Fisioterapia Brasil - Volume 9 - Namero 1 - janeiro/fevereiro de 2008

29

Artigo original

Efeito da estimulacao elétrica transcutanea em alta
freqUéncia no musculo triceps sural apés esmagamento

do nervo ciatico em ratos Wistar
Effect of high frequency transcutaneous electrical stimulation on triceps
sural after sciatic nerve injury in Wistar rats

Fabiana Abrahio, Rubens Meyer, Nathdlia Thalita Carvalho Vialle, Thatiane Gazzoli Farias, Raul Oscar Feitosa Marinho,

Camila Madeira Tavares Lopes, Janudrio Gomes Mourio e Lima

© © 0 0 0 0 0000000000000 000000 0000000000000 0000000000000000000000 o

Laboratdrio de Morfologia da UNISUAM

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da estimulagio
elétrica transcutinea de alta freqiiéncia nas alteragoes morfoldgicas
do musculo triceps sural depois da lesio nervosa periférica do ner-
vo cidtico em ratos. Quarenta ratos foram divididos em 4 grupos:
controle negativo (sem lesdo), controle positivo (com lesdo), lesados
e tratados com 4 mA e lesados e tratados com 6 mA. Entre o grupo
controle positivo (5,7 £ 2,4) e controle negativo (36,3 £ 6,15)
observamos uma diminui¢io significativa na densidade relativa
de tecido muscular e conjuntivo, demonstrando a efetividade do
modelo experimental. Entre os grupos tratados nio houve diferenca
estatistica, entretanto, ocorreu um aumento signiﬁcativo na densi-
dade relativa entre os grupos tratados com 4 mA (16,35 + 0,46) ¢ 6
mA (14,4 £ 2,63) em relagio ao grupo controle positivo (5,7 £ 2,4),
indicando a diminuigio da proliferagio de tecido conjuntivo nas
amostras analisadas. Nossos resultados indicam que a estimulagdo
elétrica transcutinea de alta freqiiéncia, dentro desses parimetros,
foi efetiva na diminuigio da proliferagio de tecido conjuntivo no
grupo muscular triceps sural de ratos apds lesao nervosa periférica
por esmagamento do nervo cidtico.

Palavras-chave: nervo ciatico, estimulagado elétrica transcutéanea,
tecido conjuntivo, ratos wistar.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of the transcu-
taneous electric stimulation of high frequency in the morphological
alterations of the triceps surae muscle after peripheral nervous injury
of the sciatic nerve in rats. Forty rats were divided into 4 groups:
negative control (without injury), positive control (with injury),
injured and treated with 4 mA and injured and treated with 6
mA. Between the positive control group (5.7 + 2.4) and negative
control group (36.3 + 6.15) it was observed a significant decrease in
relative density of muscular tissue and conjunctive tissue, showing
the effectiveness of the experimental model. We did not observe
difference between the treated groups. However, a significant in-
crease in the relative density occurred between the treated groups
with 4 mA (16.35 + 0.46) and 6 mA (14.4 + 2.63) in relation to
the positive control group (5.7 + 2.4), indicating the reduction of
the conjunctive tissue proliferation in the analyzed samples. Our
results indicate that the transcutaneous electric stimulation of
high frequency, within these parameters, was effective in reducing
conjunctive tissue proliferation in triceps surae muscle of rats after
peripheral nervous injury for crushing of the sciatic nerve.

Key-words: sciatic nerve, transcutaneous electric stimulation,
conjunctive tissue, Wistar rats.
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Introducéo

Apbs lesbes totais de um nervo periférico, as vias neurais
sofrem degeneracio ou atrofia, incluindo a perda das conexées
centrais. Em lesdes parciais é possivel o restabelecimento de
funcdes previamente perdidas. O grau de recuperacio neural
depende de alguns fatores como: niimero de axdnios lesados,
efeito do edema provocado pelo esmagamento e finalmente
a manuten¢io ou nio da membrana basal que protege os
nervos (epineuro) [1].

Um modelo experimental amplamente utilizado para a
reprodugio de lesbes nervosas periféricas é a lesio nervosa
periférica por esmagamento [2,3], que ¢ classificada como
axoniotmese, sendo considerada uma lesao parcial que acarreta
em degenera¢io walleriana pela ruptura do axénio, porém, a
membrana basal, o tecido conectivo e as células satélites sao
preservados. Levando a um melhor prognéstico de recupe-
rac¢io funcional [4,5].

Esse tipo de lesao periférica provoca alteragdes no nervo
lesionado e também no musculo desnervado e essas altera-
¢oes atingem tanto a estrutura quanto a fungio muscular.

De acordo com Ashley et al. [6], a desnervacio carreia em
efeitos deletérios no sistema muscular como a diminui¢ao do
trofismo e acimulo excessivo de tecido gorduroso e conjuntivo
nos intersticios das células [7].

