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1. Introducéo

As células de Schwann sdo as principais mediadoras da regeneracdo. Sofrem divisdo mitética imediatamente apos a lesdo, se
diferenciam e regulam a expresséo génica de moléculas envolvidas na degeneracéo e regeneragcdo (BURNETT; ZAGER, 2004).
Desprovidas de axdnios, tornam-se alongadas e se unem a células de Schwann vizinhas, formando as Bandas de Bungner no interior
dos tubos de membrana basal. Nesta fase a sintese de fatores neurotréficos aumenta e, como a lamina basal das células de Schwann
permanece integra durante a degeneracéo Walleriana, serve de guia para o brotamento dos axénios durante a reinervagéo (STOLL;
M?LLER, 1999).

A regeneraco inicia aproximadamente 6 horas ap6s a lesdo, quando os axdnios proximais formam um cone de crescimento, de onde
surgem os primeiros brotos axonais (IDE, 1996). Cada axénio emite 2 a 3 brotos em diregdo ao musculo para restabel ecimento da
funcdo (FAWCETT; KEYNES, 1990; IDE, 1996), os quais s0 atraidos por fatores tréficos presentes na membrana basal das células
de Schwann, especialmente alaminina e afibronectina, que aceleram aregeneracéo axonal (LEE; SCOTT; WOLFE, 2000).

A neovascularizagdo endoneural distal pos-traumética depende do grau de regeneracéo e da isquemia em até 8 semanas apds 0
esmagamento nervoso (LUNDBORG; MY ERS; POWELL, 1983, apud PACHIONI et al., 2006). Ao longo da primeira semana apés
axoniotmese ha aumento no tamanho dos vasos. Dentro de 6 semanas 0 nimero de vasos e sua densidade de area aumenta, sugerindo
gue a degeneracdo e regeneracdo sdo auxiliadas por respostas vasogénicas que podem estar relacionadas com as necessidades
funcional e metabdlica dos tecidos (PODHAJSKY e MY ERS, 1993).

Diante da lentiddo da regeneracéo nervosa, o principal desafio da clinica é identificar mecanismos que acelerem esse processo e
promovam rapida recuperacdo funcional.

A estimulaggo elétrica de alta voltagem (EEAV) é pouco explorada na clinica e tem sido investigados seus efeitos regenerativos na
cicatrizacdo de Ulceras dérmicas (LOW; REED, 2001; DAVINI et a., 2005) e circulatérios (DAVINI et al., 2005).

O estudo de Silva (2008) aponta que a EEAV acelera a recuperacdo funcional apds esmagamento do nervo isquiético, potencializaa
maturacdo das fibras regeneradas e promove diminuicdo da densidade de &rea de macrdéfagos e tecido conjuntivo no nervo, sugerindo
aceleracdo do reparo neura e da eliminacéo sindptica em ratos.

A hipGtese deste estudo é que a EEAYV interfere na populagdo de células de Schwann, facilitando a regeneragéo nervosa. Além disso,
acredita-se que apresente efeito vasodilatador, melhorando a nutri¢do do nervo e contribuindo para o sucesso da regeneracéo nervosa.
Sendo as células de Schwann os principais mediadores da regeneracdo, avaliar sua populagdo pode indicar o grau de evolucéo do
processo regenerativo no nervo, trazendo subsidios para discussdo sobre o uso desse recurso no tratamento de lesdes nervosas



periféricas em humanos.

2. Objetivos

Andlisar quantitativamente os vasos sanguineos epineurais e os nicleos de células de Schwann no nervo regenerado apos
axoniotmese.

3. Desenvolvimento

Vinte ratos Wistar foram divididos nos grupos (n=5): Controle (CON) - sem les@o e sem EEAV; Desnervado (D) - esmagamento do
nervo isquidtico; Desnervado + EEAV (EEAV) - esmagamento do nervo isquiético e EEAV; SHAM — sem lesdo, porém submetido a
EEAV (SHAM).

O nervo isquidtico dos animais dos grupos D e EEAV foi esmagado (4 pincamentos de 20 s) apds anestesia intramuscular de Ketalar
(50 mg/mL) e Rompun (2 g/100 mL), na proporcéo 1:1, nadose de 0,3 mL/100 g de massa corporal .

O grupo SHAM foi submetido a0 mesmo procedimento, porém o nervo foi exposto e mantido intacto.

Utilizou-se o Neurodyn High Volt — ANVISA 10360310008 - IBRAMED®. Sob anestesia a estimulagéo catédicano limiar motor foi
realizada durante 30 minutos (Frequéncia= 100 Hz; Voltagem = 100 V; durag&o de pulso = 20 pseg e duragdo interpulso = 100 piseg),
5 dias/semana, iniciando 24 horas ap6és a lesdo. Um eletrodo ativo silicone-carbono (2,0 x 2,0 cm) foi posicionado sobre a cicatriz
cirtrgica e outro, dispersivo (4,0 x 4,0 cm) paralelamente ao ativo, com distanciade 1 cm entre eles.

