressa em pm, apoés
45 dias de aplicacéo das correntes, dos grupos GCIl, GNLT45, GEA45, GER45, GCF45 e GDA45. Letras
diferentes entre si indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).
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GCF45 > GCI > (GEA45=GER45) > GNLT45 > GD 45.

Tabela 12 - Valores obtidos para o didametro menor das fibras musculares dos animais, musculo tibial
cranial, expressa em pum, dos grupos 45 dias, média e desvio padrao.

GRUPOS MEDIA DP

GCl 47,942 +0,98
GNLT45

30,43 +1,72
GEA45 44,14¢ + 1,46
GER45 43,71¢ + 1,38
GCF45 58 43¢ +1,72
GD45 21,57¢ +1,13

Letras diferentes entre si indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05). GCF45 >
GCF45 > GCI > (GEA45=GER45) > GNLT45 > GD 45.

Os valores referentes a area das fibras musculares do musculo tibial
cranial, dos animais eletroestimulados 90 dias, sdo apresentados na Figura 29 e
Tabela 13. O grupo GCF90 apresenta melhor resultado que os demais grupos . Nao
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existe diferenca significativa entre os grupos GEA90 e GER90, que apresentaram
valores maiores que os grupos GNLT90 e GD90.

Figura 29 - Grafico da area das fibras musculares dos animais, expressa em um?2, apés 90 dias de
aplicacédo das correntes, dos grupos GCI, GNLT90, GEA90, GER90, GCF90 e GD90. Letras diferentes
entre si indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).
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GCF90 > (GEA90=GER90) > GCI> GNLT90 > GD90.

Tabela 13 — Valores da area das fibras musculares dos animais, musculo tibial cranial, expressa
em pum?2, dos grupos 90 dias, média e desvio padréo.

GRUPOS MEDIA DP

GCl 2338,942 + 203,57
GNLT90

1904,67b + 95,08
GEA90 2759,94¢ +589.75
GER90 2777,28¢ + 590,36
GCF90 3974.11¢ + 440,36
GD90 646,44¢ + 126,86

Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
GCF90>(GEA90=GER90) >GCI>GNLT90>GD90.

A Figura 30 e Tabela 14 mostram os resultados referentes & morfometria,

diametro menor, das fibras musculares do musculo tibial cranial dos animais
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eletroestimulados 90 dias. Observa-se que o grupo GCF90 apresenta o melhor
resultado, sendo maior que os demais grupos e nao existindo diferenca significativa
entre os grupos GEA90 E GER90, que apresentaram valores maiores que 0S grupos
CGI, GNLT90 e GD90.

Figura 30 - Grafico do diametro menor das fibras musculares dos animais, expressa em pum, apoés
90 dias de aplicacdo das correntes, dos grupos GCI, GNLT90, GEA90, GER90, GCF90 e GD90. Letras
diferentes entre si indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).
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GCF90>(GEA90=GER90)>(GCI90>GNLT90)>GD90.

Tabela 14 - Valores do didmetro menor das fibras musculares dos animais, expressa em pym,
dos grupos 90 dias, média e desvio padréo.

GRUPOS MEDIA DP
GCl 47,942 +1,12
GNLT90 42,38P +1,86
GEA90 51,06¢ + 2,84
GER90 51,31¢ + 1,66
GCF90 62,131 +2,13
GD90 12,56¢ + 0,96

Letras diferentes entre si indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).
GCF90>(GEA90=GER90)>(GCI90>GNLT90)>GD90.

Os resultados da comparacdo referente a morfometria, area, entre os
grupos eletroestimulados 45 e 90 dias sao observados na Figura 31 e Tabela 15.
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Observa-se que nao existe diferenca significativa entre os Grupos GEA45 = GER45
e GEA90 = GER90, mas em relacdo ao tempo de eletroestimulacdo, os grupos
eletroestimulados por 90 dias apresentam valores maiores significativamente que os
grupos 45 dias. E os dois grupos apresentam valores maiores que 0s grupos GNLT
45 e 90.

Figura 31 - Gréfico dos valores da comparacéo da area das fibras musculares dos animais, expressa
em um?, entre os grupos experimentais 45 e 90 dias de aplicacdo das correntes. Letras diferentes entre
si indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).

3000+

(GEA90=GER90) > (GEA45=GERA45) > GNLT45<GNLT90).

Tabela 15 - Valores da comparacdo da area das fibras musculares dos animais expressa em pm?,
entre os grupos 45 e 90 dias, média e desvio padréo.

GRUPOS MEDIA DP
GNLT45 1778,272 + 56,87
GNLT90 1904,672 + 95,98
GEA45 2202,64° + 239,06
GER45 2198,91° + 233,47
GEA90 2759,94¢ +589,75
GER90 2777,28¢ + 590,36

Letras diferentes entre si indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).
(GEA90=GER90) > (GEA45=GER45) > GNLT45<GNLT90).
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Nas Figura 32 e Tabela 16, observa-se a analise comparativa da

morfometria, diametro menor, entre os grupos eletroestimulados por 45 e 90 dias.

Nota-se que nao existe diferenca significativa entre os Grupos, GEA45 = GER45 e

GEA90 = GER90, mas em relacdo ao tempo de eletroestimulacdo, os grupos

eletroestimulados por 90 dias apresentam valores significativamente maiores que 0s

grupos de 45 dias. E os dois grupos eletroestimulados 45 e 90 e GENT90 apresentam

valores melhores que os grupos GNLT 45 .

Figura 32 - Grafico dos valores da comparacao do didmetro menor das fibras musculares dos animais,
expressa em um, entre os grupos 45 e 90 dias de aplicacdo das correntes. Letras diferentes entre si

indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
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(GEA90=GER90) > (GEA45=GER45=GENTL90) > GENTL45.

Tabela 16 - Valores da comparacéo do didametro menor das fibras musculares dos animais expressa

em pm, entre os grupos 45 e 90 dias, média e desvio padrao.

GRUPOS MEDIA DP
GNLT45 30,43° +1,72
GNLT90 42,380 +1.86
GEA45 44,14b +1,46
GER45 43.71P +1,38
GEA90 51,06¢ +2.84
GER90 51,31 +1,66

Letras diferentes entre si indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).
(GEA90=GER90) > (GEA45=GER45=GENTL90) > GENTL45
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Para determinacdo da percentagem de tecido conjuntivo no musculo tibial
cranial dos ratos foram utilizadas fotomicrografias de cortes transversais (Fig. 33) e

de fibras do musculo (Fig. 34) , submetidos a coloragéo por tricomico de masson .

Figura 33 - Fotomicrografias de cortes transversaais dos muasculos tibial cranial de ratos
submetidos a coloragéo de tricbmico de Masson. Sendo A: GEA45; B: GER45; C: GEA90
e D: GER90.
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Figura 34 - Fotomicrografia dos musculos tibial cranial de ratos com as areas de
tecidos conjuntivos evidenciadas pelo de tricdmico de Masson . Sendo A: GEA45;
B: GER45; C: GEA90 e D: GER90.
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A Figura 35 e a Tabela 17, a seguir, mostram os resultados referentes a
percentagem de tecido conjuntivo, em corte transversal do musculo tibial cranial, dos
animais eletroestimulados 45 dias. Observa-se que o0 grupo GD45 apresenta
percentagem de tecido conjuntivo em suas fibras musculares maior que todos os
demais grupos, néo existindo diferenca significativa entre os grupos CGIl, GNLT45,
GEAA45 e CGF45, os grupos GEA45 e GER45.
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Figura 35 - Gréfico da percentagem de tecido conjuntivo das fibras musculares dos animais, expressa
em %, apos 45 dias de aplicagdo das correntes, dos grupos GCIl, GNLT45, GEA45, GER45, GCF45
e GD45. Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
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GDA45 > GCI=GNLT45=GGCF45 , GEAT45 = GER 45.

Tabela 17 - Valores obtidos para a percentagem de tecido conjuntivo das fibras musculares dos
animais, musculo tibial cranial, expressa em %, dos grupos 45 dias, média e desvio padrao.

GRUPOS MEDIA DP
GCl 5,932 +0,22
GNLT45 6.38 @ +1.78
GEA45 7.,928b +223
GER45 8,84b +2,22
GCF45 6,022 +0,61
GD45 21,42¢ + 1,94

Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
GD5 > GCI=GNLT45=GGCF45, GEAT45 = GER 45.

BN

Os valores referentes a percentagem de tecido conjuntivo, em corte
transversal do musculo tibial cranial, dos animais eletroestimulados 90 dias, séo
apresentados na Figura 36 e Tabela 18. O grupo GD 90 apresenta valores da
percentagem de tecido conjuntivo maior, significativamente, do que todos os demais

grupos, os quais ndo apresentam diferenca significativa entre si.
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Figura36 - Grafico da percentagem de tecido conjuntivo das fibras musculares dos animais, expressa
em %, apo6s 90 dias de aplicagdo das correntes, dos grupos GCl, GNLT90, GEA90, GER90, GCF90 e
GD90. Letras diferentes entre si indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).
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GD90>(GC90=GNLT90=GEA90=GER90=GCF90).

Tabela 18 - Valores da percentagem de tecido conjuntivo didmetro menor das fibras
musculares dos animais, expressa em %, dos grupos 90 dias, média e desvio padréo.

GRUPOS MEDIA DP
GCl 6,02 @ + 0,43
GNLT90 6,622 +1,30
GEA90 9,66 @ + 243
GER90 7,002 + 0,86
GCF90 6,07 @ + 0,54
GD90 36,98 © + 2,87

Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
GD90>(GC90=GNLT90=GEA90=GER90=GCF90).

Nas Figura 37 e Tabela 19, observa-se a analise comparativa da
percentagem de tecido conjuntivo entre os grupos eletroestimulados por 45 e 90 dias.
N&o existe diferenca significativa dos resultados da percentagem de tecido conjuntivo

entre todos 0s grupos.
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Figura 35 - Grafico dos valores da comparagdo da percentagem de tecido conjuntivo, expressa em
%, entre os grupos experimentais 45 e 90 dias de aplica¢do das correntes. Letras diferentes entre si
indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
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GNLT45=GNLT90=GEA45=GER45=GEA90=GER90.

Tabela 19 - Valores da percentagem de tecido conjuntivo das fibras musculares dos
animais, expressa em %, entre 0os grupos 45 e 90 dias, média e desvio padrao.

GRUPOS MEDIA DP
GNLT45 6,382 +1,78
GNLT90 6,622 +1,30
GEA45 7,922 +2,23
GER45 8,842 +2,22
GEA90 9,662 + 0,54
GER90 7,002 +2,87

Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
GNLT45=GNLT90=GEA45=GER45=GEA90=GER90.

A Tabela 20 mostra uma visao geral das médias dos resultados obtidos em

relagdo as analises morfométricas e

eletroestimulados por 45 e 90 dias.

funcionais avaliados, nos grupos
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Tabela 20 - Visao geral das médias dos resultados obtidos. ICP = intensidade maxima de contato da pegada;
MCI = massa corporal inicial (g); MCF = massa corporal final (g); FMC = Teste de forca de contragdo maxima
muscular (N); AFM= area da fibra muscular (um?); DMF= didmetro menor da fibra muscular (um) e DTC =

densidade de tecido conjuntivo (%).

GRUPO ICP MCI MCF FMC AFM DMF DTC
45
GCl 24,882 225,008 - 0,692  2338,942 47,942 50372
GNLT45 16,75° 228,902 373,602 0,652  1778,27° 30,43° 6,38 @
GEA45 20,38° 226,402 369,302 0,85  2202,642 44,14° 7,92
GER45 20,25°¢ 226,102 365,402 0,86  2198,912 43,71° 8,840
GCF45 25,002 228,002 369,002 1,00°  3155,45° 58,43¢ 6,02 @
GD45 7,88¢ 228,002 369,302 0,23¢  1523,45¢ 21,57¢ 21,42°¢
GRUPO ICP MCI MCF FMC AFM DMF DTC
90
GCl 24,882 225,008 - 0,692  2338,942 47,942 6,02 @
GNLT90 13,50° 226,302 411,202 0,722 1904,67° 42,38° 6,622
GEA90 21,88° 221,102 420,60 0,96  2759,94° 51,06° 9,66 @
GER90 22,00° 226,902 415,102 0,97  2777,28° 51,31°¢ 7,002
GCF90 25,502 224,602 419,00 1,14 3974,11¢ 62,13¢ 6,07 2
GD90 5,38¢ 225,502 414,002 0,20¢ 646,44° 12,56° 36,98 °

Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
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5 DISCUSSAO

5.1 Modelo animal

Nesse estudo, foi utilizado o animal (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar
por ser de facil obtencdo, manipulacdo e manutencdo, sendo o modelo mais utilizado
para estudos de regeneracao nervosa e reparo nervoso periférico por apresentarem
semelhanca de estruturas e de degeneragédo nervosa com o ser humano (AKGUL et
al., 2014; GHAYEMI et al., 2014; KAVLAK et al., 2014; MOHAMMADI & SAADATI,
2014).

Foram escolhidos animais do género masculino por apresentarem menor
variacdo hormonal do que as fémeas. Outros estudos ja comprovaram que tal variacéo
pode influenciar na regeneracdo nervosa através de efeitos neurotréficos
(CARANDENTE et al., 1989).

Além do sexo masculino, € indicado também o uso de animais jovens, pois
animais com idade mais avancada apresentam retardo do reparo nervoso periférico
(KANG & LICHTMAN, 2013).

5.2 Autofagia

Segundo Dias (2011) e Rosa-Junior (2010), os animais de suas pesquisas
que apresentaram autofagia foram submetidos a sec¢éo do nervo isquiatico, o qual &
responsavel pela inervacdo total da pata e possui outras estruturas que Sao
diretamente ligadas a ele, como o nervo sural responsavel pela inervagcéo sensitiva
dorso-lateral e consequente autofagia. Ja neste estudo, nenhum animal foi detectado

com autofagia devido ao fato que o nervo lesionado era o nervo tibial cranial.
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5.3 Cirurgia

O modelo experimental utilizado neste trabalho foi o proposto por Viterbo
(1992) para estudos de neurorrafia término-lateral. Os nervos fibular comum e tibial
séo de facil acesso, apresentam-se anatomicamente proximos e inervam musculos
distintos. O musculo tibial cranial, inervado apenas pelo nervo fibular comum , também
€ de facil acesso, superficial, palpavel e ndo sofre a atuacdo de inervacdes
secundarias (VITERBO, 1992).

A cirurgia de NLT foi realizada sem retirada de janela epineural, assim as
fibras regeneradas apés a NLT conseguiriam absorver e transpor as trés camadas
de tecido conjuntivo da fibra nervosa (endoneuro, perineuro e epineuro), em nervos
com diametro inferior a 1,5 mm (VITERBO et al., 1992; VITERBO et al., 1998; MACIEL
et al., 2013).

E necessario que, nesses casos de cirurgia em animais sejam, utilizados
anestésicos que atuem tanto como sedativo e também como relaxante muscular, que
€ responsavel pela vasoconstricdo, fazendo com que a cirurgia ndo cause intensos
sangramentos no animal. Um sangramento intenso pode causar risco de morte em
animais de pequeno porte. Portanto, esse estudo utilizou o cloridrato de xilazina e de

ketamina que cumpre essas condicoes.

