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1. Introducdao

Nervos periféricos sofrem traumas freqlientes levando a diminui¢do ou perda da sensibilidade e motricidade
no territorio inervado (VAN MEETEREN et al.,1997).

A axoniotmese é um tipo de lesdo nervosa comum, caracterizada pela perda de continuidade dos axoénios,
com preservacdo de suas bainhas conjuntivas (ROBINSON, 2000), havendo degeneracdo Walleriana e
regeneracdo axonal, tratando-se, portanto, de lesdo reversivel, onde a recuperacdo funcional é esperada
(BURNETT; ZAGER, 2004).

A reinervacdo inicia-se duas semanas apo6s axoniotmese (CARMIGNOTO et al., 1983); entre 14 e 25 dias da
lesdo, os estimulos podem ser liberados aos musculos denervados (re-inervados) e o crescimento dos
neuritos em dire¢do a terminacdo motora € inibido tdo logo os axénios refagam a conexdo sinaptica (GORIO
et al., 1983).

A eletroestimulacdo (EE) é um recurso terapéutico bastante utilizado na pratica clinica para facilitar a
recuperacao funcional apds denervacgdo, por seu efeito benéfico ao tecido muscular, retardando o processo
de atrofia e desacelerando a rapida proliferacéo conjuntiva (FERNANDES et al., 2005).

Entretanto, ap6és compressdo nervosa, o diametro dos ax6nios e a espessura das bainhas de mielina
normalmente n&o recuperam valores normais (ANSSELIN; FINK, DAVEY, 1997; SANTO NETO et al., 2004),
0 gue pode influenciar a recuperacéo funcional.

O papel da atividade neuromuscular para a regeneracdo de nervos ainda € controverso, havendo
necessidade de estudos que comprovem sua influéncia nesse processo.

1/7



A literatura aponta resultados da EE crdnica no nervo proximal a lesdo (BRUSHART et al.,, 2002), nao
havendo citacdo sobre as possiveis influéncias sobre a regeneracdo nervosa quando se aplica a EE fasica
de baixa frequéncia no musculo denervado, como ocorre rotineiramente na clinica.

Este estudo investigou se a EE fasica pode influenciar as caracteristicas morfométricas do nervo regenerado
em ratos, independentemente de ser benéfica para o masculo, podendo os resultados subsidiar discusstes
para reorientacdo da prética clinica.

2. Objetivos

Investigar possiveis alteracdes no diametro dos axdénios e espessura das bainhas de mielina de fibras
nervosas regeneradas apds esmagamento do nervo isquiatico em ratos e subsequiente eletroestimulacao
muscular.

3. Desenvolvimento

Utilizou-se 18 ratos Wistar divididos em 3 grupos (n=6):

Grupo I: Denervado e eletroestimulado (DEE): os animais foram anestesiados com uma mistura de
Ketalar® (50mg/ml) e Rompun® (2g/100ml), na proporcéo de 1:1, em dose de 0,3 ml/100 g de peso corporal.
Apos tricotomia e assepsia, 0 nervo isquiatico esquerdo foi exposto por uma incisdo de 15 mm na regido
glitea e esmagado com uma pingca hemostéatica curva Erwin Guth® de 12cm adaptada (4 pingamentos de 20
segundos e intervalo de 1 segundo) (FERNANDES et al., 2005). A EE muscular iniciou 24 horas apés a
denervacgédo (20 dias, respeitando os finais de semana; 30 minutos/dia). Apos anestesia (conforme citado
para denervacéo, em dose de 0,15mL/100 g de peso corporal), dois eletrodos auto-adesivos com 1 cm? de
area foram posicionados: um na regido inguinal e outro sobre o musculo gastrocnémio. A corrente elétrica foi
gerada pelo equipamento DUALPEX 961 — QUARK® com os seguintes parametros: freqiiéncia=10 Hz,
largura de pulso=3 ms, intensidade=5 mA, padronizada a partir da visualizacdo de contragdo vigorosa do
musculo, sendo acrescida de 1 mA a cada 5 minutos para evitar acomodacao.

Grupo II: Denervado (D): os animais foram submetidos aos mesmos procedimentos do Grupo I, com
excecao do protocolo de EE.

Grupo lll: Controle (CON): os animais ndo sofreram qualquer intervencéo, permanecendo nas mesmas
condicbes dos demais, em gaiolas individuais de polietileno, submetidos a ciclo claro/escuro de 12 horas e
com racdo e agua ad libitum durante 21 dias.

