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RESUMO

Este estudo experimental for realizado em trés fases, com o objetivo de se adaptar um
método de avaliacao funcional para ser usado apos lesoes traumaticas do nervo ciatico
em camundongos e de se determinar a influéncia de campos eminentemente elétricos ou
magnéticos na regeneracao nervosa periférica. Na primeira fase foram usados 63
camundongos suicos machos (Mus musculus), que foram divididos em trés grupos de 21
animais cada. O primeiro grupo foi submetido a uma transeccio do nervo ciatico direito,
o segundo a um esmagamento e o terceiro serviu como controle. Os animais foram
avaliados funcionalmente por seis semanas através do Indice de Funcio do Cidtico (IFC)
e de fotografias de seus aspectos plantares para obtencao da distincia entre o primeiro e
quinto dedos, segundo e quarto dedos e da ponta do terceiro dedo até a parte mais
posterior da pata em contato com o solo. Ao final do periodo os dados foram
submetidos a uma andlise de regressao linear multipla usando como variavel dependente
os valores do IFC e como variavels independentes os valores dos parametros adquiridos
das fotografias. Com isto se chegou 2 formula do Indice Estitico do Cidtico para
camundongos (IECc), que possui uma alta correlacio com o IFC. A seguir, foram
usados 49 animais para se avaliar os efeitos de duas modalidades de estimulacio
eletromagnética sobre a regeneracio do nervo ciitico de camundongos apos lesio por
esmagamento. No primeiro experimento 15 animais foram divididos igualmente em trés
grupos, que foram submetidos a um esmagamento do nervo cidtico direito por 30
segundos e apds quatro dias receberam eletroestimulacio nervosa transcutinea (EENT)
de alta (n=5) ou baixa freqiiéncia (n=5), ou formaram o grupo controle, mantido nas
mesmas condicoes dos outros, porém sem estimulacao. O tratamento foi realizado por
30 minutos, cinco vezes por semana, por cinco semanas e os resultados mostraram que a
EENT mibiu a regeneracao nervosa, com estes nervos apresentando fibras de grosso
calibre menores e menos mielinizadas, porém sem afetar as medidas funcionais. No
segundo experimento para se verificar o efeito dos campos eletromagnéticos na
regeneracao nervosa periférica, 34 animais foram submetidos a mesma lesio por
esmagamento do nervo ciatico e a metade (n=17) tratada com um campo eletromagnético
pulsado (CEMP) de 72 Hz, com amplitude de dois Gauss, por trinta minutos, cinco vezes
por semana, durante trés semanas. A outra metade dos animais formou o grupo controle
(n=17). A avaliacio do processo regenerativo revelou uma evolucio levemente pior no
grupo tratado, caracterizada novamente por uma menor quantidade de fibras grossas,
porém de forma similar ao controle, uma diminui¢ao significativa do calibre de axénios
das fibras mielinizadas e um aumento significativo do estresse oxidativo.

Palavras-chave: Testes funcionais; Camundongos; Nervo ciatico; Indice de Funcao do
Ciatico; Indice Estitico do Ciatico; Eletroestimulacio Nervosa Transcutinea;
Regeneracio; Histologia.



ABSTRACT

This study involves three phases, with the aim do adapt a functional method to be used
after traumatic sciatic nerve lesions in mice, and to determine the influence of eminently
electric or magnetic fields on peripheral nerve regeneration. In the first step, we used 63
male Swiss mice (Mus musculus), divided on three groups of 21 animals each. The first
group was submitted to a transection of the right sciatic nerve, the second to a crush mjury
and the third served as a control. The animals were assessed functionally for six weeks by
the Sciatic Function Index and photographs from its plantar aspects to obtain the distance
between the first and fifth toes, second and fourth toes and from the tip of the third toe to
to most posterior part of the sole in contact with the floor. At the end of the period, data
were submitted to a multiple linear regression analysis, using the SFI values as dependent
variable and the measured distances as independent variable. This methodology led to
the formula of the Static Sciatic Index for the mouse (SSIm), that has high correlation
with the SFI. Then, we used 49 animals to assess the effects of two electromagnetic
modalities on sciatic nerve regeneration after a crush lesion mm mice. On the first
experiment 15 animals were divided equally on three groups, that were submitted to a
crush lesion of the right sciatic nerve for 30 seconds and, after four days received high
(n=5) and low (n=5) frequency transcutaneous electrical nerve stimulation (TENS) or
formed a control group, maintained on the same situation of the others but without
stimulation. Treatment was carried out for 30 minutes, five days a week, for five weeks
and the results showed that TENS inhibited nerve regeneration, expressed by low
diameter and less gross myelinated fibers, but with no terference on gait. On the
second experiment , to verify the effects of low frequency pulsed electromagnetic fields
(PEMF) on peripheral nerve regeneration 34 animals were submitted to the same crush
lesion and half of them (n=17) treated with a 72Hz, 2 Gauss held amplitude, for 30
minutes, five days a week, for three weeks. The other half of amimals formed the control
group (n=17). Assessment of the regenerative process revealed a minor but worst
development on the PEMF group, characterized again by less large diameter fibers,
similar to controls, a significant decrease of their axon’s calibers and an increase on
oxidative stress.

