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RESUMO

Introducéo: A utilizacdo da estimulagdo elétrica (EE) no tratamento
de masculos desnervados tem sido muito estudada, pois auxilia na
reinervagdo tardia e minimiza a atrofia muscular. Objetivo: Nes-
te estudo, avaliamos a EE através da corrente alternada simétrica
sinusoidal na manutencdo dos aspectos morfolégicos dos musculos
Extensor longo dos dedos (EDL) e Séleo desnervados experimental-
mente. Método: Quarenta ratos da linhagem wistar foram divididos
em quatro grupos experimentais (n=10): Em grupo controle inicial
(GCI), controle Final (GCF), desnervado (GD), e em desnervado e
estimulado (GDE). A aplicacdo EE no musculo EDL e soleo teve
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inicio 48 horas apds a lesdo nervosa, sendo aplicada trés vezes por
semana durante quarenta e cinco dias. Cortes transversais foram co-
rados com HE para a mensuracdo da morfometria das fibras mus-
culares. Para a anélise estatistica foi utilizado a anélise de variancia
(one-way - ANOVA) seguido pelo teste de tukey (p< 0,05).Resulta-
dos: Os animais do grupo D e DE apresentaram uma diminuigao da
area de seccgdo transversal (AST) quando comparadas ao CF. Porém
o grupo DE minimizou a atrofia muscular, pois houve diferenga esta-
tisticamente significativa quando comparado ao D, tanto no mtisculo
EDL quanto no soleo. Concluséo: A EE foi eficiente na manutengao
dos aspectos morfologicos dos musculos EDL e s6leo, minimizando
a atrofia muscular. Podendo ser um tratamento 1til para as lesdes
nervosas periféricas.

Palavras-chave: Desnervagdo. Estimulacdo elétrica. Baixa frequ-
éncia. Atrofia muscular. Extensor longo dos dedos e séleo.

ABSTRACT

Introduction: the use of electrical stimulation (ES) in the treatment
of denervated muscles has been studied as it assists in the late
reinnervation and minimizes muscle atrophy. Purpose: this study
assessed the ES through the symmetric sinusoidal alternating
current in the maintenance of the morphological aspects of the
experimentally denervated Extensor digitorum longus (EDL) and
Soleus muscles. Method: Forty Wister rats were divided into four
experimental groups (n = 10): initial control group (ICG), final
control group (FCG), denervated group (DG) and denervated and
stimulated group (DSG). ES was first applied in the soleus and EDL
muscle 48 hours after nerve injury, the applications took place three
times per week for forty-five days. Cross-sections were stained with
HE to perform the morphometric analysis of the muscle fibers. We
used the analysis of variance (one-way - ANOVA) followed by the
Tukey test (p < 0.05) for statistical analysis. Results: the animals
belonging to group D and DE showed a decrease in the cross-
sectional area (CSA) when compared to FCG. However, the group
DE had muscular atrophy minimized, as there was a statistically
significant difference when compared to D, both for EDL and
soleus muscles. Conclusion: the ES was effective in maintaining the
morphological aspects of the EDL and soleus muscles, minimizing
muscle atrophy. This may be a useful treatment for the peripheral
nerve injuries.
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INTRODUCAO

As lesdes de nervos periféricos sdo freqiientes em nossa socieda-
de e, além dos prejuizos individuais, podem acarretar uma grande
despesa econdmica para os 6rgdos publicos de saude e previdenci-
ario (ROSBERG et al., 2005). Na maioria das vezes, a lesdo de um
nervo periférico é causada por algum trauma que, dependendo de
sua natureza e extensdo, podera ocasionar de uma simples compres-
s&o do nervo até sua transeccao completa com ou sem perda de teci-
do (SUNDERLAND, 1990)

Quando a continuidade do nervo é interrompida, em virtude
de alguma lesdo, alteracdes no segmento distal do axonio poderdo
ser observadas, sendo esta referida como degeneracdo Walleriana
(DAHLIN; BRANDT, 2004). Por conseguinte, as células de Schwann
irdo proliferar dispondo-se em corddes paralelos, originando as ban-
das de Biinguer, pelas quais os brotos emitidos pelo coto proximal se-
rdo guiados até o tecido-alvo (DEUMENS et al., 2010). O periodo de
regeneracao axonal podera levar meses, contudo, esse tempo depen-
dera de alguns fatores, tais como a preservacao dos tubos endoneu-
rais e a distancia do coto proximal para o tecido-alvo (GU et al., 2011).