5.4 Protocolo de eletroestimulacao

As lesbes nervosas periféricas levam a desnervacado do masculo, os quais
sofrem atrofia rapidamente. Varios recursos fisioterapéuticos podem ser empregados:
cinesioterapia passiva e ativa, reeducacédo neuromuscular e eletroterapia, os quais
podem auxiliar na recuperacéao funcional apés a reinervacdo (GORDON & ENGLISH,
2016). A atrofia atua como uma barreira ao crescimento axonal durante a reinervacao
muscular, ja que impedir essa atrofia e propiciar a recuperacdo sdo alguns dos
objetivos da eletroestimulacdo. Quanto ao resultado, este depende do protocolo de
intervencdo (CAVALCANTE, et al., 2012).
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A revisdo sistemética sobre o efeito da eletroestimulacdo no musculo

desnervado de ratos elaborada por Cavalcante et al. (2012), encontrou nove artigos

sobre o tema no periodo entre 1990 a 2010 (Tabela 20).

Tabela 20- Levantamento sistematico sobre o efeito

desnervado de ratos.

da eletroestimulacdo no musculo

Autor

Intervencédo

Protocolo de Eletroestimulacéo

Gigo-Benato et al.
(2010)

Tomori et al. (2010)

Russo et al. (2010)

Lima et al. (2009)

Russo et al. (2007)

Dow et al. (2006)

Dow et al. (2005)

Dow et al. (2009)

Kanaya et al.
(1992)

Musculo: TA Eletrodo: Transcutaneo
Duracgdo: Frequéncia: 1 sessao/48h
Periodo: 14 dias

Musculo: TA Eletrodo: Transcutéaneo
Duragé&o: 30 minutos/sessao
Frequéncia: 6 sessGes/semana
Periodo: 3 semanas

Musculo: TA Eletrodo: Transcutaneo
Duragéo: 52,8 min/sessao Frequéncia:
1 sessao/dia Periodo: 6 dias

Musculo: GM Eletrodo: Transcutaneo
Duracéo: 30 minutos/sesséo
Frequéncia: 5 sessfes/semana (GDE-
D) e 3 sessdes/semana (GD-DA)
Periodo: 10 dias

Mdusculo: TA Eletrodo: Transcutaneo
Duragéo: Frequéncia: 1 sessdo/48h
Periodo: 28 dias

Musculo: ELD Eletrodo: Interno
(implantado) Duracédo: 24h/dia**
Frequéncia: 7 dias/semana Periodo: 4
ou 7 meses

Musculo: ELD Eletrodo: Interno
(implantado) Duragéo: 24h/dia***
Frequéncia: 7 dias/semana Duracéo: 5
semana

Musculo: ELD Eletrodo: Interno
(implantado) Duragé&o: 24h/dia****
Frequéncia: 7dias/semana Duracéo: 5
semana

Musculo: TA Eletrodo: Transcutaneo
Duracao: 30 min/dia Frequéncia: 5
dias/semana Durac¢éo: 12 semanas

Corrente exponencial Frequéncia:
20 Hz Amplitude: 0,25 - 0,8 mA
Duracéo do pulso: 4-10 ms N° de
contracdes/dia: 2

Corrente retangular simétrica
Frequéncia: 10 Hz Amplitude: 4 mA
(GDE-14), 8 mA (GDE-I8), 16 mA
(GDE-I16) Duracéo do pulso: 250
us N° de contragbes/dia

Corrente exponencial Frequéncia:
50 Hz Amplitude: 0,3 - 0,7 mA
Duracéo do pulso: 2-7 ms N° de
contracdes/dia: 200

Corrente bifasica quadrada e
simétrica Frequéncia: 10 Hz
Amplitude: 5 mA com adicdo de 1
mA a cada 5 min Duracéo do pulso:
3 ms N° de contragfes/dia

Musculo: TA Eletrodo:
Transcutaneo Duragéo:
Frequéncia: 1 sesséo/48h Periodo:
28 dias

Corrente bipolar Frequéncia: 100
Hz Amplitude: 6 - 12 mA Duracdo
do pulso: 0,4 ms N° de
contracdes/dia: 200

Corrente bipolar Frequéncia: 100
Hz Amplitude: 6 - 12 mA Duragéo
do pulso: 0,4ms N° de
contracdes/dia: 100 a 800

Corrente bipolar Frequéncia: 100
Hz Amplitude: 6 - 12 mA Duracdo
do pulso: 0,4 ms N° de
contracgdes/dia: 25, 50, 100, 200,
300, 500, 800, 1.200, 2.000 e 5.000
Corrente retangular Frequéncia: 2
Hz Amplitude: Duracao do pulso:
100 ms N° de contracdes/dia:

Fonte: Adaptado de Cavalcante et al., 2012.
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Entre os tipos mais utilizados de correntes estdo a exponencial (33,3%) e a
bipolar (33,3%). A frequéncia das sessdes variou desde diariamente até a cada 48

horas. E o periodo de intervencao foi de seis dias até sete meses.

Roméo et al. (2007), utilizaram estimulacdo elétrica com corrente elétrica
continua, na frequéncia de 50 hertz, com duracéo de 0,5ms e intensidade de 3 volts,
diariamente, durante 60 dias, por sete minutos, sobre 0 musculo tibial cranial direito

de ratos apés lesdo do nervo fibular comum comum.

Utilizando corrente de alta voltagem, Teodori et al. (2011) apés leséo do nervo
ciatico, eltroestimularam ratos sob anestesia, realizando estimulag¢éo catddica sobre
a cicatriz, durante 30 minutos (100 Hz, tensdo minima de 100 V, 20 ps e intervalo

interpulso de 100 us), 5 dias por semana, durante 21 dias.

Neste trabalho, o diferencial foi o emprego de correntes de média frequéncia
entre dois tipos Aussie e Russa, a frequéncia foi trés vezes por semana, por dois
periodos diferentes, 45 e 90 dias.

5.5 Avaliacédo funcional da marcha — intensidade maxima de contato da pegada

A avaliagcdo da marcha foi desenvolvida por De Medinacelli et al. (1982),
que utilizavam um método quantitativo para avaliagdo do indice Funcional do
Isquiatico. Em seguida, Bain et al. (1989) aperfeicoaram o método de De Medinacelli
e desenvolveram especificas avaliacdes para o nervo fibular comum e nervo tibial.
Fizeram também com que a distancia entre as pegadas ndo fosse levada em

consideracéo devido a velocidade da pegada.

Para a captura das pegadas do animal, utilizou-se um método semelhante
ao de Varejao et al. (2001), que possui uma camera acoplada sob uma plataforma de
vidro transparente para que os animais caminhem sobre ela e uma canaleta que os
guia pelo percurso. Possui também um controle de velocidade que estabelece o
tempo no qual os animais devem cumprir 0 percurso para a aquisicdo de dados e €
automatizada. Se o animal anda mais rapido que o estabelecido para a sua
caminhada, os dados ndo sdo considerados . Esse método substituiu o de De

Medinacelli et al. (1982) ,que utilizavam filmes radiograficos ou a pintura da pata dos
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animais, pois 0 mesmo apresentava variagdbes que causavam interferéncias no

resultado.

Segundo Monte-Raso et al. (2006) a grande maioria dos estudos em
lesbes nervosas periféricas empregam o0s métodos histomorfométricos e
eletrofisiol6gicos na analise dos tecidos nervosos e musculares para comparacao dos
grupos, mas é importante avaliar a recuperacdo da fungcdo motora. Esta avaliagdo
pode ser realizada pelo “CatWalk®’, que permite avaliar parametros dindmicos além
dos parametros estaticos em modelos de neurotmesepor meio de dados

apresentados de forma menos trabalhosa (DEUMENS et al., 2007).

Os resultados funcionais sédo imprescindiveis em um estudo da
regeneracao nervosa periférica, ja que a volta da funcédo normal é o objetivo maximo

desta linha pesquisa.

Maciel et al. (2013) em um estudo semelhante, no qual os animais foram
divididos em grupo controle, grupo desnervado, grupo neurorrafia latero-terminal e
neurorrafia latero-terminal mais estimulacdo elétrica, também observaram uma
grande melhora funcional no grupo que utilizou a eletroestimula¢édo, nos dois periodos
de avaliacdo da marcha, 30 e 180 dias. Com 30 dias ap0s o inicio do experimento o
grupo controle apresentou melhor resultado na avaliacdo da marcha, sendo que os
demais apresentaram resultado avaliativo semelhante entre si. E com 180 dias de p0s-
operatorio, o grupo que sofreu neurorrafia e estimulacdo elétrica foi o Unico a se
igualar ao grupo Controle com uma melhora de 60,5%, enquanto o grupo que sofreu

somente neurorrafia melhorou 9,5%.

Sobral et al. (2008) em seu estudo, realizaram uma analise
histomorfométrica e funcional para avaliar a influéncia do exercicio fisico em esteira,
aplicado nas fases imediata e tardia da regeneracao do nervo isquiatico de ratos, ap6s
axoniotmese. Os animais foram divididos nos grupos: controle (CON); desnervado (D);
desnervado+exercicio+gaiola (DEG), o qual iniciou o exercicio apés 24 horas da
cirurgia e desnervado+gaiola+exercicio (DGE), que iniciou no 14° dia. Foi observado
que todos os grupos, no periodo pré-operatério, mostraram avaliacdo da marcha
normal entre -16,18 e -6,44. No 7° e 14° dias PO, os valores refletiram expressiva
perda funcional, com valores entre -92,840 e -64,93; enquanto entre o 21° e 28° dias
PO esses valores mostraram recuperacao funcional na avaliagdo da marcha, entre -
20,20 e -9,91, do indice funcional do ciatico (IFC).
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Maeda et al. (1999) em trabalho no qual avaliaram os efeitos da tensao no
sitio da sutura apl6s seccdo do nervo cidtico na recuperagdo funcional apos
neurorrafia, avaliram a marcha de seus trés grupos experimentais: neurorrafia
término-terminal, sem tensao, neurorrafia realizada sob tensdo e no terceiro grupo,
com enxerto de nervo entre os cotos proximal e distal do nervo seccionado. O
resultado da avaliagdo da marcha evidenciou melhor recuperagéo no grupo submetido
a neurorrafia término-terminal sem tensdo, quando comparado com o grupo do

enxerto. O grupo submetido a tensao apresentou a menor recuperacao funcional.

Paiva (2016) em seu estudo experimental com células tronco em ratos,
avaliou a intensidade maxima da pegada completa. Seus grupos experimentais 3a 7
nao diferiram estatisticamente entre si. Os valores dos resultados apresentados pelos
animais dos grupos: 3 (somente neurorrafia) foi de 80,65; 4 (preenchimento com
fascia) foi de 82,31; 5 (Gel de Plaqueta), 87,96 e 7 (célula tronco) foi de: 94,79;
resultados estes estatisticamente semelhantes ao grupo 2 (desnervado) e inferior ao
do grupo 1 (controle) 103,37. O grupo 6 (gel+fascia) apresentou resultado
estatisticamente superior (96,90) ao do grupo 2 (desnervado), 73,27; e,

estatisticamente semelhante ao do grupo 1.

Neste trabalho, os animais eletroestimulados tanto com a corrente russa
como com a aussie, apontaram que entre grupos de mesmo periodo de
eletroestimulacdo n&o houve diferenca significativa na avaliacdo da intensidade de
pegada durante a avaliagcdo da marcha (GEA45: 20,38; GER45: 20,25 de intensidade
de contato); (GEA90: 21,88; GER90: 22,00 de intensidade de contato). Porém, entre
0s grupos com periodos diferentes de tempos de eletroestimulagéo, 45 e 90 dias,
ocorreu uma influéncia positiva no periodo maior, o grupo 90, com média de 21,94 de
intensidade de contato. Vale ressaltar também que os dois grupos eletroestimulados,
45 e 90, apresentaram resultados superiores aos grupos que sofreram apenas 0
processo cirargico (GNLT45 e GNLT90).

Portanto, neste trabalho, os resultados sdo semelhantes aos demais
citados, em que os grupos que sofreram alguma intervenga@o apds 0 processo cirdrgico

apresentaram resultados superiores aos que nao sofreram e aos grupos desnervados.
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5.6 Teste de forca de contracdo méxima do MTC

Foram seguidos os padrdes de Isaacs et al. (2005), para realizacao do teste
de forca maxima. Algumas adaptacdes foram feitas para haver adequacéo ao estudo.
Eles realizaram o estimulo elétrico nomusculo e ndo no nervo, como nesta pesquisa,
porque queriam comprovar a passagem do estimulo pela NTL, pois ndo realizaram

testes eletrofisiolégicos da conducéo nervosa.

Em outros estudos como o de Marcos (2002) e Hala (2003), foi empregado
também o estimulo elétrico no nervo e ndo no musculo do animal, estimulando o nervo
fibular comum intacto para provocar contracdo do MTC de ratos para verificar o

processo de fadiga muscular.

Tham & Morrison (1998) em estudo sobre neurorrafia latero-terminal,
usaram o nervo fibular comum como receptor e o nervo tibial como doador, tendo o
musculo gastrocnémio como musculo-alvo. Os autores realizaram teste de for¢a nos
grupos experimentais e observaram forca de contracdo do musculo gastrocnémio no

grupo experimental menor que no grupo controle.

Em outras pesquisas como as de, Liu et al. (1999); Issacs et al. (2005), e
Paiva (2016) o teste de forca foi realizado apenas com estimulo no nervo, permitindo
observar a passagem da corrente pela neurorrafia, possibilitando avaliar a forca de
contracdo independente da neurorrafia, determinando a reinervagdo e conservacgao

de fibras musculares que permitiram a contracao.

Paiva (2016) em seu estudo experimental com células tronco em ratos
apos neurorrafia, quando o estimulo foi realizado no musculo tibial cranial apresentou
0s seguintes resultados: os grupos 3 (somente neurorrafia) 0,96N, 5 (Gel de Plaqueta)
0,90N, 6 (gel+fascia) e 7 (célula tronco) 1,08N - ndo apresentaram diferenca
estatistica do grupo 1(controle) 0,96N. Os grupos 2 (desnervado) 0,60 e 4
(preenchimento com fascia), 1,24N, foram estatisticamente diferentes de todos os

outros. O grupo 2 possui a menor média (desnervado) e o grupo 4 a maior média.

Nesta pesquisa, a escolha por estimular o musculo diretamente foi em
funcdo de alcancar a forca de contracdo maxima do MTC dos animais, pois 0 grupo

GD45 e GD90 foram desnervados e nao seria possivel obter resultados para
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comparacao, entre todos os grupos, durante o teste de forca maxima de contracdo do
MTC.

Os grupos eletroestimulados GEA45, GER45, GEA90 e GER90
apresentaram resultados superiores ao grupo que somente realizou a neurorrafia,
resultado semelhante ao encontrado por Maciel et al. (2013) que sugerem que parte
do efeito do treinamento realizado por EE pode estar na facilitacdo neural em funcao
de um namero maior de unidades motoras ativas e aumento na taxa de impulsos, ou
um padrao mais eficiente de recrutamento, provavelmente devido a uma modificacao
do mecanismo de gradacao de forca, propiciando melhora da somacéo de estimulos

nervosos. Em termos praticos, o masculo treinado com EE contrai com mais eficiéncia.

Observa-se, assim, a importancia do teste de forca como parametro de

comparacao entre modelos experimentais para estudos em reinervacao periférica.