Key-words: Functional tests; Mice; Sciatic nerve; Sciatic Function Index;
Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation; Regeneration; Histology.
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1. INTRODUCAO

1.1. Lesao e regeneracio nervosa periférica

O sistema nervoso periférico (SNP) pode ser lesado por traumas, distirbios metabdlicos,
inflamatorios e muitos outros. Apds uma lesdo, ocorrem alteragdes morfoldgicas e funcionais
em resposta a lesdo. No processo cicatricial, a regido lesada destruida pela agressdo sera
substituida por tecido cicatricial, proveniente da atividade fibroblastica e consistindo
eminentemente de tecido conjuntivo, diferente em grande parte do tecido especializado
anterior. No processo regenerativo, as células lesadas primariamente pelo fator agressor ou
secundariamente pelos disturbios metabolicos associados, como a hipdxia secundaria, serdo
substituidas por novas células com as mesmas caracteristicas das anteriores, embora

normalmente este mecanismo nao seja totalmente efetivo (ROBBINS, 1974; KNIGHT, 2000).

Apobs uma lesdo axonal ocorre extensa degeneragdo do segmento distal a lesdo, conhecida por
Degeneracao Walleriana (DW). O coto proximal, que continua ligado ao corpo celular, pode
se regenerar e crescer em dire¢do ao 6rgao-alvo. Quando o corpo celular ¢ atingido este
processo ndo consegue acontecer, isto porque nele se encontra o material genético essencial

para o funcionamento celular (STOLL e MULLER, 1999).

No estagio inicial da DW praticamente ndo existem alteragdes no axonio lesado. Nota-se
nesta fase um actimulo de organelas citoplasmaticas na regido distal ao local lesionado
provavelmente decorrente de alteragcdes no transporte axonal ¢ edema endoneural, em
decorréncia da quebra da barreira hemato-nervosa.  Ha desintegragdo do reticulo

endoplasmatico e dispersdo dos ribossomas no nucleo da célula. Este aumenta de volume e
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desloca-se para a periferia do corpo celular e o axénio se retrai e diminui de calibre. Neste
estagio a condugdo elétrica estd normal e a duracdo desta fase varia de acordo com o

comprimento do coto distal, natureza do nervo e local da lesao.

Em torno de 24 a 48 horas se inicia a desintegragdo do citoesqueleto e degradacdo do
axoplasma e axolema na regido distal ao local da lesio (MALBOUISSON et al., 1985;
STOLL et al., 1989). A fragmentacdo axoplasmatica ¢ mediada por aumento nas
concentragdes intracelulares de calcio proveniente de depdsitos intracelulares ou do espago
extracelular, e conseqiiente ativacdo de proteases como a calpaina (MARTINEZ e RIBEIRO,
1998; COUTO et al., 2004). Este influxo de célcio para dentro da célula provoca “correntes
elétricas de lesdo” através do aumento dos potenciais elétricos locais (WATSON, 1998;
McCAIG et al., 2002). Existe uma rapida desintegracdo do axoplasma em pequenas
particulas amorfas derivadas da clivagem do citoesqueleto, que ocorre uniformemente ao
longo da fibra em degeneracdo (MALBOUISSON et al., 1985). Neste periodo, as células de
Schwann fragmentam a mielina e fagocitam pequenos restos celulares, se dividem, se alinham
e formam as bandas de Biingner (BB). As extremidades distais dos neurdnios lesionados se
dilatam pelo acimulo de organelas citoplasmaticas e formam os “cones de crescimento”. A
partir desses cones sdo gerados brotos regenerativos, que crescem em dire¢do ao 6rgdo-alvo,

guiados pelas BB.