Embora o processo regenerativo esteja prognosticado, o periodo
de convalescéncia implicard em perdas funcionais e estruturais, jus-
tificadas pela desnervagao parcial (KERN et al., 2010). Tais prejui-
zos funcionais seriam caracterizados, principalmente, pela reducéo
do tonus muscular e, conseqiientemente, da sua capacidade de gerar
forca (MINAMOTO, 2007). Sob uma 6tica ultra-estrutural, a ausén-
cia de estimulo trofico dos neurdnios, acarretaria em atrofia da fibra
muscular, reducao na area de seccao transversa da fibra e, também,
na transi¢do de todas as fibras, independente de sua morfologia an-
terior, para fibras do tipo rapida (FITTS et al., 2001). Além disso,
pesquisadores tem afirmado que um longo periodo de desnervagao
resultaria na invasdo de células adiposas (RODRIGUES et al., 2005;
DAVATZ et al., 2007) seguindo-se de apoptose das fibras muscula-
res (DAVATZ et al., 2007)

Com objetivo de reduzir os déficits ocasionados pelo quadro de
desnervacao, diversas estratégias fisioterapéuticas tém sido propos-
tas. Na esfera da reabilitacdo neuromuscular, a EE tem surgido como
um método de tratamento promissor, sendo objeto de investigagao
em laboratorios do mundo todo.



A principal justificativa para aplicacdo da EE durante o periodo
de desnervagdo ¢ que esta minimizaria a atrofia das fibras muscula-
res (HASEGAWA et al., 2011) e que tal efeito seria explicado pela
capacidade da EE conseguir manter a a¢do contratil do masculo. Ou-
tra justificativa ¢ que a EE também estimula a proliferacao de célu-
las satélites e diminui a taxa de apoptose das fibras musculares em
desuso (GUO et al., 2012), eventos considerados determinantes para
regeneragao muscular (KONOFAOS et al., 2013).

Experimentalmente, Marqueste et al. (2002) demonstraram que o
musculo estimulado eletricamente ¢ beneficiado por haver uma me-
Ihor regeneragéo nervosa sensitiva. Dennis et al. (2003) confirmam
os beneficios, ressaltando que a EE ¢ capaz de manter o tonus mus-
cular, retardando assim, a hipotrofia das fibras musculares. Por outro
lado, alguns achados ainda se mostram contraditérios, por exemplo,
em estudo realizado por Gigo-Benato et al. (2010), onde a EE foi ca-
paz de promover efeitos deletérios, retardando a recuperacéo funcio-
nal e acelerando a atrofia das fibras musculares de ratos submetidos
a axonotmese.

Por essa falta de dados corroborantes, sugerimos que mais pes-
quisas experimentais sejam realizadas, a fim de que seja possivel o
agrupamento de subsidios que assegurem a transposi¢cao da EE para
a pratica clinica sem maiores riscos. Desse modo, nossa pesquisa
avaliou a EE atraves da corrente alternada simétrica sinusoidal na
manutencéo dos aspectos morfologicos dos musculos Extensor longo
dos dedos (EDL) e Séleo desnervados experimentalmente.

MATERIAL E METODO

Delineamento experimental

Quarenta ratos Wistar (250 + 50 g) foram divididos aleatoria-
mente em quatro grupos experimentais (n=10/grupo): Em controle
inicial (CI), onde os animais foram eutanasiados no inicio do ex-
perimento, Controle final (CF), onde os animais foram eutanasia-
dos no final do experimento, desnervado (D) e em desnervado e
estimulado (DE). Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas,
com livre acesso a racdo e agua, e submetidos a ciclo claro/escuro
de 12 horas. O experimento foi aprovado pelo comité de ética da
Universidade do Sagrado Coracdo (USC), protocolo 231/10. Para
0s procedimentos cirargicos e para a aplicacdo da EE, os animais
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foram anestesiados com injecdo intramuscular de Cloridrato de Ti-
letamina, associado com Cloridrato de Zolazepam (10 mg / Kg) na
regido dorso lateral da coxa esquerda do animal. Os animais eram
eutanasiados com dose excessiva de anestésico, trés vezes ao valor
descrito para a anestesia.

Protocolo para lesao nervosa e estimulacao elétrica

Os animais foram submetidos a uma incisao longitudinal na face
dorso-lateral da coxa direita com aproximadamente dois centimetros
de comprimento, para exposi¢do e sec¢do do nervo isquiatico. Apds
a seccdo, a extremidade proximal foi suturada no musculo adjacente,
enquanto a extremidade distal foi suturada na tela subcutanea, a fim
de que ndo ocorra reinervagao.