Em seguida, os ratos foram novamente anestesiados, 0 nervo isquiatico esquerdo foi exposto e fixado in situ
a 4°C durante 10 minutos, com fixador Karnovsky (1965) modificado. A por¢éo distal do nervo de todos os
animais foi retirada e mantida em solucao fixadora (Karnovsky) por 24 horas, pés-fixada em tetroxido de
6smio a 1% em tampao cacodilato de sédio 0,1M, pH 7.3, por duas horas, imersa em uranila 5% durante 24
horas, desidratada em solugdes crescentes (30 a 100%) de acetona e incluida em resina Araldite
(UEGAMA).

A seguir, foram obtidos cortes transversais de 1¥sm com navalha de vidro em ultramicrotomo LKB e corados
com azul de toluidina a 1%, em solu¢do aquosa de bérax 1%, para microscopia optica.

Apoés a coleta do nervo, todos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.
Para analise morfométrica utilizou-se um sistema analisador de imagens Image-Pro Plus 4.0 - Media

Cybernetics ®, calibrado com auxilio de uma lamina de calibracdo micrometrada ZEISS 5. 100100 MM, para a
obtencdo de medidas em micrémetros (¥am). A [amina histologica era focalizada em objetiva de 10X e 100X
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e a imagem era captada pelo sistema. A amostra se constituiu de 5 campos aleatoriamente definidos.

As medidas foram realizadas de forma semi-automatica, os valores obtidos (em micrdmetros) do diametro do
axbnio e didmetro da fibra eram transferidos para o Excel, constituindo uma lista de dados.

Utilizou-se um fator de correcéo para calibracdo do software analisador de imagens, aplicado a cada valor
obtido para o nimero de axoénios.

O numero total de axdnios em cada nervo foi calculado a partir da somatéria do nimero obtido nos 5
campos, em objetiva de 100X, sendo estabelecida uma propor¢éo desse valor com a area total do nervo,
obtida em objetiva de 10X.

O didmetro médio dos ax6nios e das fibras de cada animal foi obtido a partir da somatéria dos diametros dos
axonios e diametros das fibras, respectivamente, dividido pelo nimero de ax6nios e fibras mensurados. Os
valores de espessura das bainhas de mielina foram obtidos subtraindo-se o didmetro do axénio do diametro
da fibra e, em seguida, dividindo-se por dois. Para a espessura média das bainhas de mielina foi feita a
somatoria das espessuras das bainhas de mielina pelo numero de fibras nervosas analisadas. O valor da
razéo G foi calculado a partir da divisdo do didmetro do axénio pelo diametro da fibra nervosa.

Para verificar as pressuposicdes do teste paramétrico, utilizou-se os testes de Shapiro-Wilk para a
normalidade dos dados e de Levene, para homogeneidade entre as variancias. Para todas as variaveis
aplicou-se a analise de variancia ANOVA (teste F. de Fisher), ndo identificando diferenca estatistica entre os
grupos em relacdo ao numero de ax6nios e razdo G. Quando houve significancia estatistica, utilizou-se o
teste de Tukey, para as demais variaveis: diametro do axénio, didmetro da fibra e espessura da mielina.

4. Resultados

A andlise qualitativa mostra diferencas entre o nervo isquiatico normal e regenerado apés 20 dias do
esmagamento (Figura 1).

N&o houve diferenga significativa entre os grupos em rela¢cdo ao nimero de axénios regenerados. Resultado
semelhante foi encontrado por Toft, Fugleholm e Schmalbruch (1988), no qual os axbnios distais em
regeneragdo tornaram-se de 2 a 3 vezes mais numerosos em relacdo aos axénios do coto proximal, 2 a 4
semanas apos axoniotmese. Isto refor¢a o fato de que cada ax6nio proximal da origem a varios brotos, que
seguem em direcao ao 6rgdo alvo (BURNETT; ZAGER, 2004), até restabelecer contato, quando ent&o inicia
a repressao sinaptica (GORIO et al., 1983, SANES; LICHTMAN, 1999).

Dados do numero de axbnios regenerados nos dois grupos denervados também apontam que a
eletroestimulacéo aplicada néo inibiu o brotamento axonal (Tabela 1).

Y

Em relacdo a maturacdo dos axdnios regenerados, esta foi significativamente diferente entre os grupos
denervados, sendo que ambos apresentaram valores menores que o grupo controle (Tabela 1). Diversos
estudos mostraram que fibras nervosas mielinicas, na fase aguda da regeneracdo, apresentaram diametro
menor no segmento distal a lesdo quando comparado com nervo normal (BRIDGE et al.,1994; MLIGILICHE,
2003).