Entre o segundo ¢ o sétimo dia apos a lesdo os macrofagos, as células T hematogénicas e
residentes locais se infiltram e penetram em toda a regido distal ao local da lesdo, levando
também a uma rapida fagocitose dos fragmentos de mielina. As células de Schwann (CS)
diminuem a expressdo de proteinas formadoras de mielina (Py, P,, MBP, MAG e PMP 22).

Ao mesmo tempo, se desdiferenciam, adquirem um fen6tipo de pré/ndo-mielinica, formam as
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BB e aumentam a expressao de receptores para o NGF, proteina acida fibrilar glial (GFAP),
fator B de maturacdo glial, molécula de adesdo celular L1, N-CAM, GAP-43, BDNF e seu
receptor TrkB. Também expressam fatores de transcrigdo (Pax3 e C-jun), mas diminuem a
regulacdo do Krox-20. Tais mudancas estdo associadas a um aumento orquestrado na
expressao de citocinas pré e antiinflamatorias (IL1, IL6, IL10, IL12, IFNy, TNFa, TGF-B1,
B2 e LIF) e vao estimular o crescimento do neurito em dire¢do a célula-alvo (STOLL e
MULLER, 1999; STOLL et al, 2002). Os fatores TGF-B1 e B2 e LIF sdo sobre-regulados
apds lesdes axonais e estdo intimamente ligados ao processo de regeneragdo no SNP
(CHEEMA et al., 1994 a,b; STOLL e MULLER, 1999). O TGF-B1 associado ao AMPc
regula a expressdo da proteina GAP-43 (STEWART et al., 1995) que esta relacionada com a
capacidade da célula lesada em avaliar o ambiente onde ela estd se expandindo, amplificando
os sinais gerados pelas pistas que orientam o caminho a ser seguido pelo cone de crescimento
(FU e GORDON, 1997). A funcao do TGF-B1 no processo de regeneracao pode ser ambiguo,
estando envolvido com a proliferagdo de CS que n3o estdo em contato com neurdnios em
cultura (ROGISTER et al., 1993), porém com sua inibi¢do ocorre em situagdes em que ha
interagdo desta célula glial com neurdnios (MEWS e MEYER, 1993; STEWART et al., 1995;
GUENARD et al., 1995 a,b ; EINHEBER et al., 1995; KRIEGLSTEIN et al., 1998) ou outras
moléculas como a LIF (MATSUOKA et al., 1997), o GDNF, da mesma super-familia do
TGF-B (KRIEGLSTEIN et al, 1998; SCHOBER et al., 1999) e do FGF-2 (GAJDUSEK et al.,
1993; FRENZ et al., 1994). Desta forma, o TGF-B1 parece ter uma fungao especifica na fase
inicial de uma lesdo no SNP, como sinalizador para que as CS passem do estado
proliferativo/mielinizante, para o estado nao-mielinizante necessario para o inicio do processo

de regeneragao.
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Durante o processo inflamatorio relacionado a DW sdo formados radicais livres, moléculas
quimicamente instaveis e reativas (Del ZOPPO, 1997). O estresse oxidativo (EO)
conseqiiente ao aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio ocorre quando hd um
desequilibrio entre a produgdo e capacidade celular de detoxificagdo destes radicais,
contribuindo para a destruicao celular local (POP-BUSUI et al., 2006). As espécies reativas
de oxigénio (ERO) medeiam as respostas celulares induzidas pelo TGF-f1 em varios tipos
celulares e seu bloqueio inibe a acdo desta citocina (LAFON et al., 1996; HONG et al., 1997;
KOO et al., 1999; JUNN et al., 2000; CHIU et al., 2001; HERRERA et al., 2001 a,b; JIANG
et al., 2003; RHYU et al., 2004). Enquanto a relacio TGF-B1/ERO parece ser essencial na
fase proliferativa da lesdo nervosa periférica, para que ocorra a fagocitose do tecido destruido
no local e distal a lesdo e as CS possam passar a um estado nao-mielinizante, na fase tardia da
inflamacdo a manutencdo dos niveis de estresse oxidativo e atividade do TGF-1 poderiam
estar associados a uma regeneracdo deficiente, com insuficiéncia de fibras mielinizadas e
excesso de colageno (ROGISTER et al., 1993), aumento do influxo de célcio para o meio

intra-celular, ativag¢do de calpainas e destruicao do citoesqueleto.