Ap6s 21 dias o nervo foi exposto e fixado in situ (fixador de Karnovsky modificado), sendo a porcéo distal retirada e os animais
eutanasi ados por deslocamento cervical.

Ap6sfixacdo (Karnovsky) por 24 h e pds-fixagao em tetréxido de 6smio a 1 % em tampao cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7.3, por 2 h,
os fragmentos do nervo foram imersos em uranila 5 % durante 24 h e desidratados em solugBes crescentes de acetona para inclusdo
em resina Araldite 502 (Electron Microscopy Sciences?).

Cortestransversais de 1 mm foram corados com Azul de Toluidinaa 1%, em solugéo aquosa de bérax a 1% para microscopia de luz.
Para andlise das células de Schwann, 5 cortes ndo seriados foram selecionados, sendo 5 campos al eatoriamente considerados em cada
um. Utilizou-se um microscopio de luz com ocular reticulada (Carl Zeiss — K 10x/18) calibrada com régua milimetrada (OBJ.
MIKRON. 5/17) em objetiva de 100 x para quantificacdo das células em cada &rea delimitada pelo reticulo (1000 2 em cada campo,
totalizando 5000 Y2 em cada corte). A areatotal por animal foi de 25.000 2.

Para andlise da densidade de érea dos vasos epineurais toda a extensdo dos 5 cortes foi considerada, utilizando-se o sistema de
contagem ja descrito, em objetiva de 40 x, considerando-se o total de 3 reticulos completos, sendo 2500 p2 em cada campo,
totalizando 12500 p2 em cada corte. A areatotal por animal foi de 62500 p2.

Utilizou-se o teste de Shapiro Wilk para a normalidade dos dados e o teste Anova F - one way seguido do teste post hoc de Tukey,
considerando p < 0,05.

4. Resultado e Discussao

Os resultados est@o descritos natabela 1.

Estudos sobre a influéncia da EEAV na regeneracdo nervosa periférica sdo escassos. Silva (2008) relata beneficios desse recurso
guando aplicado durante a regeneragdo nervosa, sendo Necessério investigar 0S mecani Smos responsavel s por essa resposta.

Gordon (2010) cita que ap6s axotomia as células de Schwann aumentam a expressdo de brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
bem como de glial-derived neurotrophic factor (GDNF), fatores que favorecem a regeneracdo axonal. Além disso, a laminina e a
fibronectina presentes na membranabasal das células de Schwann aceleram aregeneracdo e facilitam o crescimento de neuritos (LEE;
SCOTT; WOLFE, 2000).

I mediatamente ap6s a lesdo as células de Schwann proliferam no segmento distal, formando as bandas de Bungner que direcionam os
axonios em regeneracdo para o 6rgao alvo (PELLEGRINO et al., 1986) de forma que, nos periodos iniciais da degeneracéo
Walleriana, o nimero de células de Schwann no interior dos tubos de membrana basal aumenta de 4 a 17 vezes (HIRATA et a.,
1995). Os fatores neurotréficos, por suavez, blogueiam o crescimento axonal favorecendo conexdes funcionais destes com as fibras
musculares desnervadas (GORDON; SULAIMAN; BOYD, 2003).

Sendo arelacdo entre célula de Schwann e axénio no nervo normal de 1:1 (SAID; DUCKETT; SAURON, 1981) e considerando que
0 nimero dessas células aumenta durante a regeneragdo, sendo maior que o de axbnios em regeneracdo; depois de reconstituida a
estrutura do nervo esse nimero deve diminuir. Evidéncias indicam a morte (apoptose) das células de Schwann in vivo durante a
degeneracdo e regeneracdo (HIRATA et al., 1998).

A apoptose parece ser, em parte, regulada pela disponibilidade limitada de fatores tréficos derivados dos axdnios e representa um



mecanismo pelo qual se estabelece a proporgdo adequada entre células de Schwann e a mielinizagdo do axdnio por elas envolvido
(ZORICK; LEMKE, 1996).

A estimulagéo el étrica apbs lesdo nervosa periférica pode ser benéfica quando aplicada em condigdes favoraveis (DOW et al., 2004).
A associacdo entre uma breve estimulacdo elétrica de baixa frequéncia (20 Hz) de neurdnios axotomizados e a presenca de fatores
neurotroficos acelera o crescimento axonal (GORDON, 2010).