5.7 Andlise histolégica e morfométrica do MTC

Foi feita a opcado por realizar a analise histolégica com a determinacdo da
area de seccdo transversa e ndo pesagem da massa do muasculo, a qual reflete
indiretamente o trofismo das fibras, visto que é influenciada por outros fatores, como
a proliferagéo do tecido conjuntivo, mascarando assim a atrofia e, consequentemente,
a analise histoldgica. A morfometria, por sua vez, é mais confiavel para avaliacdo do
trofismo muscular (CAVALCANTE et al., 2012).

Foi utilizada a coloragdo com HE, pois esta técnica evidencia bem a fibra

muscular, o que é importante para a realizacdo da morfometria.

Dentre os parametros morfométricos, foram analisados area e diametro
menor das fibras musculares. De acordo com De Sa et al. (2004), e Romao et al.
(2007) a medida de diametro menor é mais confiavel que a medida da area ou de
diametro maximo, pois esta ndo sofre alteracdo devido a inclinacdo da navalha
durante o corte histolégico, nem tampouco sofre alteragbes durante o preparo
histoquimico.

Utilizando o mesmo parametro de avaliacdo, Roméao et al. (2007) em

estudo sobre a interferéncia da eletroestimulacdo em nervo periférico relacionados,
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ao musculo tibial cranial, concluiram que a analise desses parametros (Area e
Diametro) nao mostra diferenca para 0s grupos experimentais entre si, grupo com
leséo no nervo (A-182,44,D-55,52), lesdo mais eletroestimulacao diaria (A-177,56,D-
51,83), lesdo mais eletroestimulacao trés vezes por semana (A-203,86, D-58,10), mas

apresentaram diferenca em relacdo ao grupo desnervado (A-99,60, D-29,51).

Maciel et al. (2013) concluiram que o grupo que recebeu eletroestimulacao
(2901,2 umz area, 49,35 um diametro) apresentou resultado estatisticamente superior
ao grupo cirargico que ndo a recebeu (2129,28 umz2, 40,88 um) e ao desnervado
(672,99 pm?, 22,67 um) como neste trabalho, mostrando que a eletroestimulagéo foi

eficiente e houve diferencga significativa entre os grupos experimentais.

Em sua pesquisa, Paiva (2016) encontraram quanto aos valores do
diametro menor das fibras musculares do musculo tibial cranial do lado direito em um,
gue 0s grupos experimentais somente com neurorrafia (41,32), preenchimento com
fascia (42,01), Gel de Plagueta (41,57), gel+fascia (41,40) e célula tronco (42,15) néo
mostraram diferenca estatistica entre si. Todos 0s grupos mostraram resultados
estatisticamente superiores ao resultado observado no grupo desnervado (23,44) e

inferiores ao resultado mostrado pelo grupo controle da normalidade (46,91).

Quanto aos resultados média da area (um2) das fibras musculares do
musculo tibial cranial , Paiva (2016) observou que o resultado foi estatisticamente
maior no controle de normalidade (3275,48), quando comparado aos grupos
experimentais de neurorrafia (2547,94), preenchimento com fascia (2702,79), Gel de
Plaqueta (2634,43), gel+fascia (2559,75) e célula tronco (2675,17). Os grupos
experimentais mostraram valores de area que diferiram entre si e que foram

estatisticamente superiores ao observado no grupo desnervado (870,48).

Nesta pesquisa quando observados os valores da area e diametro menor
da fibra muscular, notou-se que o grupo GCF90, grupo controle final que néo sofreu

nenhuma intervencéo, apresentou um resultado superior aos demais grupos.

E observado neste trabalho que tanto os resultados das médias dos valores
da area das fibras do MTC dos grupos eletroestimulados, GEA45 (2202,64um?2),
GERA45 (2198,91um?), GEA90 (2759,94um?) e GER90 (2777,28 um?), sempre foram
maiores que dos grupos controle cirirgico GNLT45 (1778,27um?) e GNLT 90

(1904,67um?), repetindo a mesma relacédo de resultado em relacdo ao de diametro
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menor, GEA45 (44,14um), GERA45 (43,71um), GEA9O (51,06pum) e GER90 (51,31um),
mantendo-se maiores que dos grupos controle cirargico GNLT45 (30,43um) e GNLT
90 (42,38um). Isso demonstra que o efeito da EE foi positivo para o MTC apos a
neurorafia término-lateral, pois existe uma relagcao direta entre a seccao transversal

da fibra muscular com a forca que um musculo pode produzir (NETO et al., 2007).

Os dois grupos eletroestimulados GEA45, GER45 e GEA90 e GER90,
apresentaram diferenca significativa em relagdo aos grupos controles cirdrgicos
GNLT45 e GNLT90 nas analises do parametros morfométricos do MTC, area e
diametro menor da fibra muscular, existindo uma relacdo direta na melhora das

caracteristicas morfolégicas com o aumento do periodo de eletroestimulacéo.

5.8 Densidade de tecido conjuntivo

O aumento da percentagem de tecido conjuntivo, principalmente no
perimisio e no endomisio das fibras musculares é a alteracdo mais caracteristicaem
um muasculo desnervado. Autores afirmam que essas alteragfes interferem na
microcirculacdo sanguinea das fibras musculares, na recuperacdo funcional e na
interacdo neuromuscular apés a reinervacao do musculo (MINATOMO, 2007). O valor
de normalidade da percentagem de tecido conjuntivo em musculos sadios gira em
torno de 1 a 10% (MURPHY et al., 2013; NACU et al., 2013).

Murphy et al. (2013) citam que o tecido conjuntivo em excesso, no musculo
em regeneracgédo, pode acarretar resultados funcionais ruins, e a densidade do tecido
conjuntivo na grande maioria dos grupos reinervados, apresentou percentagem acima

do normal e na avaliagéo funcional, resultados ruins também foram vistos.

Fernandes et al. (2005) em sua pesquisa utilizaram estimulacao elétrica
apos desnervacao do isquiatico em ratos, observando a variacao da percentagem do
tecido conjuntivo no musculo séleo. Os resultados obtidos de densidade de area do
tecido conjuntivo foi significativamente menor no grupo desnervado mais estimulagéo
elétrica (16,61% ) em relacédo ao desnervado (34,49% ), sendo que ambos os grupos

apresentaram valores maiores que o grupo controle (9,55% ).
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Durigan et al. (2006) avaliaram o efeito da estimulag&o elétrica (EE) na
area das fibras e densidade do tecido conjuntivo do musculo soOleo de ratos
submetidos a imobilizacdo de tornozelo durante 3 dias. Seus animais foram divididos
em 3 grupos: controle, imobilizado por 3 dias e imobilizado associado a EE por 3 dias.
Os resultados encontrados de percentagem de TC foram: o grupo controle apresentou
um valor médio de 8,93%; o grupo que foi imobilizado, 33,93%; e 0 grupo
eletroestimulado 17,86%, observando o efeito positivo do uso da EE na minimizagao

do aumento de tecido conjuntivo em musculos desnervados.

Neste trabalho, com musculo tibial cranial o resultado obtido de densidade
de tecido conjuntivo, nos grupos eletroestimulados, esteve entre 1 e 10%, sendo
GEA45 (7,92%), GER45 (8,84%), GEA90 (9,66%) e GER90 9&,00%), resultado
funcional bom como descrito por MURPHY et al., 2013, e superior ao apresentado
pelo grupo desnervado 45 (21,42%) e 90 (36,98%).

Portanto, a densidade de tecido conjuntivo nos muasculos € um fator
determinante na recuperacao funcional e a sua comparacao deve ser feita. Métodos
mais sofisticados, os quais mostrem qual tipo de tecido conjuntivo esta sendo

substituido no musculo reinervado devem ser mais detalhadamente investigados.
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6 CONCLUSAO

Com o modelo experimental utilizado nesta pesquisa, a comparagao entre
0s grupos com periodos de eletroestimulacéo diferentes, 45 e 90 dias, apontaram que
entre grupos de mesmo periodo de eletroestimulacdo ndo houve diferenca
significativa, mas entre os grupos com periodos diferentes, 45 e 90 dias, ocorreu uma
influéncia positiva no periodo maior, em todos os parametros avaliados. Constatando,
assim, que existe uma relacéo direta na melhora das caracteristicas morfolégicas e

funcionais com o aumento do periodo de eletroestimulacéo.
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8.2 Andlise estatistica gerada pelo software Graphpad Prism Pad 5.1

Andlise Funcional - Intensidade de Contato

88

45 dias
Table Analyzed
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary il
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 6
F 173,1
R squared 0,9537
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 1,720
P value 0,8864
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 1621 5 324,1
Residual (within columns) 78,63 42 1,872
Total 1699 47
Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. gl Significant? P < 0.05?| Summary 95% CI of diff
GCl vs GENLT45 8,125 16,80 Yes ***  6.081 to 10.17
GCl vs GEA45 4,500 9,303 Yes % 2.456 t0 6.544
GCl vs GER45 4,625 9,561 Yes **%  2.581 to 6.669
GCl vs GCF45 -0,1250 0,2584 No ns| -2.1691to 1.919
GCl vs GD45 17,00 35,14 Yes % 14.96t0 19.04
GENLT45 vs GEA45 -3,625 7,494 Yes *** -5.669 to -1.581
GENLT45 vs GER45 -3,500 7,235 Yes *** -5.544 to -1.456
GENLT45 vs GCF45 -8,250 17,05 Yes *** -10.29 to -6.206
GENLT45 vs GD45 8,875 18,35 Yes ***  6.831 to 10.92
GEA45 vs GER45 0,1250 0,2584 No ns| -1.919to 2.169
GEA45 vs GCF45 -4,625 9,561 Yes % -6.669 to -2.581
GEA45 vs GD45 12,50 25,84 Yes % 10.46 to 14.54
GER45 vs GCF45 -4,750 9,819 Yes *** -6.794 to -2.706
GER45 vs GD45 12,38 25,58 Yes ***  10.33to 14.42
GCF45 vs GD45 17,13 35,40 Yes ***  15.08 to 19.17




Andlise Funcional - Intensidade de Contato - 90 dias

89

Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value <0.0001

P value summary o

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 6

F 222,4

R squared 0,9636

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 2,042

P value 0,8433

P value summary ns

Do the variances differ signif. (P < 0.05) No

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 2478 5 495,7

Residual (within columns) 93,63 42 2,229

Total 2572 47

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. gl Significant? P < 0.05?| Summary| 95% CI of diff
GCl vs GENLT90 11,38 21,55 Yes % 09.14510 13.61
GCl vs GEA90 3,000 5,683 Yes **  0.7697 t0 5.230
GCl vs GER90 2,875 5,446 Yes **  0.6447 to 5.105
GCl vs GCF90 -0,6250 1,184 No ns| -2.855to 1.605
GCl vs GD90 19,50 36,94 Yes % 17.27 10 21.73
GENLT90 vs GEA90 -8,375 15,87 Yes *** -10.61 to -6.145
GENLT90 vs GER90 -8,500 16,10 Yes *** -10.73 t0 -6.270
GENLT90 vs GCF90 -12,00 22,73 Yes % -14.231t0-9.770
GENLT90 vs GD90 8,125 15,39 Yes ***  5.89510 10.36
GEA90 vs GER90 -0,1250;  0,2368 No ns| -2.3551t02.105
GEA90 vs GCF90 -3,625 6,867 Yes *** -5.855 t0 -1.395
GEA90 vs GD90 16,50 31,26 Yes % 14.27 10 18.73
GER90 vs GCF90 -3,500 6,630 Yes *** 5,730 to -1.270
GER90 vs GD90 16,63 31,49 Yes % 14.3910 18.86
GCF90 vs GD90 20,13 38,12 Yes % 17.8910 22.36




Comparacao intensidade de contato - Tempo 45 x Tempo 90

90

Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value < 0.0001

P value summary i

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 6

F 43,84

R squared 0,8392

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 2,424

P value 0,7879

P value summary ns

Do the variances differ signif. (P < 0.05) No

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 4475 5 89,50

Residual (within columns) 85,75 42 2,042

Total 533,3 47

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. gl Significant? P < 0.05?| Summary| 95% CI of diff
GENLT45 vs GENLT90 3,250 6,433 Yes % 1.116t0 5.384
GENLTA45 vs GEA45 -3,625 7,176 Yes *** 5,759 to -1.491
GENLTA45 vs GER45 -3,500 6,928 Yes ***  -5.634 to -1.366
GENLT45 vs GEA90 -5,125 10,14 Yes *x|-7.259 10 -2.991
GENLTA45 vs GER90 -5,250 10,39 Yes % -7.384t0-3.116
GENLT90 vs GEA45 -6,875 13,61 Yes *** -9.009 to -4.741
GENLT90 vs GER45 -6,750 13,36 Yes ***  -8.884 to -4.616
GENLT90 vs GEA90 -8,375 16,58 Yes *** -10.51t0-6.241
GENLT90 vs GER90 -8,500 16,83 Yes *** -10.63 to -6.366
GEAA45 vs GER45 0,1250 0,2474 No ns| -2.009 to 2.259
GEA45 vs GEA90 -1,500 2,969 No ns| -3.634 to 0.6344
GEA45 vs GER90 -1,625 3,217 No ns| -3.759 to 0.5094
GER45 vs GEA90 -1,625 3,217 No ns| -3.759 to 0.5094
GER45 vs GER90 -1,750 3,464 No ns| -3.884 to 0.3844
GEA90 vs GER90 -0,1250 0,2474 No ns| -2.259 to 2.009




Massa Inicial (g) - 45 dias

91

Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value 0,9497

P value summary ns

Are means signif. different? (P < 0.05) No

Number of groups 6

F 0,2258

R squared 0,02048

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 4,382

P value 0,4958

P value summary ns

Do the variances differ signif. (P < 0.05) No

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 107,5 5 2151

Residual (within columns) 5142 54 95,23

Total 5250 59

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g/ Significant? P < 0.05?| Summary| 95% CI of diff
GCl vs GENLT45 -3,900] 1,264 No ns| -16.81 to 9.010
GCl vs GEA45 -1,400] 0,4537 No ns| -14.31to0 11.51
GCl vs GER45 -1,100] 0,3565 No ns| -14.01to0 11.81
GCl vs GCF45 -3,000[ 0,9722 No ns| -15.91 to 9.910
GCl vs GD45 -3,000[ 0,9722 No ns| -15.91 to0 9.910
GENLT45 vs GEA45 2,500[ 0,8101 No ns| -10.41 to 15.41
GENLT45 vs GER45 2,800/ 0,9074 No ns| -10.11 t0 15.71
GENLT45 vs GCF45 0,9000] 0,2917 No ns| -12.01t0 13.81
GENLTA45 vs GD45 0,9000] 0,2917 No ns| -12.01t0 13.81
GEA45 vs GER45 0,3000{0,09721 No ns| -12.61t0 13.21
GEA45 vs GCF45 -1,600] 0,5185 No ns| -14.51t011.31
GEA45 vs GD45 -1,600] 0,5185 No ns| -14.51t0 11.31
GER45 vs GCF45 -1,900[ 0,6157 No ns| -14.81t0 11.01
GER45 vs GD45 -1,900[ 0,6157 No ns| -14.81t0 11.01
GCF45 vs GD45 0,0000{ 0,0000 No ns| -12.91t012.91
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Parameter

Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value 0,9571

P value summary ns

Are means signif. different? (P < 0.05) No

Number of groups 5

F 0,1606

R squared 0,01407

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 0,4531

P value 0,9779

P value summary ns

Do the variances differ signif. (P < 0.05) No

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 337,9 4 84,47

Residual (within columns) 23670 45 526,0

Total 24010 49

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g| Significant? P < 0.05?] Summary 95% CI of diff
GCl vs GENLT45 -373,6{ 0,0000 No ns| 0.0000 to 0.0000
GCl vs GEA45 -369,3| 0,0000 No ns| 0.0000 to 0.0000
GCl vs GER45 -365,4| 0,0000 No ns| 0.0000 to 0.0000
GCl vs GCF45 -369,0{ 0,0000 No ns| 0.0000 to 0.0000
GCl vs GD45 -369,3| 0,0000 No ns| 0.0000 to 0.0000
GENLT45 vs GEA45 4,300, 0,5929 No ns| -26.27 to 34.87
GENLT45 vs GER45 8,200] 1,131 No ns| -22.371to38.77
GENLT45 vs GCF45 4,600] 0,6342 No ns| -25.97to0 35.17
GENLT45 vs GD45 4,300, 0,5929 No ns| -26.27 to 34.87
GEA45 vs GER45 3,900| 0,5377 No ns| -26.67 to 34.47
GEA45 vs GCF45 0,3000]0,04136 No ns| -30.27 to 30.87
GEAA45 vs GD45 0,0000{ 0,0000 No ns| -30.57 to 30.57
GERA45 vs GCF45 -3,600] 0,4964 No ns| -34.17 to 26.97
GER45 vs GD45 -3,900{ 0,5377 No ns| -34.47 to 26.67
GCF45 vs GD45 -0,3000] 0,04136 No ns| -30.87 to 30.27
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Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value 0,4430

P value summary ns

Are means signif. different? (P < 0.05) No

Number of groups 6

F 0,9724

R squared 0,08260

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 1,974

P value 0,8528

P value summary ns

Do the variances differ signif. (P < 0.05) No

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 340,5 5 68,10

Residual (within columns) 3782 54 70,03

Total 4122 59

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g| Significant? P < 0.05?| Summary| 95% CI of diff
GCl vs GENLT90 -5,400] 2,041 No ns| -16.47 to 5.672
GCl vs GEA90 -0,2000| 0,07558 No ns| -11.27 to 10.87
GCl vs GER90 -6,000] 2,267 No ns| -17.07 to 5.072
GCl vs GCF90 -3,700] 1,398 No ns| -14.77to 7.372
GCl vs GD90 -4,600 1,738 No ns| -15.67t06.472
GENLT90 vs GEA90 5,200[ 1,965 No ns| -5.872to 16.27
GENLT90 vs GER90 -0,6000{ 0,2267 No ns| -11.67 to 10.47
GENLT90 vs GCF90 1,700 0,6424 No ns| -9.372to 12.77
GENLT90 vs GD90 0,8000[ 0,3023 No ns| -10.27t0 11.87
GEA90 vs GER90 -5,800] 2,192 No ns| -16.87 to 5.272
GEA90 vs GCF90 -3,500] 1,323 No ns| -14.57 to 7.572
GEA90 vs GD90 -4,400 1,663 No ns| -15.47 t0 6.672
GER90 vs GCF90 2,300 0,8691 No ns| -8.772to 13.37
GER90 vs GD90 1,400 0,5290 No ns| -9.672to 12.47
GCF90 vs GD90 -0,9000{ 0,3401 No ns| -11.97 to 10.17
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Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value 0,2051

P value summary ns

Are means signif. different? (P < 0.05) No

Number of groups 5

F 1,546

R squared 0,1208

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 0,3724

P value 0,9847

P value summary ns

Do the variances differ signif. (P < 0.05) No

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 580,1 4 145,0

Residual (within columns) 4221 45 93,80

Total 4801 49

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g/Significant? P < 0.05?|Summary| 95% CI of diff
GCl vs GENLT90 -411,2| 0,0000 No ns|0.0000 to 0.0000
GCl vs GEA90 -420,6/ 0,0000 No ns|0.0000 to 0.0000
GCl vs GER90 -415,1| 0,0000 No ns|0.0000 to 0.0000
GCl vs GCF90 -419,0[ 0,0000 No ns|0.0000 to 0.0000
GCl vs GD90 -414,0[ 0,0000 No ns|0.0000 to 0.0000
GENLT90 vs GEA90 -9,400, 3,069 No ns| -22.31to 3.508
GENLT90 vs GER90 -3,900, 1,273 No ns| -16.81to 9.008
GENLT90 vs GCF90 -7,800] 2,547 No ns| -20.71to 5.108
GENLT90 vs GD90 -2,800{ 0,9142 No ns| -15.71t010.11
GEA90 vs GER90 5,500 1,796 No ns| -7.408to 18.41
GEA90 vs GCF90 1,600] 0,5224 No ns| -11.31to 14.51
GEA90 vs GD90 6,600 2,155 No ns| -6.308 to 19.51
GER90 vs GCF90 -3,9000 1,273 No ns| -16.81 to 9.008
GER90 vs GD90 1,100/ 0,3592 No ns| -11.81to 14.01
GCF90 vs GD90 5,000] 1,633 No ns| -7.9081t017.91
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Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value < 0.0001

P value summary o

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 6

F 271,9

R squared 0,9742

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 20,61

P value 0,0010

P value summary il

Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 2,557 5 0,5115

Residual (within columns) 0,06771 36 0,001881

Total 2,625 41

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g/ Significant? P < 0.05?|Summary 95% CI of diff
GCl vs GENLT45 0,04857] 2,963 No ns| -0.02126t0 0.1184
GCl vs GEA45 -0,1600[ 9,761 Yes *++ -0.2298 to -0.09017
GCl vs GER45 -0,1700] 10,37 Yes **+ -0.2398 to -0.1002
GCl vs GCF45 -0,3043| 18,56 Yes **%  -0.3741 to -0.2345
GCl vs GD45 0,4671] 28,50 Yes **+  0.3973 to 0.5370
GENLT45 vs GEA45 -0,2086] 12,72 Yes *** -0.2784 10 -0.1387
GENLT45 vs GER45 -0,2186] 13,33 Yes *** -0.2884 to -0.1487
GENLT45 vs GCF45 -0,3529] 21,53 Yes **%  -0.4227 to -0.2830
GENLT45 vs GD45 0,4186| 25,53 Yes **x 0.3487 to 0.4884
GEA45 vs GER45 -0,01000] 0,6100 No ns|-0.07983 to 0.05983
GEA45 vs GCF45 -0,1443| 8,802 Yes *++ -0.2141 to -0.07445
GEA45 vs GD45 0,6271| 38,26 Yes ***  0.5573 t0 0.6970
GER45 vs GCF45 -0,1343| 8,192 Yes *++ -0.2041 to -0.06445
GERA45 vs GD45 0,6371] 38,87 Yes ***  0.5673 to 0.7070
GCF45 vs GD45 0,7714| 47,06 Yes **%  (0.7016 to 0.8413
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Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value < 0.0001

P value summary il

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 6

F 936,3

R squared 0,9924

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 14,10

P value 0,0150

P value summary *

Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 3,801 5 0,7602

Residual (within columns) 0,02923 36 0,0008119

Total 3,830 41

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g| Significant? P < 0.05?| Summary 95% CI of diff
GCl vs GENLT90 -0,01714| 1,592 No ns| -0.06302 to 0.02874
GCl vs GEA90 -0,2629| 24,41 Yes **+  -0.3087 to -0.2170
GCl vs GER90 -0,2657| 24,67 Yes ***  -0.3116 to -0.2198
GCl vs GCF90 -0,4429| 41,12 Yes **+  -0.4887 to -0.3970
GCl vs GD90 0,4971] 46,16 Yes Fkk 0.4513 to 0.5430
GENLT90 vs GEA90 -0,2457| 22,82 Yes **+ -0.2916 to -0.1998
GENLT90 vs GER90 -0,2486| 23,08 Yes **+ -0.2945 to -0.2027
GENLT90 vs GCF90 -0,4257| 39,53 Yes *** -0.4716 to -0.3798
GENLT90 vs GD90 0,5143] 47,75 Yes rkk 0.4684 to 0.5602
GEA90 vs GER90 -0,002857| 0,2653 No ns| -0.04874 to 0.04302
GEA90 vs GCF90 -0,1800] 16,71 Yes **+ -0.2259 10 -0.1341
GEA90 vs GD90 0,7600{ 70,57 Yes rkk 0.7141 to 0.8059
GER90 vs GCF90 -0,1771] 16,45 Yes ***-0.2230t0 -0.1313
GER90 vs GD90 0,7629| 70,83 Yes rkk 0.7170 to 0.8087
GCF90 vs GD90 0,9400; 87,28 Yes rkk 0.8941 to 0.9859
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Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value <0.0001

P value summary e

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 6

F 61,83

R squared 0,8957

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 20,74

P value 0,0009

P value summary i

Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 0,5935 5 0,1187

Residual (within columns) 0,06911 36 0,001920

Total 0,6626 41

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g| Significant? P < 0.05?| Summary| 95% CI of diff
GNLT45 vs GNLT90 -0,07286| 4,399 Yes *-0.1434 to -0.002308
GNLT45 vs GEA45 -0,2086| 12,59 Yes **%  -0.2791 to -0.1380
GNLT45 vs GER45 -0,2186| 13,20 Yes **%  -0.2891 to -0.1480
GNLT45 vs GEA90 -0,3186| 19,24 Yes **%  -0.3891 to -0.2480
GNLT45 vs GER90 -0,3214| 19,41 Yes **+  -0.3920 to -0.2509
GNLT90 vs GEA45 -0,1357| 8,195 Yes **+ -0.2063 to -0.06516
GNLT90 vs GER45 -0,1457| 8,799 Yes **+ -0.2163 to -0.07516
GNLT90 vs GEA90 -0,2457| 14,84 Yes **%  -0.3163 to -0.1752
GNLT90 vs GER90 -0,2486| 15,01 Yes **%  -0.3191t0 -0.1780
GEA45 vs GER45 -0,01000| 0,6038 No ns| -0.08055 to 0.06055
GEA45 vs GEA90 -0,1100] 6,642 Yes **+ -0.1805 to -0.03945
GEA45 vs GER90 -0,1129| 6,815 Yes **+ -0.1834 to -0.04231
GER45 vs GEA90 -0,1000] 6,038 Yes ** -0.1705 to -0.02945
GER45 vs GER90 -0,1029| 6,211 Yes ** -0.1734 to -0.03231
GEA90 vs GER90 -0,002857| 0,1725 No ns| -0.07341 to 0.06769
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Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value <0.0001

P value summary o

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 6

F 108,1

R squared 0,8897

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 22,31

P value 0,0005

P value summary il

Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 17370000 5 3474000

Residual (within columns) 2153000 67 32130

Total 19520000 72

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g| Significant? P < 0.05? Summary| 95% CI of diff
GCl vs GNLT45 560,7 11,56 Yes ***  359.1to 762.2
GCl vs GEA45 136,3 2,810 No ns| -65.26 to 337.9
GCl vs GER45 140,0 2,887 No ns| -61.54 to 341.6
GCl vs GCF45 -816,5 16,83 Yes **+ 1018 to -614.9
GCl vs GD45 815,5 16,81 Yes ***  613.9to 1017
GNLT45 vs GEA45 -424.4 7,851 Yes *** -648.9 10 -199.8
GNLT45 vs GER45 -420,6 7,782 Yes *** -645.2 t0 -196.1
GNLT45 vs GCF45 -1377 25,48 Yes *** -1602 to -1153
GNLT45 vs GD45 254.,8 4,715 Yes * 30.231t0479.4
GEAA45 vs GER45 3,727 0,06896 No ns| -220.9 to 228.3
GEA45 vs GCF45 -952,8 17,63 Yes *** 1177 to -728.2
GEAA45 vs GD45 679,2 12,57 Yes ***  454.6 to 903.8
GER45 vs GCF45 -956,5 17,70 Yes *** 1181 to -732.0
GER45 vs GD45 675,5 12,50 Yes ***  450.9 to 900.0
GCF45 vs GD45 1632 30,19 Yes *** 1407 to 1857
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Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value <0.0001

P value summary e

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 6

F 137,4

R squared 0,8707

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 83,40

P value < 0.0001

P value summary i

Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 109300000 5 21870000

Residual (within columns) 16230000 102 159100

Total 125600000 107

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g| Significant? P < 0.05? Summary| 95% CI of diff
GCl vs GNLT90 434,3 4,619 Yes * 47.30to0 821.3
GCl vs GEA90 -421,0 4,478 Yes * -808.0 to -34.02
GCl vs GER90 -438,3 4,662 Yes *-825.3 t0 -51.35
GCl vs GCF90 -1635 17,39 Yes *** 2022 to -1248
GCl vs GD90 1693 18,00 Yes *** 1306 to 2079
GNLT90 vs GEA90 -855,3 9,097 Yes #1242 to -468.3
GNLT90 vs GER90 -872,6 9,282 Yes **x -1260 to -485.6
GNLT90 vs GCF90 -2069 22,01 Yes *** 2456 to -1682
GNLT90 vs GD90 1258 13,38 Yes *%  871.2 to 1645
GEA90 vs GER90 -17,33 0,1844 No ns| -404.3 to 369.6
GEA90 vs GCF90 -1214 12,91 Yes ** -1601 to -827.2
GEA90 vs GD90 2114 22,48 Yes ** 1727 to 2500
GER90 vs GCF90 -1197 12,73 Yes *** -1584 to -809.9
GER90 vs GD90 2131 22,66 Yes *% 1744 to 2518
GCF90 vs GD90 3328 35,39 Yes *** 2041 to 3715
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Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value < 0.0001

P value summary i

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 6

F 17,18

R squared 0,5146

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 85,46

P value < 0.0001

P value summary e

Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 13890000 5 2779000

Residual (within columns) 13100000 81 161800

Total 27000000 86

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. gl Significant? P < 0.05? Summary|  95% CI of diff
GNLT45 vs GNLT90 -126,4 1,161 No ns| -576.9 to 324.2
GNLT45 vs GEA45 -424.4 3,499 No ns| -926.41to0 77.63
GNLT45 vs GER45 -420,6 3,469 No ns| -922.6to 81.35
GNLT45 vs GEA90 -981,7 9,019 Yes **+ 1432 to -531.1
GNLT45 vs GER90 -999,0 9,179 Yes **+ 1450 to -548.5
GNLT90 vs GEA45 -298,0 2,738 No ns| -748.5to 152.6
GNLT90 vs GER45 -294,2 2,703 No ns| -744.8 to 156.3
GNLT90 vs GEA90 -855,3 9,022 Yes **k 1248 to -462.9
GNLT90 vs GER90 -872,6 9,205 Yes *rk 1265 to -480.2
GEA45 vs GER45 3,727 0,03074 No ns| -498.3 to 505.7
GEA45 vs GEA90 -557,3 5,120 Yes ** -1008 to -106.8
GEA45 vs GER90 -574,6 5,280 Yes ** -1025t0-124.1
GER45 vs GEA90 -561,0 5,155 Yes ** -1012t0-110.5
GER45 vs GER90 -578,4 5,314 Yes ** -1029 to -127.8
GEA90 vs GER90 -17,33 0,1828 No ns| -409.8 to 375.1
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Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value < 0.0001