No sistema nervoso central (SNC), a regeneragdo axonal esta fortemente inibida por fatores
produzidos pela mielina ou pelas células gliais, que ndo permitem que o axdnio lesado se
estenda por distdncias que poderiam tornar a regeneragdo funcional (YU e HE, 2006). No
sistema nervoso periférico (SNP), entretanto, o quadro ¢ diferente, pois as CS criam um
ambiente altamente propicio a regeneracdo do axdnio acometido, além de regular todo o
processo regenerativo (STOLL e MULLER, 1999). Em lesdes por esmagamento, nio ha
rompimento da membrana basal destas células, que envolvem toda a fibra desde sua origem
até a parte mais distante do seu prolongamento principal. Com isso os brotos regenerativos

que se formam apo6s a lesdo, encontram um caminho mecanico e demarcado por proteinas de
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matriz extracelular para prosseguirem se alongando em dire¢do ao oOrgdo-alvo e assim a
regeneragdo ¢ facilitada. Este movimento axonal pode ser influenciado por pistas
quimiotaxicas e elétricas (STOLL e MULLER, 1999; SONG et al., 2004), de forma que se
estas ndo forem adequadas ou a distancia a ser percorrida pelos brotos axonais for muito
grande, a regeneragdo pode nao ser funcional. Isto acontece em lesdes muito proximais, perto
dos corpos celulares no SNP, como as lesdes traumaticas no plexo braquial, lesdes de raizes
nervosas no forame de conjugacao e outras (Figura 1) (GORDON et al., 2003; LUNDBORG,
2004). Também em situagdes onde o metabolismo ou o fornecimento de nutrientes esta
acometido, como na Diabete Melito (DM) ha a dificuldade de se desenvolver uma
regeneracdo funcional (KENNEDY e ZOCHODNE, 2005). Nestas situagdes o incentivo a
regeneragdo se torna uma necessidade, para que o organismo acometido volte a desempenhar

as func¢des normais, perdidas apds a lesdo.

Lesao no plexo braquial

800 mm = 800 dias

Misculos desnervados na mio

S o

~ b=

Lesoes nos nervos ~
—;\I -~ ™

mediano ou ulnar ---_5\‘\..- ~
~

100 mm = 100 dias

Figura 1. Apos lesdes no plexo braquial, os misculos na mao podem ficar desnervados por periodos de 800
dias ou mais, devido as longas distincias entre o local da lesio e os orgaos-alvo. Reproduzido e adaptado
a partir de Experimental Strategies to Promote Functional Recovery after Peripheral Nerve Injuries,
GORDON et al., 2003.
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Quando a lesdo ¢ por sec¢do do nervo periférico, ha a necessidade de reparo cirirgico para
que se restabeleca uma via por onde os brotos axonais possam trafegar até chegar aos seus
alvos. Apesar de um reparo cirurgico poder ser perfeito, encontra-se ai uma maior dificuldade
ou até impossibilidade de regeneracdo, devido a descontinuidade da membrana basal da CS.
Isso acontece se houver formagao de fibrose no trajeto do nervo, que impedira a passagem de
axonios por este local. Desta forma, a lesdo por sec¢do ¢ muito mais grave do que a lesdo por
esmagamento e se acontecer em pessoas com déficits metabolicos ou afecgdes que afetem a

oferta de um bom ambiente regenerativo, torna-se ainda pior (LUNDBORG, 2004).

Estima-se que lesdes obstétricas do plexo braquial aconte¢gam numa proporg¢do de 1/1.000, em
12% das vezes levando a comprometimentos permanentes (CHAUHAN et al., 2005). As
lesdes do nervo mediano no tinel do carpo, que caracterizam a Sindrome do Tunel do Carpo,
acometem de 90 a 190 / 100.000 pessoas, com maior freqiiéncia no sexo feminino
(LATINOVIC et al., 2006), levando a perdas variaveis da fun¢do da mao e muitas vezes
incapacidade. Outras doencas que acometem o SNP sdo menos comuns, tais como a
Metatarsalgia de Morton, as Neuropatias Ulnar e Radial ¢ a Meralgia Parestésica, mas
contribuem para o rol de neuropatias que podem envolver tanto lesdes axonais quanto do
corpo celular do neurénio. Em algumas doencas, que envolvem lesdes nervosas periféricas,
essas sdo negligenciadas como no caso das lesdes de raizes nervosas provenientes de hérnias
de disco ou sindromes facetarias (hipertrofia da faceta articular na vértebra), que t€ém suas
prevaléncias e incidéncias normalmente associadas a dor lombar ou cervical, mascarando a

epidemiologia exata das lesdes nervosas.
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1.2. Estratégias para otimizacio da regeneracio no sistema nervoso periférico