Os efeitos da EEAV sobre a regeneracéo nervosa séo pouco conhecidos. Essa corrente possui um pulso monofésico de 2 picos, com
amplitude de pico méaximo de até 500 V, duracéo de pulso de 50 a 200 ms e frequéncias que variam de 1 até aproximadamente 120
pulsos de 2 picos/segundo. Apresenta a vantagem de ser uma estimulacéo agradavel que atinge fibras nervosas sensoriais, motoras e
nociceptivas (ROBINSON; SNYDER-MACKLER, 2001).

Os estimuladores EEAV afetam diretamente o nivel celular e efeitos indiretos ocorrem em niveis teciduais, segmentares e sistémicos.
Por possuir polaridade (onda monofésica), podem ser efetivos para conter e absorver edemas, acelerar o reparo de tecidos dérmicos e
controlar ador (LOW; REED, 2001).

Apesar de utilizada naclinica, aEEAV ¢é ainda pouco explorada.

Considerando a importancia das células de Schwann para a regeneracéo nervosa periférica e a constatagcdo de Silva (2008) de que a
EEAV acelera aregeneracéo, investigou-se o comportamento dessas células no nervo regenerado apds axoniotmese.

No grupo D o nimero de células de Schwann foi 2,3 vezes maior que no grupo CON, enquanto no grupo EEAV essa proporcdo foi de
1,3 endo diferiu do CON. Sendo esses valores identificados nos diferentes grupos 21 dias apds alesdo, os resultados reafirmam que a
EEAV acelerou o processo de regeneracdo, pois a recuperacdo da proporcdo entre axdnios e células de Schwann parece ter sido
alcancada, umavez que o nimero de células de Schwann no grupo EEAV foi semelhante ao do CON, onde o nervo estavaintacto. Os
resultados sugerem que aEEAV acelerou a proliferacéo das células de Schwann, sua ago sobre aregeneracao nervosa e, em seguida,
a apoptose dessas células, praticamente recuperando a proporcao entre células de Schwann e axdni os regenerados apOs esmagamento
Nervoso.

Retomando a afirmagéo de Gordon (2010) sobre a possivel aceleracdo do crescimento axona quando se associa estimulagdo elétrica
de neur6nios axotomizados e a presenca de fatores neurotroficos, € provavel que a EEAV tenha influenciado na regulagéo de fatores
neurotroficos essenciais a regeneracao dos neurdnios lesados.

Assim, sea EEAV influencia aregulagéo de fatores neurotroficos favorecendo a regeneracdo, sua utilizagdo no tratamento das lesdes
nervosas periféricas poderia modificar a prética clinica, acelerando a recuperacéo funcional e permitindo ao paciente recuperar as
atividades de vida diaria e laborais, reduzindo o tempo de afastamento do trabalho e minimizando as consequéncias funcionais,
socioecondmicas e psicossociais. Entretanto, outros estudos sdo necessérios para identificar e quantificar esses fatores durante a
regeneracdo nervosa e exposicao a EEAV.

Quanto ao efeito circulatério da EEAV, apesar da afirmacdo de Roman et al. (1987) de que sua acdo térmica e el etroquimica favorece
o direcionamento de grande densidade de corrente para os tecidos a ela expostos, produzindo também efeitos sobre o sistema vascular
devido a contragdo/relaxamento muscular ritmicos causados pela estimulagdo no limiar motor, que promove um efeito de
bombeamento aumentando o fluxo sanguineo no musculo e em tecidos vizinhos, 0 aumento do nimero e densidade de &rea de vasos
sanguineos neurais ndo foi observado neste estudo. E possivel que a EEAV tenha provocado modificagio na permeabilidade vascular,
0 que ndo pbde ser constatado pelas andlises realizadas.

5. Consider agbes Finais

A EEAYV acelerou o processo de regeneracdo, influenciando a proliferacdo das células de Schwann, favorecendo sua agéo sobre a
regeneracdo nervosa e, em seguida, sua apoptose, recuperando a proporcdo entre células de Schwann e axénios regenerados apds
axoniotmese.

Nenhum efeito da EEAV foi observado no nimero e densidade de area de vasos sanguineos epineurais, sendo possivel que a
estimulagdo el étrica tenha provocado alguma modificagéo na permeabilidade vascular.
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Anexos

Tabela 1: Valores médins £ OF do nimero de células de Schwann, ndmero & densidade de
area de vasos sanguineos no nervo isquialico dos animais dos grupos: COM (Controle), D

{Desnervado), EEAY (Desnervado + Eletroestimulado) e SHAM (Sham)
Grupos H® Céls. Schwann N® Vasos Dens. Area Vasos
CON 163,80 £ 25,97 4.94 £ 0,77 048 +£ 0,06
D 382,60 185,19 ° 4,62 + 2,51 050+0,18
EEAV 214,20 £ 73,00 3,368 £ 1,89 Q30+017
SHAM 245,20 £ 125,04 3,93 £ 1,08 0,30+007

() Difere do CON (p = 0,04).