Parece haver consenso de que a diminui¢cdo do calibre do axénio no nervo regenerado € acompanhada da
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diminuicdo da espessura da bainha de mielina. Fraher e Dockery (1998) citam que o axdnio controla
continuamente a espessura da bainha de mielina durante o desenvolvimento, sendo que um axbdnio de
determinado calibre tende a ser envolvido por uma bainha de mielina com espessura especifica.

O que se evidenciou neste estudo é que a aplicacdo da EE durante a fase aguda de regeneracdo nervosa
atrasou a maturacao axonal. Isso provavelmente seja conseqiente a uma alteragdo na expressdo da NCAM
(molécula de adesdo celular neural), expressada pela fibora muscular em condicdo de denervacdo e
relacionada a sinalizagéo e favorecimento da reinervacgédo, tornando as fibras musculares mais receptivas a
reinervacdo (LIEBER, 2002). Uma das hipéteses para explicar o efeito inibitério sobre a maturagdo dos
axonios regenerados neste estudo € que a eletroestimulacdo possa ter inibido a expressdo de NCAM no
musculo denervado.

Outro aspecto relevante é a relagdo existente entre a capacidade da unidade motora em gerar tensao e o
tamanho dos axdénios. Baseados no “principio do tamanho”, estudos demonstraram que unidades motoras
gue geraram forca de tensdo menor, apresentavam axonios com potencial de acdo e tamanho menores,
enguanto que em axoénios de tamanho maior as unidades motoras desenvolveram forca de tensdo maior
(LIEBER, 2002). Assim, o menor calibre das fibras nervosas regeneradas em animais denervados e
eletroestimulados poderia contribuir para a limitacdo da funcionalidade do musculo reinervado,
argumentando contra a utilizacdo deste recurso terapéutico como facilitador do processo de regeneracéo
nervosa e recuperacao funcional, apesar dos beneficios jA comprovados da eletroestimulacdo muscular
utilizando os mesmos parametros deste estudo (FERNANDES et al., 2005) em retardar a atrofia muscular e
proliferacdo conjuntiva, o que poderia favorecer a recuperac¢ao funcional apds regeneracao nervosa.

A razdo G é um parametro relacionado com a velocidade de condug&o do impulso nervoso. A maioria dos
axbnios mielinicos deve apresentar razdo G entre 0,6-0,7. Valores acima de 0,7 indicam bainha de mielina
fina, enquanto aqueles abaixo de 0,6 indicam bainha de mielina espessa (ANSSELIN; FINK; DAVEY, 1997).
Neste estudo, todos os grupos apresentaram valor de 0,6 (Tabela 1), sugerindo que o protocolo de EE
aplicado néo interferiu na velocidade de conducdo do nervo regenerado, apesar de nao ter sido realizada
andlise eletrofisioldgica.

O protocolo de EE, nos parametros utilizados neste estudo, ndo inibiu a regeneracdo axonal, entretanto,
houve atraso na maturacdo dos axdnios regenerados. Novos estudos devem ser desenvolvidos para
investigacao de diferentes parametros de EE e seus possiveis efeitos na qualidade da regeneracao nervosa.

5. Consideracdes Finais

O protocolo de eletroestimulacao utilizado neste estudo nao inibiu a regeneracéo axonal. Entretanto, atrasou
a maturacao dos axonios regenerados.
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Figura 1: Fotomicrografia de corte transversal do nerve isquiatico dos
qrupos: controle (A), denervado (B), denervado e eletroestimulado (C).
Ohservar axonios com calibres variados e diferentes espessuras de hainha
de mielina nos 3 grupos. Bar= 20 pm. |
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Tabela 1: “alores médioz £ DP do nimero de axdnios & varidveis morfométricas no nero
izguigtico de animaiz dos grupos: Controle (CONY, Denervado (D), Denervado & Eletroestimulado
(DEE; (*) Difere do COM; (&) Difere do D (p=0,03).

CON D DEE
N°® axdnios TRET 86 +1782 33 10218 £1948, 77 10831,08 £2361,67
2F axonios 36 £0,39 pm 5,01 +0,57wm ; 4,23 +0,39 |-me #
fibras 10,14 0,37 wn 8,32 1.2 um B &5 +0 Tum ©
Esp. mielina 1,89 £0,14 pm 1,649 0 36 |_1m’= 1,19+017 |.|.rn,= '
Razao G 0,62 +0,02 06 +0,03 0,64 +£0,0
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