A EE iniciou-se 48 horas apds a lesdo nervosa, e 0s animais foram
eletroestimulados por trésvezes/semana durante quarenta e cinco
dias. Para as aplicagdes de EE os animais eram anestesiados.

A corrente elétrica foi gerada pelo aparelho da marca KLD — En-
dophasys R — ET 9701, utilizando-se de eletrodos cutaneos com gel
de acoplamento, e dimensdes de 2cm x 2 cm, sendo posicionados
sobre os musculos EDL e sdleo.

Foram realizados dois ciclos de aplicagdo. O primeiro ciclo foi
realizado por 10 minutos com o objetivo de estimular as fibras ver-
melhas. Para isso, usamos a Freqiiéncia de Ciclo: 2500 Hz; Periodo:
0,4 ms; Freqiiéncia de ativacao: 30 Hz; Intervalos de 3/1, com 9 se-
gundos de estimulacdo para 27 segundos de repouso. Porcentagem
de Modulagéo: 50%. O segundo ciclo foi realizado por 10 minutos
com o objetivo de estimular as fibras brancas. Para isso, usamos a
Freqiiéncia de Ciclo: 2500 Hz; Periodo: 0,4 ms; Freqiiéncia de ativa-
¢do: 100 Hz; Intervalos de 3/1, com 9 segundos de estimulagédo para
27 segundos de repouso. Porcentagem de Modulagéo: 50%.

Coleta do material

Apos a retirada dos musculos EDL e s6leo, a por¢do do ventre foi
mantida e envolta em meio de congelamento Tissue-Tek® (O.C.T.,
Sakura Finetek, Torrance, USA) e resfriadas em nitrogénio liquido.
De todos os musculos foram obtidos cortes histologicos de 10 um
de espessura, por meio de microtomo criostato (Leica®, CM 1850,
Nussloch, Alemanha), a -20° C e posteriormente corados com Hema-
toxilina e Eosina (HE). Para analise morfométrica das fibras muscu-
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lares foi utilizado um micro computador com o software de captura e
anélise de imagem Image Pro-Plus® 6.2 (Media Cybernetics, Bethes-
da, MD, USA), acoplado ao microscopio optico (Olympus®, BX-50,
Toquio, Japdo) e acoplado a este uma camera fotografica (Olympus®
DP-71, Toquio, Japdo). Foi realizada a morfometria de 220 fibras
musculares de cada animal, mensurando a sua AST.

Analise dos dados

Primeiramente foi aplicado o teste de SHapiro-Wilk para testar
a normalidade entre os grupos. Em seguida os grupos foi aplica-
do a analise de variancia (One-way ANOVA), seguido pelo teste de
Tukey, sendo estabelecido um nivel de significancia p< 0,05.

RESULTADOS

Observacoes Histologicas

As andlises histologicas foram realizadas através de coloracéo de
Hematoxilina e Eosina em microscopio optico (figura 1 e 2). No gru-
po CF e CI, verificam-se fibras musculares poligonais, com nucleos
periféricos, padrdo fascicular, evidenciando a morfologia normal. Ja
no grupo D, apresenta-se grande invasdo de tecido conjuntivo no
perimisio e endomisio, nlicleos centrais, fibras com pequeno diame-
tro, caracterizando fibras musculares que sofreram desnervacao e es-
tdo em processo de atrofia muscular. E no grupo DE apresenta uma
grande melhora morfoldgica, quando comparada ao D, mais ainda
apresenta alguns ndcleos centrais e uma pequena desorganizacao
fascicular, comparado com os Cl e CF.
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Figura 1 - Musculo EDL. A- Grupo ClI, B- Grupo CF, C- Grupo D, D- Grupo
DE. * Fibras Poligonais gm niicleos periféricos, ™ invasdo do tecido conjun-
tivo, fibra muscular com nucleo central.

Figura 2 — Musculo Séleo. A- Grupo ClI, B- Grupo CF, C- Grupo D, D- Grupo
DE. * Fibras Poligonais qom ntcleos periféricos, = invasio do tecido conjun-
tivo, fibra muscular com ntcleo central.
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Analise Morfométrica

Os animais do grupo D e DE apresentaram uma diminuicdo da
AST das fibras musculares quando comparadas ao CF (tabela 1 e 2).
Porém o grupo DE minimizou a atrofia muscular, pois houve uma
diferenca estatisticamente significativa quando comparada ao D e
foi 0 grupo que mais se aproximou do CF, tanto no musculo EDL
quanto no soleo.