Ao ser acometido, o SNP esta parcial ou totalmente inibido de desempenhar suas fungdes.
Como ele ¢ um mediador de informagdes aferentes e eferentes provenientes de estruturas
relacionadas a vida somatica ou vegetativa, encontram-se nas pessoas ou animais acometidos
por lesdes no SNP paralisias, perda de forca, perda de controle muscular, disautonomia,

déficits de sensibilidade (incluindo as sensibilidades gerais e especiais) e dor.

Para incentivar a regeneragao no nervo periférico, pode-se recorrer a diversos recursos, com o
uso de fatores neurotroficos, células-tronco (TOHILL ¢ TERENGHI, 2004; LOPES et al.,
2006), aplicagdo de ultra-som (CRISCI e FERREIRA, 2002), LASER de baixa intensidade
(BAE et al., 2004), exercicios fisicos (MOLTENI et al., 2004; SEO et al., 2006) ¢ outros.
Dentro deste rol de opgdes o uso de campos eletromagnéticos constitui uma das
possibilidades, que se justifica pelo fato de que apds uma lesdo tecidual, em um organismo
bioldgico, se formam correntes elétricas enddgenas que estdo intimamente relacionadas com o
processo de recuperagdo. Estas correntes, conhecidas como correntes de lesdo (CL), sdo
formadas através de gradientes elétricos entre a area acometida e as regides vizinhas e

permanecem ativas durante todo o processo regenerativo (LOW e REED, 2001).

1.3. Campos eletromagnéticos, funcionamento biolégico e regeneracio tecidual

Os organismos bioldgicos compdem uma grande camada que recobre a superficie do planeta

em que vivemos e seu funcionamento normal ou anormal estd intimamente relacionado com o

funcionamento do planeta ¢ de todo o sistema solar. Cada planeta possui um ambiente
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eletromagnético natural e, no caso do Planeta Terra, isto ¢ devido a existéncia de um nucleo
semiliquido ferromagnético, que gera um campo geomagnético estatico com fluxo lento, além
de dois outros fatores que geram campos eletromagnéticos variaveis, a saber: a atividade
elétrica decorrente de tempestades nas zonas equatoriais (Africa Central ¢ Amazonia) e as
tempestades magnéticas solares. Como conseqiiéncia, estamos expostos e interagindo com
um campo geomagnético natural com intensidade média de 50 pT, que pode variar de
localidade no planeta, além de campos eletromagnéticos (CEM) naturais com amplitudes por
volta de 0,01V/m e freqiiéncia de 8 a 32 Hz, associados a campos magnéticos de um a 10 nT

(ADEY, 2004).

Atualmente, outra grande fonte de energia eletromagnética que interage com organismos
bioldgicos provém dos geradores e linhas de transmissao de energia elétrica, aparelhos
eletrodomésticos, telefones celulares, antenas de radio e outros. Todos estes dispositivos
artificiais geram CEMs muito maiores do que aqueles provenientes das fontes naturais

(ADEY, 2004).

Hé4 de se destacar que a energia elétrica ¢ distinta da magnética, porém as duas sao
encontradas normalmente juntas na natureza. A energia magnética ¢ proveniente do ntcleo
ferromagnético do planeta e gera um campo com fluxo direcionado do norte para o sul. A
energia elétrica € proveniente da carga de atomos, carregados positiva ou negativamente. Ao
ser criado um gradiente de carga entre uma regido e outra, pode acontecer um fluxo elétrico,
que nos metais se da basicamente pelo deslocamento de elétrons, enquanto que nos
organismos biologicos se postula classicamente que ocorrem pelo deslocamento de ions —
correntes ionicas (eg... bomba de sédio e potassio) (ADEY, 2004; GARCIA, 2006). As

correntes i0nicas caracteristicas dos sistemas biologicos sdo conseqiiéncia de pequenos
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gradientes de concentragdo de ions, na ordem de um milésimo de Volts (milivolts — mV).
Estes gradientes estdo presentes em todas as células que compdem estes tecidos e sdo muito
importantes para a manutengdo de suas atividades metabolicas. Eles geram pequenos fluxos
de corrente, em torno de 1 x 10 Ampéres (nanoampéres — nA), que somadas podem chegar a
faixa de 1x 10 Ampéres (microampéres - pA) na membrana celular. Estima-se que em torno
de 20% da taxa metabolica de um organismo humano seja gasto para manter o gradiente
elétrico existente entre o interior € o exterior da célula, tornando a membrana celular um
capacitor, cuja fun¢do ¢ acumular e regular a passagem de energia elétrica (CHARMAN,