P value summary o

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 6

F 601,1

R squared 0,9788

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 9,816

P value 0,0806

P value summary ns

Do the variances differ signif. (P < 0.05) No

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 9157 5 1831

Residual (within columns) 198,0 65 3,047

Total 9355 70

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g| Significant? P < 0.05? Summary 95% CI of diff
GCl vs GNLT45 18,03 37,29 Yes ***  16.02 to 20.04
GCl vs GEA45 4,483 9,274 Yes K 2.47310 6.493
GCl vs GER45 4,392 9,086 Yes *rk - 2.382 to 6.402
GCl vs GCF45 -9,699 20,06 Yes **+ -11.71t0 -7.689
GCl vs GD45 25,66 53,09 Yes ***  23.66 to 27.67
GNLT45 vs GEA45 -13,55 25,74 Yes *** -15.7310-11.36
GNLT45 vs GER45 -13,64 25,91 Yes *** -15.8210-11.45
GNLT45 vs GCF45 -27,73 52,69 Yes *** -20.92 to -25.54
GNLT45 vs GD45 7,636 14,51 Yes ***  5.44810 9.824
GEA45 vs GER45 -0,09091 0,1727 No ns| -2.279to 2.097
GEAA45 vs GCF45 -14,18 26,95 Yes **k -16.37 10 -11.99
GEA45 vs GD45 21,18 40,25 Yes *** 18.99 10 23.37
GER45 vs GCF45 -14,09 26,77 Yes **+ -16.2810-11.90
GERA45 vs GD45 21,27 40,42 Yes ***  19.08 to 23.46
GCF45 vs GD45 35,36 67,20 Yes ***  33.18 to 37.55
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Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value < 0.0001

P value summary il

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 6

F 1314

R squared 0,9865

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 21,97

P value 0,0005

P value summary il

Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 22980 5 4597

Residual (within columns) 314,8 90 3,497

Total 23300 95

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g| Significant? P < 0.05? Summary| 95% CI of diff
GCl vs GNLT90 5,563 11,90 Yes ¥+  3.632to 7.493
GCl vs GEA90 -3,125 6,684 Yes *** -5.056 t0-1.194
GCl vs GER90 -3,375 7,219 Yes ***  -5.306 to -1.444
GCl vs GCF90 -14,19 30,35 Yes % -16.121t0-12.26
GCl vs GD90 35,38 75,66 Yes ***  33.44t0 37.31
GNLT90 vs GEA90 -8,688 18,58 Yes *** -10.62 to -6.757
GNLT90 vs GER90 -8,938 19,12 Yes *** -10.87 to -7.007
GNLT90 vs GCF90 -19,75 42,24 Yes ¥+ -21.6810-17.82
GNLT90 vs GD90 29,81 63,77 Yes ¥+ 27.8810 31.74
GEA90 vs GER90 -0,2500 0,5347 No ns| -2.181to1.681
GEA90 vs GCF90 -11,06 23,66 Yes **-12.99 10 -9.132
GEA90 vs GD90 38,50 82,35 Yes % 36.57 10 40.43
GER90 vs GCF90 -10,81 23,13 Yes % -12.74 10 -8.882
GER90 vs GD90 38,75 82,88 Yes % 36.82 10 40.68
GCF90 vs GD90 49,56 106,0 Yes ¥ 47.631051.49
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Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value <0.0001

P value summary il

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 6

F 194,4

R squared 0,9284

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 7,276

P value 0,2009

P value summary ns

Do the variances differ signif. (P < 0.05) No

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 3868 5 773,5

Residual (within columns) 298,5 75 3,980

Total 4166 80

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g| Significant? P < 0.05? Summary 95% CI of diff
GNLT45 vs GNLT90 -12,47 22,56 Yes *** -14.76 t0 -10.18
GNLT45 vs GEA45 -13,55 22,52 Yes *** -16.04 t0 -11.05
GNLT45 vs GER45 -13,64 22,67 Yes *** -16.13t0 -11.14
GNLT45 vs GEA90 -21,15 38,29 Yes **+ -23.44 10 -18.86
GNLT45 vs GER90 -21,40 38,74 Yes **4 -23.6910-19.11
GNLT90 vs GEA45 -1,080 1,954 No ns| -3.370t01.211
GNLT90 vs GER45 -1,170 2,118 No ns| -3.461to0 1.120
GNLT90 vs GEA90 -8,688 17,42 Yes **% -10.76 to -6.620
GNLT90 vs GER90 -8,938 17,92 Yes **% -11.01 to -6.870
GEA45 vs GER45 -0,09091 0,1511 No ns| -2.585t0 2.403
GEA45 vs GEA90 -7,608 13,77 Yes **+ -0.899 to -5.317
GEA45 vs GER90 -7,858 14,22 Yes *** -10.15 to -5.567
GER45 vs GEA90 -7,5617 13,61 Yes *** -0.808 to -5.226
GER45 vs GER90 -7,767 14,06 Yes **% -10.06 to -5.476
GEA90 vs GER90 -0,2500 0,5013 No ns| -2.3181t01.818
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Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value < 0.0001

P value summary il

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 6

E 167,3

R squared 0,9404

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 31,43

P value <0.0001

P value summary il

Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 2505 5 501,0

Residual (within columns) 158,7 53 2,994

Total 2664 58

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g| Significant? P < 0.05?| Summary, 95% CI of diff
GCl vs GENLT45 -0,4489| 0,8038 No ns -2.787 to 1.890
GCl vs GEA45 -1,985 3,245 No ns| -4.547 t0 0.5764
GCl vs GER45 -2,912 4,598 Yes *  -5.564 to -0.2602
GCl vs GCF45 -0,08775| 0,1434 No ns -2.649 t0 2.474
GCl vs GD45 -15,49 29,24 Yes % -17.7110-13.27
GENLT45 vs GEA45 -1,536 2,751 No ns| -3.8751t00.8021
GENLT45 vs GER45 -2,463 4,232 Yes *| -4.900 to -0.02628
GENLT45 vs GCF45 0,3612| 0,6467 No ns -1.977 10 2.700
GENLTA45 vs GD45 -15,04 32,19 Yes **  -17.00to -13.08
GEA45 vs GER45 -0,9265 1,463 No ns -3.57810 1.725
GEA45 vs GCF45 1,898 3,102 No ns| -0.6641 to 4.459
GEA45 vs GD45 -13,50 25,49 Yes % -15.721t0-11.29
GER45 vs GCF45 2,824 4,460 Yes *  0.1725t05.476
GERA45 vs GD45 -12,58 22,68 Yes ***%  -14.90to -10.26
GCF45 vs GD45 -15,40 29,07 Yes ¥ -17.6210-13.18
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Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value < 0.0001

P value summary rrx

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 6

F 557,9

R squared 0,9845

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 10030 5 2006

Residual (within columns) 158,2 44 3,596

Total 10190 49

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g/ Significant? P < 0.05?] Summary| 95% CI of diff
GCl vs GENLT90 -0,6058| 0,9723 No ns| -3.234to 2.022
GCl vs GEA90 -3,638 4,008 No ns| -7.467 to 0.1911
GCl vs GER90 -0,9787 1,192 No ns| -4.442to 2.485
GCl vs GCF90 -0,05500| 0,08204 No ns| -2.8831t02.773
GCl vs GD90 -30,96 53,32 Yes **x -33.41 to -28.51
GENLT90 vs GEA90 -3,032 3,472 No ns| -6.716 to 0.6518
GENLT90 vs GER90 -0,3730] 0,4764 No ns| -3.6751t0 2.929
GENLT90 vs GCF90 0,5508| 0,8841 No ns| -2.0771to03.179
GENLT90 vs GD90 -30,35 57,79 Yes **+ -32.57 t0 -28.14
GEA90 vs GER90 2,659 2,597 No ns| -1.661to 6.979
GEA90 vs GCF90 3,583 3,947 No ns| -0.2461 to 7.412
GEA90 vs GD90 -27,32 32,38 Yes **x -30.88 to -23.76
GER90 vs GCF90 0,9237 1,125 No ns| -2.540 to 4.387
GER90 vs GD90 -29,98 39,99 Yes **x -33.14 to -26.82
GCF90 vs GD90 -30,90 53,22 Yes **x -33.35t0 -28.45
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Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value 0,0188

P value summary *

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 6

F 3,103

R squared 0,2846

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 51,69 5 10,34

Residual (within columns) 129,9 39 3,332

Total 181,6 44

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. gl Significant? P < 0.05?| Summary 95% CI of diff
GENLT45 vs GENLT90 -0,2444| 0,4536 No ns| -2.5281to 2.039
GENLTA45 vs GEA45 -1,536] 2,608 No ns| -4.034 to 0.9608
GENLT45 vs GER45 -2,463| 4,012 No ns| -5.065 to 0.1391
GENLT45 vs GEA90 -3,277| 3,933 No ns| -6.808 to 0.2551
GENLT45 vs GER90 -0,6173| 0,8285 No ns| -3.776 to 2.541
GENLT90 vs GEA45 -1,292] 2,154 No ns| -3.8341to01.250
GENLT90 vs GER45 -2,219] 3,555 No ns| -4.864 to 0.4267
GENLT90 vs GEA90 -3,032| 3,607 No ns| -6.596 to 0.5314
GENLT90 vs GER90 -0,3730] 0,4949 No ns| -3.567 to 2.821
GEA45 vs GER45 -0,9265| 1,387 No ns| -3.758 to 1.905
GEA45 vs GEA90 -1,740] 1,991 No ns| -5.444to0 1.964
GEA45 vs GER90 0,9191] 1,163 No ns| -2.431to 4.269
GER45 vs GEA90 -0,8135| 0,9134 No ns| -4.589 to 2.962
GER45 vs GER90 1,846] 2,281 No ns| -1.5841t05.275
GEA90 vs GER90 2,659 2,698 No ns| -1.519to 6.838
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8.3 Artigo a ser enviado para Acta cirurgica

Correntes russa e aussie narecuperacao do musculo tibial cranial
apos neurorrafia latero-terminal em ratos

Luis Henrique Simionato!, Carlos Henrique Facchin Bortolucci', Geraldo Marco

Rosa Junior "' Fausto Viterbo v

' Professor assistente de Fisioterapia, Centro de Ciéncias da Salde da Universidade
Sagrado Coracdo. Concepcao e delineamento; Aquisi¢cdo dos dados; Procedimentos

técnicos; Interpretacdo dos dados; Redacdo do manuscrito.

I Professor assistente de Fisioterapia, Centro de Ciéncias da Salde da Universidade
Sagrado Coracao. Aquisicdo de dados; Revisao critica.

Il Departamento de Ciéncias da Saude, Universidade Sagrado Coragdo, Bauru.

Contribuicao cientifica e intelectual efetiva para o estudo; Revisao critica.

V' Departamento de Cirurgia e Ortopedia, Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Julio de Mesquita Filho. Concepcao e delineamento; Revisdo critica;

Avaliacao Final.

ABSTRACT

OBJETIVO: Este trabalho descreve, avalia e compara a eficiéncia entre as correntes
russa e aussie na recuperacdo do musculo tibial cranial apds neurorrafia latero-

terminal em ratos.

METODO: Foram utilizados 120 ratos Wistar machos (Rattus norvergicus),
eletroestimulados com corrente russa e aussie, ap0s neurorrafia latero-terminal, em
dois periodos diferentes 45 e 90 dias, distribuidos em 11 grupos: Controle Grupo
Controle Inicial (GCI); Grupo Neurorrafia Latero-terminal 45 (GNLT45); Grupo
Neurorrafia Latero-terminal com Estimulacdo Aussie 45 dias (GEA45); Grupo
Neurorrafia Latero-terminal com Estimulacdo Russa 45 dias (GER45); Grupo
Desnervado 45 dias (GD45); Grupo Controle Final 45 (GCF45); Grupo Neurorrafia
Latero-terminal 90 (GNLT90); Grupo Neurorrafia Latero-terminal com Estimulagéo

Aussie 90 dias (GEA90); Grupo Neurorrafia Laatero-terminal com Estimulacdo Russa
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90 dias (GER90); Grupo Desnervado 90 dias (GD90); Grupo Controle Final 90
(GCF90). Foram realizadas analises funcionais e morfométricas dos tecidos
musculares dos ratos comparando a resposta da regeneracdo trofica do tecido

muscular entre os diferentes tratamentos.

RESULTADOS: A comparacdo entre 0os grupos com periodos de eletroestimulgédo
diferentes 45 e 90 dias, apontaram que entre grupos de mesmo periodo de
eletroestimulacdo ndo houve diferenca significativa, mas entre 0s grupos com
periodos diferentes, 45 e 90 dias, e que ocorreu uma influéncia positiva no periodo

maior.

CONCLUSAOQ: Com o modelo experimental utilizado nesta pesquisa, conclui-se que
existe uma relacao direta na melhora das caracteristicas morfologicas e funcionais do

tecido muscular p6s NLT com o aumento do periodo de eletroestimulacao.

Palavras-chaves: Neurorrafia Léatero-terminal. Eletroestimulagdo. Nervo Fibular

Musculo Tibial Cranial.
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Introducéo

As lesGes nos nervos periféricos causam alteracbes na estrutura,
metabolismo e atividade fisioldgica do corpo celular neuronal, podendo interromper a
inervagdo dos oOrgdos distais a lesdo e, tratando-se de neurdnio motor, o 6rgédo

comprometido é o musculo. 2

Técnicas terapéuticas para recuperacdo dessas lesdes nervosas, Sao
desenvolvidas por profissionais de diversas areas da medicina, pesquisando a
fisiopatologia das lesBes nervosas periféricas com o intuito de promover a
regeneracdo destes nervos e a recuperacao funcional.®

Viterbo* e Viterbo et al.> propuseram a neurorrafia latero-terminal (NLT)
sem lesdo no nervo doador e, até mesmo, sem a remocé&o do epineuro.® Com trabalho
experimental em ratos, realizaram a secc¢ao do nervo fibular, que inerva o musculo
tibial cranial (MTC), e seu coto distal foi suturado a face lateral do nervo tibial intacto,
sem a remocdao do epineuro. Obtiveram, pela primeira vez, reinervacdo muscular sem
prejuizo ao nervo doador. Foi grande a contribuicdo desta técnica, pois, a partir dela,
qualguer nervo pode ser utilizado como nervo doador sem prejuizos para este ou para
as estruturas por ele inervadas. A técnica de neurorrafia latero-terminal chamou a
atencdo da comunidade cientifica por apresentar resultados expressivos em relagéo
a regeneracdo da fibra nervosa’ diversos estudos experimentais estdo sendo

realizados reproduzindo a NLT. &9 10, 11,12

A estimulacdo elétrica (EE) com finalidade regenerativa, embora
controvertida tornou-se objeto de estudo na recuperacgéo funcional muscular, pois a
mesma pode ser aplicada como método de prevencdo da atrofia muscular que
retardaria e, em alguns casos, evitaria a perda de tecido muscular resultante de um
periodo de inatividade ou por desnervagéo. 13 14 15 16,17, 18, 19

Existe atualmente no mercado dois tipos distintos de corrente de média
frequéncia, a corrente Russa e corrente Aussie. A corrente Russa apresenta 0s
seguintes dados: frequéncia de 2500Hz, ciclo de trabalho de 50%, estimulo de 10
segundos, seguido por outro de 50 segundos ou descanso, pulso de 4ms e burst
ajustavel. E recomendado que a corrente seja utilizada durante 10 minutos por sess&o

e alternadamente, podendo ser utilizada no tratamento da atrofia muscular e aumento
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de forca sendo que com a associagdo de exercicios fisicos esse aumento de forca
tem um resultado significativo.?°

A corrente Aussie € uma corrente elétrica terapéutica alternada com
frequéncia na faixa de 1000Hz com alguma semelhanca em relacdo a Corrente Russa.
A diferencga esta no valor da corrente em Hz utilizada, bem como no formato de onda.
A corrente Russa € apresenta duracdo de pulso de 4ms, ja a corrente Aussie
apresenta duracdo de 2ms. Estudos sugerem ainda, que para uma estimulacao
motora intensa e eficiente, com desconforto minimo, a frequéncia de 1000Hz deve

ser utilizada combinada com a modulagédo em burst com duracéo de 2 ms.?*

Considerando as pesquisas atuais, que apresentam a eletroestimulacéo
como coadjuvante importante na regeneracdo das lesdes nervosas periféricas, mas
gue ainda suscita diversas questdes; e a neurorrafia latero-terminal uma importante
técnica no tratamento de lesdo nervosa periférica, sobretudo em casos criticos, mas
gue ainda demanda aprimoramento, decidiu-se estudar o efeito da eletroestimulacéo,
com dois tipos diferentes de correntes, na reinervacdo periférica por meio da

neurorrafia latero-terminal.