Tabela 1 — Comparacdo da média da AST dos diferentes grupos estudados do
musculo soleo.

AREA DO MUSCULO SOLEOQ (um?)

Grupos Média Desvio Padrao
Cl 873,342 67,77
CF 2954,2° 631,79
D 503,96° 371,56
DE 1813,77° 410,37

a, b, c — Comparagdo entre os grupos (vertical). Letras iguais ndo apresentam
diferenga significativa.

Na comparagao entre 0s grupos experimentais no m. séleo, o grupo DE apresen-
tou uma AST de 73% maior que o grupo D.

Tabela 2 — Comparacdo da média da AST dos diferentes grupos estudados do
musculo EDL.

AREA DO MUSCULO EDL (pm?
Grupos Média Desvio Padrao
Cl 929,072 50,23
CF 4103,45° 528,45
D 519,482 482,33
DE 2407,91° 364,28

a, b, c — Comparagdo entre os grupos (vertical). Letras iguais ndo apresentam
diferenga estatisticamente significante.

Na comparagao entre 0s grupos experimentais no m. EDL, o gru-
po DE apresentou uma AST de 79% maior que o grupo D.
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DISCUSSAO

Apds a transeccdo do nervo, inimeros axénios sdo orientados a
reinervar o musculo de maneira incorreta (HAMILTON et al., 2011;
ROBINSON; MADISON, 2009). A perda de suprimento nervoso
proporciona uma inatividade muscular, causando a atrofia muscular.
A atrofia atua como uma barreira para o crescimento axonal durante
a reinervacao muscular (CAVALCANTE et al., 2012).

Nos musculos desnervados, a EE tem sido utilizada como tera-
pia para minimizar os efeitos da atrofia muscular (SALVINI et al.,
2012; FUJITA etal., 2011; ARAKAWA et al., 2010; ASHLEY et al.,
2007), pois reduz a diminui¢ao da AST (DOW et al., 2004), aumento
de massa muscular (MODLIN et al., 2005), reducédo da invasédo de
tecido conjuntivo (FERNANDES et al., 2005) e ainda aumenta a
expressao de MMP-2, responsavel pela remodelacdo da matriz intra-
muscular extracelular (RUSSO et al., 2008).

Em circunstancias normais, as células satélites dos musculos per-
manecem em repouso, mas quando estes sao danificados por algum
motivo, como por exemplo, na desnervacdo, elas sdo induzidas a se
diferenciarem e finalmente formar uma nova fibra muscular (ME-
GENEY et al., 1996; ADAMS, 2006), contribuindo para a regene-
racdo muscular. Guo et al. (2012) demonstraram que a EE aumenta
o potencial proliferativo de células satélites, bem como suprime a
morte celular por apoptose pelo desuso na atrofia muscular.

O uso da EE no tratamento de musculos desnervados apresen-
ta resultados divergentes na literatura, devido ao grande nimero
de protocolos utilizados. Sendo necessario avaliar qual é o melhor
protocolo terapéutico a ser utilizado para reduzir a atrofia muscular
(TOMORI et al., 2010). Em nosso estudo utilizamos o protocolo de
baixa freqii€éncia de estimulagdo por um periodo de 45 dias e o mes-
mo demonstrou se eficaz na reducao da atrofia.

De acordo com Eberstein & Eberstein (1996) os melhores resulta-
dos com a EE foi quando o estimulo obtido era semelhante ao do mo-
toneurdnio normal. Com isso, 0s musculos rapidos necessitavam alta
freqiiéncia de estimulagdo e os musculos lentos necessitavam baixa
freqiiéncia de estimulagdo. Em nossos estudos foi utilizada apenas a
baixa freqiiéncia, e foi suficiente para minimizar a atrofia muscular
tanto em musculos de contracdo lenta quanto o de contracdo rapida.