1998; GARCIA, 2006).

Os campos elétricos estdo normalmente interagindo com campos magnéticos € vice-versa.
Desta forma, ao se formar um campo elétrico entre duas placas carregadas, se formara um
campo magnético em torno desse primeiro. O contrario também acontece e isto ¢ a base da
Lei da Indugdo de Faraday, que serd discutida mais adiante. Por isso normalmente sdo citados
os CEMs e nao somente o campo elétrico ou magnético isoladamente. Entretanto, algumas
vezes um campo ¢ eminentemente elétrico ou magnético, e isto tem especial valor quando se
deseja fazer com que um CEM exogeno interaja com um tecido bioldgico com objetivos

diagnosticos ou terapéuticos (HAAR, 1998)

1.4. Campos eminentemente elétricos e regeneragio nervosa periférica

A manipulagdo da regeneracdo nervosa periférica no sentido de facilitar a reinervagao inclui a

aplicacdo de campos elétricos constantes ou com freqiiéncias variadas. A efetividade das
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condutas que visam aumentar a taxa e a velocidade de regeneragdo tem sido demonstrada em

varios trabalhos, eminentemente com animais de experimentagao.

A utilizagdo de correntes elétricas exdgenas com fins de estimular o reparo/regeneracao
decorre do fato de que quando um tecido esta lesado ou em processo de reparacao, o fluxo de
ions nesta regido sofre alteragdes, aumentando a capacitancia (capacidade de acimulo de
cargas elétricas) local. O uso de correntes elétricas externas a lesdo tem a finalidade de
restabelecer o fluxo elétrico normal, aumentar a circulacdo local, aumentar o metabolismo
celular e estimular a produgdo de fatores troficos (WATSON, 1998; PANAGOPOULOS et

al., 2000; PANAGOPOULOS et al., 2002).

Sao utilizadas normalmente correntes elétricas monofasicas (pulsadas ou ndo) ou bifésicas,
administradas através de eletrodos implantados no proprio nervo, estimulagdo intraoperatéria
ou percutanea, usando agulhas semelhantes as de acupuntura ligadas a um gerador de corrente
(Figura 2). As correntes monofasicas possuem a vantagem da unidirecionalidade, que pode
gerar efeitos eletroforéticos nas proteinas de membrana e, desta forma, orientar o crescimento
do neurito em dire¢do ao catodo (McCAIG et al., 2002). Entretanto, se forem usadas em altas
intensidades ou longos periodos podem causar efeitos lesivos devido a propria eletroforese
(LOW e REED, 2001). Apesar das correntes bifasicas ndo oferecerem o risco dos efeitos
decorrentes da eletrdlise, elas sdo menos utilizadas, pois ndo possuem poder de gerar o

direcionamento do neurito para o 6rgao-alvo.
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Figura 2. Representacdo grafica de um pulso monofasico e um bifasico. Reproduzido a partir de
Eletrofisiologia Clinica - Eletroterapia e Teste Eletrofisiologico, Robinson e Snyder-Mackler, 2002.

As formas de aplicacdo das correntes elétricas com objetivo de estimular a regeneracio
nervosa incluem diferentes tipos de eletrodos, com algumas formas predominando sobre
outras. Em geral, quanto mais perto o eletrodo estiver do nervo, a corrente tende a ser menor
em amplitude, pois ndo ha necessidade de vencer a impedancia exercida pelos tecidos

circundantes do nervo.

1.4.1. Eletrodos implantados

A estimulagdo com eletrodos implantados e diferentes tipos de correntes elétricas tem sido a
forma mais utilizada desde a década de 80 em modelos experimentais usando lesdes nos
nervos soleo (NIX e HOPF, 1983) e ciatico (BEVERIDGE e POLITIS, 1988; POLITIS et al.,
1988; KERNS et al., 1991; POMERANZ ¢ CAMPBELL, 1993; MENDONCA et al., 2003).
Todos esses trabalhos apresentaram resultados positivos, com melhora na funcdo e/ou

parametros morfologicos.