Algumas das principais alteragoes morfoldgicas que ocor-
rem nos musculos sdo atrofia muscular, que ¢ caracterizada
pela diminui¢io da massa muscular [8,9], diminui¢ao da drea
da sec¢io transversa das fibras [10,11] e aumento do tecido
conjuntivo ao redor da fibra muscular [12,13]. O actimulo
desse tecido conjuntivo intersticial ¢ responsdvel, por exem-
plo, pela diminuicio da troca de substincias essenciais para
o trofismo muscular, entre o leito vascular e as fibras muscu-
lares [14]. Esse tecido também atua afetando a extensio do
crescimento axonal durante a reinervacio, quando as fibras
coldgenas atuam como barreira fisiolégica ao crescimento
axonal, e dificultando a difusio de fatores de crescimento
nervoso liberados apds desnervagio [15], refletindo, dessa
forma, a incapacidade funcional causada pela desnervagio.

Virias sao as terapias indicadas para o tratamento de lesoes
periféricas com o intuito de preservagio do trofismo muscular e
regeneragao das fibras nervosas [16-18], sendo uma delas o uso
da eletroestimulagio de baixa freqiiéncia [19,20]. Entretanto
a estimulagio elétrica transcutinea (TENS) de alta freqgiiéncia
geralmente € apontada para o tratamento de dores cronicas e
agudas [21,22] e atualmente na regeneracio de tecido cutineo
[23] indicando propriedades regenerativas desse tipo de corren-
te, devido possivelmente a0 aumento do fluxo sanguineo na drea
de aplicacio quando utilizada na freqiiéncia de 80 Hz.

Ante esses fatos, o objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito da estimulagio elétrica transcutdnea de alta freqiiéncia
nas alteragoes morfolégicas musculares do grupo muscular
triceps sural decorrentes da lesio nervosa periférica do nervo
cidtico em ratos.

Material e métodos
Animais

Foram utilizados 40 ratos Wistar (machos, peso cor-
poral de 200 a 250 g) provenientes da BioCampo 2000
Produtos Biolégicos Ltda. Mantidos sob condicoes de
temperatura entre 25 e 280C, ciclo de luz definido em 12
h de claro € 12 h de escuro e livre acesso 4 ragio e dgua. Os
animais foram divididos em quatro grupos experimentais.
Grupo Controle Negativo (CN), que nio sofreu a lesio
do nervo Cidtico; Grupo Controle Positivo (CP), animais
que sofreram lesio no nervo Cidtico; Grupo com lesio
no nervo Cidtico e tratado com 4 mA (4mA); e o Grupo
com lesio no nervo Cidtico e tratado com 6 mA (6mA).
Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa Animal da UNISUAM (CEPan/UNISUAM)
sob 0 n° 003/07.

Protocolo experimental

Os animais foram sedados com Diazepan (5 mg i.p.) ¢
anestesiados com Tiopental (20 mg/kg i.p.). Apds a aneste-
sia foi realizada cirurgia para exposicio do nervo Cidtico na
regido péstero-lateral da coxa direita, e esmagando o nervo
com auxilio de uma pinga de relojoeiro por 30 segundos. Os
animais dos grupos 4 mA e 6 mA foram tratados com dez
sessoes de TENS por trinta minutos por sessio, com uma
freqiiéncia de 80 Hz, densidade de 1,6 (Grupo 4 mA) e 2,4
(Grupo 6 mA), a drea do eletrodo era de 2,5 cm2. Apés o
tratamento os animais foram sacrificados com alta dose de

Tiopental (i.p.).
Analise histopatolégica

Apbs o sacrificio foi realizada perfusido por meio de uma
cAnula intracardfaca com solugio de salina e heparina (1:10)
para a retirada do sangue. Posteriormente os animais recebe-
ram paraformaldeido tamponado a 4% pela mesma via. Em
ambos os procedimentos os frascos com as solucdes ficaram
elevados a 110 cm de altura para que a pressio hidrostdtica
reproduzisse as condicoes fisioldgicas da circulagio sangiiinea.
O musculo Triceps Sural foi retirado e fixado em formol
tamponado a 10% por 24 horas, desidratado em solug¢oes
crescentes de etanol, clarificado em xileno e incluidos em
parafina. Cortes histolégicos de 5 pm de espessura foram
realizados transversalmente, utilizando-se blocos de parafina
contendo fragmentos do tecido muscular. Para a andlise dos
aspectos gerais do tecido muscular e quantificagio da drea de
fibras musculares e tecido conjuntivo, os cortes histolégicos
foram corados com hematoxilina-eosina, analisados em mi-
croscopio de luz (BX51, Olympus), e fotografados através de
cAmera digital (C-7070, Olympus).
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Analise da densidade relativa de tecido mus-
cular e tecido conjuntivo

Foram realizadas cinco fotos de 4reas aleatérias por lamina.
A quantificagio de tecido muscular e tecido conjuntivo foi
feita através do software Image Pro Plus 4.0. Posteriormente,
os valores, em Um?, de drea de tecido muscular foram dividi-
dos pelos valores de 4rea de tecido conjuntivo.

Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média =+
erro padrio da média (EPM) e analisados estatisticamente
através de andlise de varincia (ANOVA), seguida de teste
de comparacio multipla de Newman-Keuls-Student. Para
ambos os testes, os valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente signiﬁcativos.