Métodos

Todos os procedimentos realizados foram de acordo com o0s Principios
Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA), que foi aprovado ap6s anélise do Comité de Etica da Faculdade de
Medicina de Botucatu, sob o numero 1042/2013.

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade do
Sagrado Coracédo — USC/BAURU. Foram utilizados 120 ratos (Rattus norvergicus) da
linhagem Wistar, machos com 80 dias de vida, eletroestimulados com corrente russa
e aussie, apos neurorrafia latero-terminal, em dois periodos diferentes 45 e 90 dias,

divididos em 11 grupos (figuras 1 e 2).
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Figura 1 - Grupos experimentais, 45 dias.

Grupos Experimentais 45 Dias Grupos/N° Animais

Grupo Controle Inicial (GCI) 08 animais

Grupo Neurorrafia Latero-Terminal 45 dias (GNLT45) com 08 animais

Grupo Neurorrafia Latero-Terminal com

Estimulagcdo Aussie 45 dias Gl DG

Grupo Neurorrafia Latero-Terminal com

ER4 1 imai
Estimulagdo Russa 45 dias (G ez il

Grupo Desnervado 45 dias (GD45) com 08 animais

Grupo Controle Final 45 dias (GCF 45) com 08 animais

Figura 2 - Grupos experimentais, 90 dias.
Grupos Experimentais 90 Dias Grupos/N° Animais

Grupo Controle Inicial (GCI) 08 animais
Grupo Neurorrafia Latero-Terminal 90 dias (GNLT90) com 08 animais

Grupo Neurorrafia Latero-Terminal com
Estimulacao Aussie 90 dias

Grupo Neurorrafia Latero-Terminal com L.
Estimulagio Russa 90 dias el R L
Grupo Desnervado 90 dias (GD90) com 08 animais
Grupo Controle Final 90 dias (GCF 90) com 08 animais

Os animais dos grupos CGI, CGF 45 e CGF 90 n&do sofreram nenhum

(GEA90) com 16 animais

procedimento cirargico ou protocolo de eletroestimulacdo, os animais do grupo CGl
foram eutanasiados com 80 dias, os dos grupos CGF 45 e CGF 90 foram
eutanasiados, respectivamente, afinal da aplicagéo do protocolo de eletroestimulacéo,
com 45 e 90 dias.

Nos grupos (GNLT 45 e 90), apresentando 08 animais cada, o nervo fibular
foi seccionado e seu coto proximal encurvado medialmente 100 graus, sendo
sepultado a musculatura adjacente, impedindo dessa forma, a regeneracdo
espontanea. O coto distal do nervo fibular foi encurvado, aproximadamente 80 graus,
e suturado lateralmente ao nervo tibial, apés a cirurgia os animais nao receberam os

protocolos de eletroestimulacéo (figura 3).
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Figura 3 - Procedimento cirdrgico realizado nos
Grupos GNLT 45 e GNLT 90

“ g

Nervo Fibu

Nos Grupos (GD45 e GD90), com 8 animais, o nervo fibular foi seccionado
e seus cotos invertidos 180 graus. O coto distal foi fixado a musculatura subjacente.
O coto proximal foi transpassado por uma incisdo na musculatura glatea e suturado
no plano subcutaneo a fim de impedir reinervacéo motora (figura 4).

Nos Grupos (GEA45 e GEA90) e (GER45 e GER90) com 16 animais cada,
o nervo fibular foi seccionado e seu coto proximal encurvado medialmente 100 graus,
sendo sepultdo a musculatura adjacente, impedindo dessa forma, a regeneracdo
espontanea. O coto distal do nervo fibular foi encurvado, aproximadamente 80 graus,
e suturado lateralmente ao nervo tibial, apds a cirurgia, os animais foram estimulados

com as Correntes Aussie e Russa, no musculo tibial cranial (figura 5).
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Figura 4 - Procedimento cirargico dos grupos
desnervado GD45 e GD 90.
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Figura 5 - Processo cirdrgico da neurorrafia
latero-terminal (NLT) dos grupos eletro estimulados
(GEA 45, GEA 90, GER 45 e GER 90).
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Procedimento cirdrgico

Para cada procedimento cirirgico, os animais foram anestesiados com
ketamina (80mg/Kg) e xilazina (30mg/Kg) intraperitoneal .

No pos-operatorio os animais foram observados quanto a dor,
considerando 0s seguintes sinais: vocalizacdo, piloerecdo, postura encurvada,
hipotermia, descarga ocular, ato de lamber-se, maior agressividade, relutancia em

interagir, alteracdo no consumo de agua e racdo e por ultimo, a perda de massa. A
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analgesia pos-operatéria foi feita com acetominofenol (paracetamol) 2 mg/mL de
agua, na agua do bebedouro a cada 4 horas na agua oferecida. A medicacao foi usada
até ndo haver mais sinais de dor.

A face dorso-lateral do membro pélvico direito, marcado adequadamente,
sofreu incisdo de 2 a 3 cm longitudinalmente ao maior eixo do membro,
comprometendo pele e tecido subcutaneo com posterior divulsdo da musculatura.
Apos, foi realizado o procedimento, de acordo com cada grupo experimental.

As cirurgias foram realizadas com o auxilio de microscépio cirtrgico DF
Vasconcelos com aumentos de 10 e 16 vezes.

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

Os animais foram mantidos em caixas apropriadas, contendo quatro
animais cada, em temperatura controlada (25 + 2°C), ciclo claro-escuro de 12 horas,

com racao e agua ad libitum, até o momento da eutanasia.

Protocolo de estimulacdo elétrica

A estimulacéo elétrica com Corrente Aussie teve inicio com cinco dias de
pés-operatorio. Os animais dos grupos (GEA45 e GEA90) foram submetidos a trés
sessOes semanais com alternancia nos dias de aplicacdo das correntes, segundas,
guartas e sextas no periodo vespertino, durante os 45 e 90 dias, totalizando 18 e 36
sessdes respectivamente. Receberam estimulacéo elétrica no musculo tibial cranial,
com Corrente Aussie, com frequéncia portadora (carrier) de 1000 Hz, sincronizada ,
modulacdo em 30, para fibras musculares tipo I, e 100 Hz, para fibras musculares tipo
II, com duracdo do pulso de 2 ms, tempo de contragdo de 10 segundos por 20
segundos de relaxamento, durante 10 minutos cada modulagdo. A intensidade da
corrente elétrica foi aquela suficiente para promover a contracdo muscular, sendo
padronizada em 40 mA. Foi utilizado estimulador elétrico Neurodyn® 4 canais da
empresa Ibramed.

A estimulagéo elétrica com Corrente Russa teve inicio com cinco dias de
pos-operatorio. Os animais dos grupos (GER45 e GER90) foram submetidos a trés

sessOes semanais com alternancia nos dias de aplicacdo das correntes, segundas,
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quartas e sextas no periodo vespertino, durante os 45 e 90 dias, totalizando 18 e 36
sessdes respectivamente. Receberam estimulacdo elétrica no musculo tibial cranial
com Corrente Russa, com frequéncia portadora (carrier) de 2500 Hz, sincronizada,
modulacdo em 30 para estimular fibras musculares Tipo I, e 100 Hz para estimular
fibras musculares Tipo Il, com duragéo de burst de 4 ms, tempo de contracdo de 10
segundos por 20 segundos de relaxamento, durante 10 minutos cada modulagéo. A
corrente inicial foi aquela suficiente para promover a contragcdo muscular, sendo
padronizada em 40 mA. Foi utilizado estimulador elétrico Endophasys® da empresa
KLD.

Os animais foram estimulados acordados e sem anestesia. Para isto foi
utilizada uma capsula metélica com abertura posterior para a cauda e duas aberturas
laterais para fixacdo dos membros posteriores. Apos esta imobilizacdo, os eletrodos
de um centimetro quadrado de area foram fixados sobre o ventre do respectivo
musculo. Para aplicacdo da estimulagdo elétrica foram utilizados eletrodos

autoadesivos.

Andlise da marcha — “CatWalk®” — intensidade méaxima de contato

Para o teste CatWalk®, os animais sdo colocados sobre uma plataforma de
vidro iluminada, de maneira a que nos locais de contato das patas com a plataforma
é refletido um sinal luminoso de area e intensidade proporcionais a area de contato e
a pressao exercida pela pata. A plataforma encontra-se monitorizada com uma camara
de video colocada sob si e conectada a um computador equipado com um programa
de aquisicdo de imagem.??

Utilizando o CatWalk® realizou-se o estudo das pegadas e marcha do
animal, de forma estatica e dindmica, baseadas em duracdo, orientacdo e
coordenacao dos movimentos entre as patas.

Os critérios adotados para que uma caminhada fosse considerada
adequada para o experimento foram:

1. Que a caminhada durasse ao menos 5 segundos.

2. Que a caminhada ndo excedesse 10 segundos em tempo.

3. Que o numero minimo de pegadas fosse de trés, completas.

4. Pegadas incompletas nesse tempo e nesse percurso foram descartadas.
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5. A variacéo na velocidade permitida foi de 60%.

Esses critérios sdo pré-estabelecidos no programa do “CatWalk®” e podem
ser mudados conforme a conveniéncia de cada experimento. A intensidade do sinal
depende da area da pata em contato com a plataforma e aumenta com a presséo
aplicada pela pata.??

Para o teste de forca de contracdo maxima, o tendao distal do musculo
tibial cranial foi seccionado na sua insercdo. Um fio de nailon 4.0 foi suturado nesse
tenddo e a outra extremidade foi amarrada a um pequeno gancho ligado a um
transdutor de forca FTO3 (Grass Technologies), para a coleta dos dados.

O comprimento do musculo foi mantido por um pré-tensionamento com
carga de 0,18N e foi reajustado entre os testes. Este valor de pré-tensionamento foi
determinado durante a calibracdo do dispositivo. Um estimulador elétrico Neurodyn
de 10 canais da (Ibramed) foi posicionado diretamente no masculo exposto. O ensaio
de contracdo muscular consistiu de trés aplicacbes sequenciais de 1s. Um
computador registrou os picos de forca. A tensdo muscular foi reajustada entre as
medicdes. O teste de contracdo tetanica, foi realizado com 100mA e frequéncia de
100Hz.

Processamento histoldgico, analise morfométrica e calculo da percentagem de tecido

conjuntivo

Apoés a realizagdo dos procedimentos cirdrgicos, 0S animais receberam

dose letal de pentobarbital sodico, administrado intraperitonealmente.

Os musculos foram retirados e fixados por imersdo em paraformaldeido
4% tamponado (PBS 0,1 M, pH 7,0), por 24 horas, e processado rotineiramente para
inclusdo em parafina.

Foram realizados cortes seriados de 5um de espessura, obtidos a partir
dos blocos de parafina e distendidos em laminas de vidro. As laminas foram
codificadas e o codigo revelado somente apos a obtencdo dos dados quantitativos
para garantir uma analise sem tendenciosidade.

Apos hidratacédo, as laminas foram coradas pela Hematoxilina-eosina (HE)
para estudo morfométrico, segundo rotina de coloragdo. As imagens digitalizadas

e salvas foram analisadas por meio de medidas de area, diametro minimo das fibras
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musculares. As medidas foram feitas de modo semiautomatico, utilizando-
se software Image Pro Plus 6.0. Foram registradas 5 fotos de campos diferentes de
cada animal, na objetiva de 20x, para analise morfométrica das fibras musculares,
foram aferidas aleatoriamente uma meédia de 220 fibras por animal, seguindo um
sentido horizontal na lamina histolégica da esquerda para a direita, e voltando pela
fileira inferior no sentido contrario, até ser atingido o valor média de 220 fibras,
descartando as fibras que nédo apareciam completas na imagem fragmentadas.

Com o uso da coloragéo de tricomico de Masson foi realizada uma foto da
area de seccéo transversal total do masculo com objetiva de 2x, para afericdo de sua
area total e em seguida foi capturada fotos com a objetiva de 20x , também da area
total do masculo com o objetivo de aproximar detalhes da coloracdo, para que o
programa Image Pro-Plus® 6.2 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA)
reconhecesse com mais fidelidade o Azul de Anilina, responsavel pela marcagéo do
tecido conjuntivo nesta técnica. Apds as afericdes, foi realizado o célculo para

obtencdo da percentagem de tecido conjuntivo existente no musculo.

Andlise estatistica

A analise estatistica foi efetuada por meio do software Graphpad Prism Pad
5.1. A normalidade da distribuicdo dos dados foi feita pelo teste de Shapiro-Wilk.
Para avaliacdo entre os grupos aplicou-se o teste ANOVA One-Way com post hoc
de Tukey considerando a distribuicdo normal (média + desvio padrao). O nivel de

significancia considerado foi de 5%.

Resultados

As figuras apresentadas a seguir mostram os resultados de todos 0s grupos
controles e experimentais (45 e 90 dias) em graficos, médias e desvio padrao,
respectivamente, dos seguintes parametros analisados: avaliacgdo da marcha (
intensidade maxima de contato), massa (inicial e final), teste de forca de contracdo
maxima muscular, morfometria das fibras musculares (area e diametro menor) e

comparacao dos resultados de todos os parametros entre os grupos 45 e 90 dias.
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Intensidade maxima de contato

A Figura 6, apresentam os resultados da intensidade de contato obtidos
na avaliacdo da marcha para o grupo 45 e 90 dias. Para os animais avaliados apos
45 dias de eletroestimulacéo os grupos controle inicial e final apresentaram resultados
superiores aos demais grupos, os grupos GNLT45, GEA45 e GER45 foram
estatisticamente semelhantes entre si e superiores ao grupo desnervado. Apos 90
dias de estimulacdo observa-se que 0s grupos controle inicial e final apresentaram
resultados superiores aos demais grupos, os grupos GEA90 e GER90 foram
estatisticamente semelhantes entre si e superiores aos GNLT 90 e GD90.