As freqliéncias de estimulacdo podem ter uma ampla variagao
na recuperagcao muscular, e de acordo com Doucet, Lam e Griffin
(2012) e De Kroon et al. (2005) a estimulac¢ao de baixa freqiiéncia é
a mais utilizada em madsculos desnervados, pois evita a fadiga mus-
cular. Ja a freqiiéncia de alta voltagem ¢ utilizada em tratamentos
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fisioterapéuticos para a drenagem de edemas e diminuigdo da dor
(LEONI et al., 2012) e tem maiores contribui¢des para o sistema
nervoso central, como a ativagdo de neurénios motores da medula
espinal (MANG; LAGERQUIST; COLLINS, 2010). Como compro-
vado por Leoni et al. (2012), a eletroestimulagdo se mostrou eficiente
no tratamento de lesdo nervosa por esmagamento, quando aplicada
precocemente sobre a drea da medula e do ganglio nervoso da raiz
do nervo isquiatico.

Dow et al. (2004) avaliou o muasculo EDL desnervado de ratos
durante 5 semanas e percebeu uma perda de 76% da area transversal
da fibra, sendo a atividade contratil um fator importante para a ma-
nutencdo a area da fibra. No presente estudo, o grupo estimulado por
um periodo de seis semanas demonstrou que o resultado foi melhor,
pois o musculo EDL teve uma reducdo da area transversal da fibra
em 41,4%, ¢ o musculo so6leo teve uma reducao de 38,7%, corrobo-
rando com os resultados de Polacow et al. (2003) que estudou o0s
efeitos da eletroestimulagdo sobre a morfologia de musculos soleo
desnervados.

Fernandes et al. (2005) identificou que a area transversa da fibra
do masculo séleo em animais desnervados teve reducéo de 63,77%,
enquanto que com animais tratados com EE teve uma reducdo de
42,03% em relagéo ao controle. Ashley et al. (2007) também obser-
vou diferenca nos valores da massa muscular e da AST em estudos
com o musculo tibial anterior de coelhos, na qual demonstraram que
apos dez semanas de desnervacdo, a massa e a area transversal teve
um aumento de 39% a 66% do normal. 1sso demonstra que 0s pro-
tocolos de EE para a manutencdo da massa muscular em periodos
prolongados como os do nosso estudo, minimizam o efeito da atrofia
apos a desnervagao.

Outro fator discutido é avaliar qual o melhor periodo para
se iniciar o protocolo de tratamento para ter a eficdcia na reducdo
da atrofia muscular. Alguns estudos como o de Gigo-benato et al.
(2010) dizem que na fase inicial ap6s a lesdao nervosa a EE é prejudi-
cial, pois promove um atraso da recuperacdo funcional. Ja Elsohemy
et al. (2011) em estudo com reparo nervoso em ratos, sugere que a
EE antes do reparo nervoso aumenta a receptividade dos axonios
no musculo em regeneragdo. O mesmo também ¢ comprovado por
Wang et al. (2009) onde estudaram o efeito da EE na seletividade
da regeneracdo dos nervos motores apds lesdo nervosa, e demons-
trou-se um tratamento eficaz, pois melhora a regeneracio do lesado
e promove a regeneracdo dos nervos motores. O nosso tratamento
iniciou-se 48 horas ap0s a cirurgia e demonstrou um periodo satisfa-
torio para a terapia de lesdes nervosas periféricas.

No
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Al-Majed et al. (2000) avaliou a eficacia da EE na regeneragao
axonal de nervos motores do fémur e percebeu que de uma a duas
semanas de estimulacdo de baixa freqiiéncia acelera a reinervacdo
motora e melhora a recuperagao funcional. O mesmo foi comprova-
do por Geremia et al.,(2007) que utilizou a estimulagdo por uma hora
durante 21 dias e obteve um aumento significativo na regeneragao
sensorial e motora. Alrashdan et al. (2010) tentou estabelecer que o
uso da EE por menos de uma hora tem efeitos positivos sobre a recu-
peragdo nervosa, pois a nivel molecular aumenta o fator neurotrofico
e subseqiiente melhora a recuperagdo funcional. Em nosso estudo,
a EE por 20 minutos sobre o musculo desnervado promoveu uma
reducdo da atrofia, indicando que esse achado ¢ promissor no tra-
tamento de lesdes nervosas periféricas, e ¢ de extrema importancia
clinica, pois auxilia no trofismo muscular e possivelmente acelera a
reinervagdao muscular.

Esta eficdcia na redugdo da atrofia muscular proporciona ao pa-
ciente um ganho estético do membro desnervado e ainda reduz as
Ulceras de pressao Salmons et al. (2005).

CONCLUSAO

A EE de baixa poténcia, através do protocolo usado, atuou favo-
ravelmente na manutengdo dos aspectos morfolégicos dos muasculos
soleo e EDL desnervados, minimizando a atrofia muscular.
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