Resultados

Os resultados encontrados estio representados na Figura
1. Podemos observar uma diminuigio significativa da relagao
entre as fibras musculares ¢ o tecido conjuntivo nos grupos
controle positivo, tratados com 4 mA e com 6 mA, em relagio
ao grupo controle negativo. Entretanto, essa relagio mostra
uma significativa melhora nos dois grupos que receberam
tratamento com o TENS.

Nos animais do grupo controle negativo (CN), observamos
uma estrutura muscular normal quanto 4 quantidade de fibras
musculares e de tecido conjuntivo ao seu redor (figura 2A), o
grupo controle positivo (CP) apresentou um aumento na drea
de tecido conjuntivo com visivel diminuigio das fibras muscula-
res (figura 2B). Observamos que apds o tratamento com TENS,
os grupos 4 mA e 6 mA (figura 2C e 2D, respectivamente)
apresentaram uma importante reversio da relacio entre as fibras
musculares e o tecido conjuntivo. Nao observamos diferencas
importantes entre os dois grupos tratados.

Figura 1 - Quantificagio da relagio entre a drea de fibras muscula-
res ¢ a drea de tecidos conjuntivo. Grupo Controle Negativo (CN);
Grupo Positivo (CP); Grupo tratado com 4mA (4mA); Grupo
tratado com 6mA (6mA) *p < 0,05 em comparagio com animas
controle. *p < 0,05 em relagio ao Grupo CN; #p < 0,05 em relagdo
aos Grupos 4mA e 6mA.
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Figura 2 - Fotomicrografias do m. Triceps Sural de ratos corados
com hematoxilina e eosina (aumento de 400X). A. Grupo Controle
Negativo (CN), B. Grupo Controle Positivo (CP); C. Grupo Tra-
tado com 4mA (4mA); e D. Grupo Tratado com 6mA (6mA). As
setas brancas indicam as fibras musculares. As setas pretas mostram
o tecido conjuntivo.
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Discussao

A integridade da inervagao é um fator critico para a preserva-
4o das caracteristicas estruturais dos musculos e o tipo de lesio
determina o nivel das alteragdes decorrentes assim como o grau
de recuperagio funcional. A lesdo nervosa por esmagamento ¢
propicia para esse tipo de estudo, pois possibilita o rompimento
do suporte neurotréfico sem romper o perineuro, fato que
possibilita o crescimento axonal até o musculo alvo [2].

Perante o exposto, os resultados encontrados em relagao ao
grupo CP e CN demonstram a efetividade do modelo expe-
rimental utilizado para a realiza¢io da lesio nervosa do nervo
cidtico sendo que seus valores apresentam uma diminuigao
estatisticamente significativa entre os grupos, corroborando
com os resultados encontrados por Schmalbruch ez 4/ [14]
que afirma que o acimulo de tecido conjuntivo tanto na
regido perifascicular quanto no intersticio ¢ uma alteracio
prépria da presenca de lesao nervosa periférica.

A corrente empregada nos grupos tratados foi utilizada nas
intensidades de 4 mA e 6 mA, os resultados nio indicaram
uma diferenca signiﬁcativa entre os grupos tratados, entretan-
to, um aumento estatisticamente significativo foi encontrado
na densidade relativa entre os grupos tratados e o grupo CP
indicando a ocorréncia de um declinio na taxa de proliferagio
de células de tecido conjuntivo no grupo muscular analisado.
Durante as sessoes foi possivel observar discretas contracoes
musculares, que possivelmente interferiram nos resultados
apresentados. Além disso, a eletroestimulagio de alta freqii-
éncia ocasiona um aumento do fluxo sanguineo [24,25] o que
possivelmente acarreta em uma melhor nutri¢io celular.

Esse retardo na proliferagio do tecido conjuntivo assinala
um possivel efeito benéfico do uso da eletroestimulagao de
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alta freqiiéncia com os pardmetros utilizados. De acordo com
Jézsa er al. [26] ocorre um aumento do tecido conjuntivo e
diminuicio do tecido muscular apds os processo de imobi-
lizacdo e de desnervagao no musculo sdleo, que pertence ao
grupo triceps sural. Conseqiientemente, uma diminui¢io
dessa taxa de crescimento de tecido conjuntivo infere que
exista uma influéncia positiva ou na preservacio das condigoes
musculares ou no processo de regeneragio das fibras nervo-
sas, indicando novas possibilidades clinicas para o uso dessa
corrente que vai além da agio analgésica habitual, focando
objetivamente na recuperagio funcional devido 4 melhora
das condicoes morfolégicas musculares.

Conclusio

A estimulagdo elétrica transcutdnea de alta freqiiéncia,
dentro dos parAmetros utilizados, foi efetiva na diminuicio da
proliferacdo de tecido conjuntivo no grupo muscular triceps
sural de ratos, inferindo um possivel efeito benéfico do uso
dessa corrente em lesdes nervosas periféricas com o objetivo
de minimizar a disfungio funcional auxiliando na recuperagio
funcional de sujeitos acometidos por essa patologia.
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