Figura 6 - Comparagéo da intensidade méxima de contato dos animais apés 45 e 90 dias de aplicagédo
das correntes, dos grupos GCI, GNLT, GEA, GER, GCF e GD. Letras diferentes entre si indicam
diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
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A analise comparativa, observada na Tabela 1, da intensidade maxima de
contato da avaliacdo da marcha, mostrou que o valor apresentado pelos grupos

eletroestimulados 90 dias foi superior ao grupo 45 dias.

Tabela 1 — Valores da intensidade maxima de contato, na avaliagdo da marcha, entre os
grupos 45 e 90 dias, média e desvio padrao. Letras diferentes entre si indicam diferencas
estatisticamente significativas (p< 0,05).

GRUPOS MEDIA DP
GNLT45 16,752 +1,16
GNLT90 13,500 +1,60
GEA45 20,38¢ +1,06
GER45 20,25¢ +1,49
GEA90 21,88¢d +1,36
GER90 22,00¢ +1,77
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Massa corporal

As massas foram comparadas entre 0s grupos, observou-se que houve
uma homogeneidade entre os valores da massa entre os animais do mesmo grupo,
com 45 e 90.

Forca de contracdo maxima do MTC

A Figura 7 apresenta a forca de contracdo maxima do MTC entre os grupos
guando estimulados com frequéncia de 100 Hz. O GCF45 apresentou maior valor de
forca de contracdo em relacdo aos demais grupos, os grupos GEA45 e GER45 néo
apresentaram diferenca significativa entre si, mas apresentaram valores
significativamente maiores que os grupos (GCl = GNLT45) > GD45.

Observa-se que o grupo GCF90 apresenta o melhor resultado referente ao
teste de forca de contragcédo, sendo maior que os grupos eletroestimulados GEA90 e
GER90 , os quais ndo apresentam diferenca significativa entre si mas mostram
resultados superiores aos grupos CGIl, GNLT90 e GD90.

Figura 7 - Comparagéo da forga de contragdo maxima do MTC (expressa em Newton) dos grupos GCl,
GNLT, GEA, GER, GCF e GD, 45 e 90 dias. Letras diferentes entre si indicam diferencas
estatisticamente significativas (p< 0,05).
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Os resultados da comparacédo, quanto a resposta de forca contratil (N) do
musculo tibial cranial apos estimulo no muasculo e no nervo fibular, entre os grupos
eletroestimulados 45 e 90 dias sdo observados na Tabela 2. Observa-se que néo

existe diferenca significativa entre Grupos, GEA45 = GER45 e GEA90 = GER90,
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contudo em relacéo ao tempo de eletroestimulacdo nos grupos eletroestimulados 90
dias os valores séo significativamente maiores que os dos grupos 45 dias.

Tabela 2 - Comparacéo da forga de contracdo maxima do MTC (expressa em Newton) entre
0s grupos experimentais 45 e 90 dias, média e desvio padrao. Letras diferentes entre si indicam
diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).

GRUPOS MEDIA DP
GCl 0,692 +0,03
GNLT90 0,722 +0,03
GEA90 0,96° +0,02
GER90 0,97° +0,01
GCF90 1,14¢ + 0,05
GD90 0,20¢ +0,01

Quanto a area das fibras musculares do muasculo tibial cranial dos animais
eletroestimulados por 45 dias, pode-se observar na figura 8 e, que o grupo GCF45
apresenta melhor resultado que os demais grupos. Nao existe diferenca significativa
entre os grupos GCI, GEA45 E GERA45, que apresentaram valores maiores que 0s
grupos GNLT45 e GDA45.

Os valores referentes a area das fibras musculares do musculo tibial
cranial, dos animais eletroestimulados 90 dias. O grupo GCF90 apresenta melhor
resultado que os demais grupos. Nao existe diferenca significativa entre os grupos
GCl, GEA90 E GER90, que apresentaram valores maiores que 0s grupos GNLT90 e
GD90.

Figura 8 - Grafico do diametro menor das fibras musculares dos animais, expressa em um, apoés 45
e 90 dias de aplicacdo das correntes, dos grupos GCI, GNLT, GEA, GER, GCF e GD, 45 e 90 dias.
Letras diferentes entre si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).
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Os resultados da comparacao referente a morfometria, area, entre 0s

grupos eletroestimulados 45 e 90 dias sdo observados na tabela 3. Observa-se que
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nao existe diferenga significativa entre os Grupos GEA45 = GER45 e GEA90 =
GER90, mas em relacao ao tempo de eletroestimulacdo, os grupos eletroestimulados
por 90 dias apresentam valores maiores significativamente que os grupos 45 dias. E

os dois grupos apresentam valores maiores que 0s grupos GNLT 45 e 90.

Tabela 3 - Valores da comparacao da area das fibras musculares dos animais expressa em
uUmZ, entre os grupos 45 e 90 dias, média e desvio padrédo. Letras diferentes entre si indicam diferencas
estatisticamente significativas (p< 0,05).

GRUPOS MEDIA DP
GNLT45 1778,272 + 56,87
GNLT90 1904,672 + 95,08
GEA45 2202,64b + 239,06
GER45 2198,91b + 233,47
GEA90 2759,94¢ +589,75
GER90 2777,28¢ + 590,36

A figura 9, a seguir, mostram os resultados referentes a morfometria,
diametro menor, expressa em das fibras musculares do musculo tibial cranial, dos
animais eletroestimulados 45 dias. Observa-se que o grupo GCF45 apresenta o
melhor resultado, sendo maior que os demais grupos e ndo existindo diferenca
significativa entre os grupos GEA45 E GER45 e que estes apresentaram valores
maiores que 0s grupos GNLT45 e GD45.

Os resultados referentes a morfometria, didametro menor, das fibras
musculares do musculo tibial cranial dos animais eletroestimulados 90 dias indica que
o grupo GCF90 apresenta o melhor resultado, sendo maior que os demais grupos e
nao existindo diferenca significativa entre os grupos GEA90 E GER90, que
apresentaram valores maiores que 0s grupos CGIl, GNLT90 e GD90.

Figura 9 - Grafico do diametro menor das fibras musculares dos animais, expressa em um, apoés 45

e 90 dias de aplicacdo das correntes, dos grupos GCI, GNLT, GEA, GER, GCF e GD, 45 e 90 dias.
Letras diferentes entre si indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).
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Observa-se, na tabela 4, que nédo existe diferenga significativa entre os
Grupos GEA45 = GER45 e GEA90 = GER90, referente a morfometria, didmetro
menor, mas em relacdo ao tempo de eletroestimulacao, os grupos eletroestimulados
por 90 dias apresentam valores maiores significativamente que os grupos 45 dias. E

os dois grupos apresentam valores maiores que 0s grupos GNLT 45 e 90.

Tabela 4 - Valores da comparacéo da area das fibras musculares dos animais expressa em pm?2, entre
0s grupos 45 e 90 dias, média e desvio padrdo. Letras diferentes entre si indicam diferencas
estatisticamente significativas (p< 0,05).

GRUPOS MEDIA DP
GNLTA45 1778,272 + 56,87
GNLT90 1904,672 + 95,08
GEA45 2202,64b + 239,06
GER45 2198,91° + 233,47
GEA90 2759,94¢ +589,75
GER90 2777,28¢ + 590,36

A figura 10, mostra os resultados referentes a percentagem de tecido
conjuntivo, em corte transversal do musculo tibial cranial, dos animais
eletroestimulados 45 dias. Observa-se que o grupo GD45 apresenta percentagem de
tecido conjuntivo em suas fibras musculares maior que todos os demais grupos, nao
existindo diferenca significativa entre os grupos CGIl, GNLT45, GEA45 e CGF45, os
grupos GEA45 e GERA45.

O grupo GD 90 apresenta valores da percentagem de tecido conjuntivo
maior, significativamente, do que todos os demais grupos, 0s quais ndo apresentam

diferenca significativa entre si.

Na tabela 5, observa-se a analise comparativa da percentagem de tecido
conjuntivo entre os grupos eletroestimulados por 45 e 90 dias. N&o existe diferenca
significativa dos resultados da percentagem de tecido conjuntivo entre todos os

grupos.



123

Figura 10 - Gréfico da percentagem de tecido conjuntivo das fibras musculares dos animais, expressa
em %, apos 45 e 90 dias de aplicacéo das correntes, dos grupos GCI, GNLT, GEA, GER, GCF e GD,
45 e 90 dias. Letras diferentes entre si indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).

251

% de Tecido Conjutivo

Grupos

(9]

% de Tecido Conjutivo

Tabela 5 - Valores da percentagem de tecido conjuntivo das fibras musculares dos animais,
expressa em %, entre os grupos 45 e 90 dias, média e desvio padrdo. Letras diferentes entre
si indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05).

GRUPOS MEDIA DP
GNLT45 6,382 +1,78
GNLT90 6,622 +1,30
GEA45 7,922 +2,23
GER45 8,842 +2,22
GEA90 9,662 +0,54
GER90 7,002 +2,87

Discussao

Modelo animal

Nesse estudo, foi utilizado o animal (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar

por sere de facil obtencdo, manipulacédo e manutencdo, sendo o modelo mais utilizado

para estudos de regeneragcao nervosa e reparo nervoso periférico por apresentarem

semelhanca de estruturas e de degeneracdo nervosa com o ser humano. 242526.27

Foram escolhidos animais do género masculino por apresentarem menor

variacdo hormonal do que as fémeas. Outros estudos ja comprovaram que tal variagdo

pode influenciar na regeneracéo nervosa através de efeitos neurotréficos.?® Além do

sexo masculino, € indicado também o uso de animais jovens, pois animais com idade

mais avancada apresentam retardo do reparo nervoso periférico.?®
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Autofagia

Alguns autores relatam autofagia®®®', os animais que apresentaram
autofagia foram submetidos a seccéo do nervo isquiatico, o qual é responsavel pela
inervacao total da pata e possui outras estruturas que sao diretamente ligadas a ele,
como o nervo sural responsavel pela inervacéo sensitiva dorso-lateral e consequente
autofagia. J& neste estudo, nenhum animal foi detectado com autofagia devido ao fato

gue o nervo lesionado era o nervo tibial cranial.

Cirurgia

O modelo experimental utilizado neste trabalho foi o proposto por Viterbo#
para estudos de neurorrafia término-lateral. Os nervos fibular comum e tibial sdo de
facil acesso, apresentam-se anatomicamente proximos e inervam musculos distintos.
O musculo tibial cranial, inervado apenas pelo nervo fibular comum, também é de f4cil

acesso, superficial, palpavel e ndo sofre a atuacéo de inervacdes secundarias.

A cirurgia de NLT foi realizada sem retirada de janela epineural, assim as
fibras regeneradas apds a NLT conseguiriam absorver e transpor as trés camadas de
tecido conjuntivo da fibra nervosa (endoneuro, perineuro e epineuro), em nervos com

diametro inferior a 1,5 mm. 532.33

E necessario que, nesses casos de cirurgia em animais sejam, utilizados
anestésicos que atuem tanto como sedativo e também como relaxante muscular, que
€ responsavel pela vasoconstricdo, fazendo com que a cirurgia ndo cause intensos
sangramentos no animal. Um sangramento intenso pode causar risco de morte em
animais de pequeno porte. Portanto, esse estudo utilizou o cloridrato de xilazina e de

ketamina que cumpre essas restri¢coes.

Protocolo de eletroestimulacdo

As lesdes nervosas periféricas levam a desnervacdo do masculo, os quais
sofrem atrofia rapidamente. Varios recursos fisioterapéuticos podem ser empregados:
cinesioterapia passiva e ativa, reeducagdo neuromuscular e eletroterapia, 0os quais
podem auxiliar na recuperacéo funcional apés a reinervacdo.3* A atrofia atua como

uma barreira ao crescimento axonal durante a reinervacdo muscular, ja que impedir
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essa atrofia e propiciar a recuperacao sao alguns dos objetivos da eletroestimulacao.
Quanto ao resultado, este depende do protocolo de intervencgdo.®®

A revisdo sistematica sobre o efeito da eletroestimulacdo no musculo
desnervado de ratos elaborada por Cavalcante et al.3>, encontrou nove artigos sobre
o tema no periodo entre 1990 a 2010. Entre os tipos mais utilizados de correntes estao
a exponencial (33,3%) e a bipolar (33,3%). A frequéncia das sessdes variou desde
diariamente até a cada 48 horas. E o periodo de intervencéo foi de seis dias até sete

meses.

Outros autores®® utilizaram a estimulagdo elétrica com corrente elétrica
continua, na frequéncia de 50 hertz, com duracéo de 0,5ms e intensidade de 3 volts,
diariamente, durante 60 dias, por sete minutos, sobre o musculo tibial cranial direito

de ratos apés lesdo do nervo fibular comum.

Utilizando corrente de alta voltagem, pesquisadores®’ apos lesdo do nervo
ciatico, eltroestimularam ratos sob anestesia, realizando estimulagcéo catédica sobre
a cicatriz, durante 30 minutos (100 Hz, tensao minima de 100 V, 20 ps e intervalo

interpulso de 100 ps), 5 dias por semana, durante 21 dias.

Neste trabalho, o diferencial foi o emprego de correntes de média frequéncia
entre dois tipos Aussie e Russa, a frequéncia foi trés vezes por semana, por dois
periodos diferentes, 45 e 90 dias.

Avaliacdo funcional da marcha — intensidade méaxima de contato da pegada

A avaliacdo da marcha foi desenvolvida por De Medinacelli et al.%8, que
utilizavam um método quantitativo para avaliacdo do indice Funcional do Isquiatico.
Em seguida, Bain et al.*® aperfeicoaram o método de De Medinacelli e desenvolveram
especificas avaliagdes para o nervo fibular comum e nervo tibial. Fez também com
que a distancia entre as pegadas ndo fosse levada em consideracdo devido a

velocidade da pegada.

Para a captura das pegadas do animal, utilizou-se um método semelhante
ao de Varejao et al. 0 que possui uma camera acoplada sob uma plataforma de vidro
transparente para que 0s animais caminhem sobre ela e uma canaleta que os guia

pelo percurso. Possui também um controle de velocidade que estabelece o tempo no
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7

qual os animais devem cumprir o percurso para a aquisicdo de dados e é
automatizada. Se o animal anda mais rapido que o estabelecido para a sua
caminhada, os dados ndo sdo considerados . Esse método substituiu o de De
Medinacelli et al.*®, que utilizavam filmes radiograficos ou a pintura da pata dos
animais, pois 0 mesmo apresentava variagdbes que causavam interferéncias no

resultado.

A grande maioria dos estudos em lesdes nervosas periféricas empregam
0s métodos histomorfométricos e eletrofisiologicos na analise dos tecidos nervosos e
musculares para compara¢ao dos grupos, mas € importante avaliar a recuperacao da
funcdo motora. Esta avaliacdo pode ser realizada pelo “CatWalk®”, que permite avaliar
parametros dinamicos além dos parametros estaticos em modelos de neurotmese por

meio de dados apresentados de forma menos trabalhosa. 4% 42

Os resultados funcionais sao imprescindiveis em um estudo da
regeneracao nervosa periférica, ja que a volta da fungdo normal é o objetivo maximo

desta linha pesquisa.

Em um estudo semelhante, no qual os animais foram divididos em grupo
controle, grupo desnervado, grupo neurorrafia latero-terminal e neurorrafia latero-
terminal mais estimulagdo elétrica, também observaram uma grande melhora
funcional no grupo que utilizou a eletroestimulagdo, nos dois periodos de avaliagédo da
marcha, 30 e 180 dias. Com 30 dias ap0s o inicio do experimento o grupo controle
apresentou melhor resultado na avaliacdo da marcha, sendo que os demais
apresentaram resultado avaliativo semelhante entre si. E com 180 dias de pos-
operatorio, o grupo que sofreu neurorrafia e estimulagcéo elétrica foi o Unico a se
igualar ao grupo Controle com uma melhora de 60,5%, enquanto o grupo que sofreu

somente neurorrafia melhorou 9,5%.33

Andlise histomorfométrica e funcional foram empregadas em um estudo
para avaliar a influéncia do exercicio fisico em esteira, aplicado nas fases imediata e
tardia da regeneracdo do nervo isquiatico de ratos, apds axoniotmese. Os animais
foram divididos nos grupos: controle (CON); desnervado (D);
desnervado+exercicio+gaiola (DEG), o qual iniciou o exercicio apés 24 horas da
cirurgia e desnervado+gaiolatexercicio (DGE), que iniciou no 14° dia. Foi observado
que todos os grupos, no periodo pré-operatério, mostraram avaliacdo da marcha
normal entre -16,18 e -6,44. No 7° e 14° dias PO, os valores refletiram expressiva
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perda funcional, com valores entre -92,840 e -64,93; enquanto entre o 21° e 28° dias
PO esses valores mostraram recuperagéo funcional na avaliagdo da marcha, entre -
20,20 e -9,91, do indice funcional do ciatico (IFC)*.

Os efeitos da tenséo no sitio da sutura apos seccdo do nervo ciatico na
recuperacédo funcional apos neurorrafia, foi estudado em outra pesquisa para avaliar
a marcha de trés grupos experimentais: neurorrafia término-terminal, sem tenséo,
neurorrafia realizada sob tensdo e no terceiro grupo, com enxerto de nervo entre 0s
cotos proximal e distal do nervo seccionado. O resultado da avaliacdo da marcha
evidenciou melhor recuperacdo no grupo submetido a neurorrafia término-terminal
sem tensdo, quando comparado com o grupo do enxerto. O grupo submetido a tenséo

apresentou a menor recuperagao funcional.**

Um estudo experimental com células tronco em ratos, avaliou a intensidade
maxima da pegada completa. Seus grupos experimentais 3 a 7 nao diferiram
estatisticamente entre si. Os valores dos resultados apresentados pelos animais dos
grupos: 3 (somente neurorrafia) foi de 80,65; 4 (preenchimento com fascia) foi de
82,31; 5 (Gel de Plaqueta), 87,96 e 7 (célula tronco) foi de: 94,79; resultados estes
estatisticamente semelhantes ao grupo 2 (desnervado) e inferior ao do grupo 1
(controle) 103,37. O grupo 6 (gel+fascia) apresentou resultado estatisticamente
superior (96,90) ao do grupo 2 (desnervado), 73,27; e, estatisticamente semelhante

ao do grupo 1.%4°

Neste trabalho, os animais eletroestimulados tanto com a corrente russa
como com a aussie, apontaram que entre grupos de mesmo periodo de
eletroestimulacdo n&o houve diferenca significativa na avaliacdo da intensidade de
pegada durante a avaliagdo da marcha (GEA45: 20,38; GERA45: 20,25 de intensidade
de contato); (GEA90: 21,88; GER90: 22,00 de intensidade de contato). Porém, entre
0s grupos com periodos diferentes de tempos de eletroestimulagcéo, 45 e 90 dias,
ocorreu uma influéncia positiva no periodo maior, o grupo 90, com média de 21,94 de
intensidade de contato. Vale ressaltar também que os dois grupos eletroestimulados,
45 e 90, apresentaram resultados superiores aos grupos que sofreram apenas o
processo cirargico (GNLT45 e GNLT90).

Portanto, neste trabalho, os resultados sdo semelhantes aos demais
citados, em que os grupos que sofreram alguma intervenga@o apds 0 processo cirdrgico

apresentaram resultados superiores aos que nao sofreram e aos grupos desnervados.
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Teste de forca de contracdo maxima do MTC

Foram seguidos os padrdes de Isaacs et al.*¢, para realizacdo do teste de
forca maxima. Algumas adaptacdes foram feitas para haver adequacdo ao estudo.
Eles realizaram o estimulo elétrico no nervo e ndo no musculo, como nesta pesquisa,
porque queriam comprovar a passagem do estimulo pela NTL, pois ndo realizaram

testes eletrofisiolégicos da conducéo nervosa.

Em outros estudos*’- 48 foi empregado também o estimulo elétrico no nervo
e ndo no musculo do animal, estimulando o nervo fibular comum intacto para provocar

contracdo do MTC de ratos para verificar o processo de fadiga muscular.

Em pesquisa com ratos foi realizada neurorrafia latero-terminal, usaram o
nervo fibular comum como receptor e o nervo tibial como doador, tendo o musculo
gastrocnémio como musculo-alvo. Os autores realizaram teste de for¢ca nos grupos
experimentais e observaram forca de contragcdo do muasculo gastrocnémio no grupo

experimental menor que no grupo controle.*?

Em outras pesquisas,* 4650 o teste de forca foi realizado apenas com
estimulo no nervo, permitindo observar a passagem da corrente pela neurorrafia,
possibilitando avaliar a for¢a de contracao independente da neurorrafia, determinando

a reinervacao e conservacao de fibras musculares que permitiram a contracao.

Resultados do teste de forca de contracdo maxima do musculo em estudo
experimental com células tronco em ratos apds neurorrafia, quando o estimulo foi
realizado no musculo tibial cranial apresentou os seguintes resultados: os grupos 3
(somente neurorrafia) 0,96N, 5 (Gel de Plagueta) 0,90N, 6 (gel+fascia) e 7 (célula
tronco) 1,08N - ndo apresentaram diferenca estatistica do grupo 1(controle) 0,96N. Os
grupos 2 (desnervado) 0,60 e 4 (preenchimento com fascia), 1,24N, foram
estatisticamente diferentes de todos os outros. O grupo 2 possui a menor média

(desnervado) e o grupo 4 a maior média.*®

Nesta pesquisa, a escolha por estimular o musculo diretamente foi em
funcd@o de alcancar a forca de contragdo méxima do MTC dos animais, pois 0 grupo
GD45 e GD90 foram desnervados e nao seria possivel obter resultados para
comparacao, entre todos os grupos, durante o teste de forca maxima de contracao do
MTC.
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Os grupos eletroestimulados GEA45, GER45, GEA90 e GER90
apresentaram resultados superiores ao grupo que somente realizou a neurorrafia,
resultado semelhante ao encontrado por Maciel et al.®® que sugerem que parte do
efeito do treinamento realizado por EE pode estar na facilitacdo neural em funcao de
um numero maior de unidades motoras ativas e aumento na taxa de impulsos, ou um
padrao mais eficiente de recrutamento, provavelmente devido a uma modificacdo do
mecanismo de gradacédo de forca, propiciando melhora da somacdo de estimulos
nervosos. Em termos praticos, o masculo treinado com EE aprende a contrair com
mais eficiéncia.

Observa-se, assim, a importancia do teste de forca como parametro de

comparacao entre modelos experimentais para estudos em reinervacao periférica.

Anélise histolégica e morfométrica do musculo tibial cranial

Foi feita a opgéo por realizar a andlise histolégica com a determinacdo da
area de seccdo transversa e nao pesagem da massa do musculo, a qual reflete
indiretamente o trofismo das fibras, visto que € influenciada por outros fatores, como
a proliferagéo do tecido conjuntivo, mascarando assim a atrofia e, consequentemente,
a analise histolégica. A morfometria, por sua vez, € mais confiavel para avaliacdo do

trofismo muscular.3®

Foi utilizada a coloracdo com HE, pois esta técnica evidencia bem a fibra

muscular, o que é importante para a realizagdo da morfometria.

Dentre os parametros morfométricos, foram analisados area e diametro
menor das fibras musculares. A medida de didmetro menor € mais confiavel que a
medida da area ou de didmetro maximo, pois esta ndo sofre alteracdo devido a
inclinagdo da navalha durante o corte histoldégico, nem tampouco sofre alteractes

durante o preparo histoquimico.36: 51

Utilizando o mesmo parametro de avaliacdo, outro estudo sobre a
interferéncia da eletroestimulacdo em nervo periférico relacionados, ao musculo tibial
cranial, concluiram que a andlise desses parametros (Area e Didmetro) ndo mostra
diferenca para 0os grupos experimentais entre si, grupo com lesdo no nervo (17A-
182,44,D-55,52), lesdo mais eletroestimulacdo diaria (A-177,56,D-51,83), lesédo mais
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eletroestimulacéo trés vezes por semana (A-203,86, D-58,10), mas apresentaram
diferenca em relacéo ao grupo desnervado (A-99,60, D-29,51).3¢

Pesquisadores concluiram em seu trabalho3® que o grupo que recebeu
eletroestimulacdo (2901,2 um?2 é&rea, 49,35 um diametro) apresentou resultado
estatisticamente superior ao grupo cirdrgico que ndo a recebeu (2129,28 um?, 40,88
pm) e ao desnervado (672,99 umz, 22,67 um) como neste trabalho, mostrando que a
eletroestimulacdo foi eficiente e houve diferenca significativa entre 0s grupos

experimentais.

Em outra pesquisa®®, os autores observaram que os resultados referentes
ao didmetro menor das fibras musculares do musculo tibial cranial do lado direito em
UM, para 0s grupos experimentais: somente com neurorrafia (41,32), preenchimento
com fascia (42,01), Gel de Plaqueta (41,57), gel+fascia (41,40) e célula tronco (42,15)
ndo mostraram diferenca estatistica entre si. Todos 0s grupos mostraram resultados
estatisticamente superiores ao resultado observado no grupo desnervado (23,44) e
inferiores ao resultado mostrado pelo grupo controle da normalidade (46,91). Quanto
aos resultados média da area (um2) das fibras musculares do musculo tibial cranial a
direita, observaram que o resultado foi estatisticamente maior no controle de
normalidade (3275,48), quando comparado aos grupos experimentais de neurorrafia
(2547,94), preenchimento com fascia (2702,79), Gel de Plagueta (2634,43),
gel+fascia (2559,75) e célula tronco (2675,17). Os grupos experimentais mostraram
valores de area que diferiram entre si e que foram estatisticamente superior ao

observado no grupo desnervado (870,48).

Nesta pesquisa quando observados os valores da area e diametro menor
da fibra muscular, notou-se que o grupo GCF90, grupo controle final que ndo sofreu

nenhuma intervencgéo, apresentou um resultado superior aos demais grupos.

E observado neste trabalho que tanto os resultados das médias dos valores
da area das fibras do MTC dos grupos eletroestimulados, GEA45 (2202,64um?),
GERA45 (2198,91um?), GEA90 (2759,94um?) e GER90 (2777,28 um?), sempre foram
maiores que dos grupos controle cirlrgico GNLT45 (1778,27um?) e GNLT 90
(1904,67um?), repetindo a mesma relacdo de resultado em relacdo ao de diametro
menor, GEA45 (44,14pum), GER45 (43,71pm), GEA90 (51,06pum) e GER90 (51,31um),
mantendo-se maiores que dos grupos controle cirirgico GNLT45 (30,43um) e GNLT

90 (42,38um). Isso demonstra que o efeito da EE foi positivo para o MTC apés a
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neurorafia término-lateral, pois existe uma relacdo direta entre a secgdo transversal

da fibra muscular com a forga que um musculo pode produzir.52

Os dois grupos eletroestimulados GEA45, GER45 e GEA90 e GER90,
apresentaram diferenca significativa em relacdo aos grupos controles cirlrgicos
GNLT45 e GNLT90 nas andlises do parametros morfométricos do MTC, é&rea e
diametro menor da fibra muscular, existindo uma relacdo direta na melhora das

caracteristicas morfolégicas com o aumento do periodo de eletroestimulacao.

Densidade de tecido conjuntivo

O aumento da percentagem de tecido conjuntivo, principalmente no
perimisio e no endomisio das fibras musculares € a alteracdo mais caracteristica.
Autores afirmam que essas alteracfes interferem na microcirculagdo sanguinea das
fibras musculares, na recuperacdo funcional e na interacdo neuromuscular apos a
reinervacdo do musculo.®® O valor de normalidade da percentagem de tecido

conjuntivo em musculos sadios gira em torno de 1 a 10%.5* %

O tecido conjuntivo em excesso, no musculo em regeneracdo, pode
acarretar resultados funcionais ruins. Neste trabalho, a densidade do tecido conjuntivo
na grande maioria dos grupos reinervados, apresentou percentagem acima do normal

e na avaliacdo funcional, resultados ruins também foram vistos.>*

A estimulacdo elétrica foi utilizada em pesquisa apds desnervacdo do
isquidtico em ratos, observando a variacdo da percentagem do tecido conjuntivo no
musculo sdleo. Os resultados obtidos de densidade de area do tecido conjuntivo foram
significativamente menor no grupo desnervado mais estimulacéo elétrica (16,61%) em
relacdo ao desnervado (34,49%), sendo que ambos 0S grupos apresentaram valores

maiores que o grupo controle (9,55%).%6

Pesquisadores avaliaram o efeito da estimulacéo elétrica (EE) na area das
fibras e densidade do tecido conjuntivo do musculo soleo de ratos submetidos a
imobilizagdo de tornozelo durante 3 dias. Seus animais foram divididos em 3 grupos:
controle, imobilizado por 3 dias e imobilizado associado a EE por 3 dias. Os resultados
encontrados de percentagem de TC foram: o grupo controle apresentou um valor

meédio de 8,93%; o grupo que foi imobilizado, 33,93%; e o grupo eletroestimulado
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17,86%, observando o efeito positivo do uso da EE na minimizagdo do aumento de

tecido conjuntivo em musculos desnervados.®’

Neste trabalho, com musculo tibial cranial o resultado obtido de densidade
de tecido conjuntivo, nos grupos eletroestimulados, esteve entre 1 e 10%, sendo
GEA45 (7,92%), GER45 (8,84%), GEA90 (9,66%) e GER90 (97,00%), resultado
funcional bom como descrito por outros autores®, e superior ao apresentado pelo
grupo desnervado 45 (21,42%) e 90 (36,98%).

Portanto, a densidade de tecido conjuntivo nos muasculos € um fator
determinante na recuperacao funcional e a sua comparacao deve ser feita. Métodos
mais sofisticados, os quais mostrem qual tipo de tecido conjuntivo esta sendo

substituido no musculo reinervado devem ser mais detalhadamente investigados.

Concluséao

Com o modelo experimental utilizado nesta pesquisa, a comparacao entre 0s
grupos com periodos de eletroestimulacéo diferentes, 45 e 90 dias, apontaram que
entre grupos de mesmo periodo de eletroestimulacdo ndo houve diferenca
significativa, mas entre os grupos com periodos diferentes, 45 e 90 dias, ocorreu uma
influéncia positiva no periodo maior, em todos os parametros avaliados. Constatando,
assim, que existe uma relacao direta na melhora das caracteristicas morfologicas e

funcionais com o aumento do periodo de eletroestimulacéo.
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