Somente dois estudos, realizados pelo mesmo grupo, utilizando como modelo a lesdo do
nervo fibular comum (McGINNIS e MURPHY, 1992) ¢ do ciatico (HANSON e McGINNIS,

1994) encontraram resultados negativos, com menor numero de fibras em regeneragdo,
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formag¢do de neuromas e taxa mais baixa de mielinizagao nos grupos estimulados. Entretanto,
em seus experimentos um dos eletrodos foi colocado dentro do pequeno tubo de silicone que
unia os dois cotos seccionados, levando a intera¢do da corrente elétrica monofasica com o
material do tubo, formagdo de efeitos deletérios pela falta de alternancia da corrente e
conseqiientemente destruicdo de parte do tubo, com impedimento fisico a passagem dos

neuritos.

As correntes elétricas utilizadas em todos estes estudos foram monofasicas ¢ as amplitudes de
corrente sempre muito baixas, abaixo do limiar sensitivo (na faixa dos pA), para que nao
houvesse destruicdo tecidual. A estimulacdo era feita geralmente de forma continua, por
periodos de algumas semanas, antes que os animais fossem sacrificados e as analises

realizadas.

1.4.2. Eletroestimulac¢io intra-operatoria

Nestes modelos, o nervo ¢ estimulado logo ap6s a lesdo, por periodos variaveis. Os nervos
mais utilizados nos estudos sdo o ciatico (SCOTT, 1991) e o femural (AL-MAJED et al.,
2000a,b; BRUSHART et al.,, 2002; AL-MAJED et al., 2004). Os primeiros estudos
utilizaram correntes monofasicas e os mais recentes correntes alternadas com freqiiéncias de
pulso de 20 Hz (AL-MAJED et al., 2000a,b; BRUSHART et al., 2002; AL-MAJED et al.,
2004). Com esse ultimo modelo, os autores encontraram uma reinervagao mais precisa € mais
rapida de 6rgdos-alvo, aumento na expressao do BDNF, TrKB, das proteinas Tal-tubulina e
GAP-43 e de RAGs, além de reducdo na expressao de neurofilamentos (fenomeno também

associado a regeneracdo). A eletroestimulacdo intra-operatoria se diferencia das outras, além



30
da forma de estimulacdo, pelo tempo breve que ¢ empregado, em torno de duas horas de

estimulacdo apos a lesdo.

1.4.3. Eletrodos percutaneos

Os eletrodos percutineos normalmente sdo agulhas de acupuntura introduzidas na pele e
ligadas a um gerador de corrente elétrica. O uso de correntes elétricas através de eletrodos
percutdneos tem sido pesquisado em modelos experimentais e talvez sejam, dos métodos
estudados até o momento, o mais simples de se aplicar na pratica clinica, pois usa agulhas
ligadas a estimuladores elétricos. Este tipo de estimulagdo foi estudado em modelos de lesao
do nervo ciatico (POMERANZ et al., 1984; McDEVITT et al., 1987 ¢ CHENG et al., 2001;
INOUE et al., 2003), com os melhores resultados sendo atingidos quando o catodo foi
colocado distal ¢ o anodo proximal a lesdo. Nestes experimentos foram sempre utilizadas
correntes monofasicas, com amplitudes também abaixo do limiar sensitivo, entretanto tendo
chegado a intensidade de um miliampére, bem maior do que aquela utilizada nas técnicas com

eletrodos implantados.

1.4.4. Eletroestimulacao transcutinea

O uso de eletrodos transcutaneos (de superficie) também ¢ uma opg¢do ndo-invasiva e que
pode ser utilizada por um periodo maior, especialmente quando associados a corrente bifésica.
Seu manejo ¢ pratico e simples, evitando a solu¢do de continuidade e as reagdes provocadas

por uma cirurgia de implante ou mesmo estimulacdo percutanea.
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Estudos prévios avaliaram a influéncia da estimulacao elétrica nervosa transcutanea (EENT)
na regeneracdo de tecidos como tenddes (BURSSENS et al., 2003, 2005), pele (KAADA e
EMRU, 1988; KIARTANSSON et al., 1988; KHALIL E MERHI, 2000; LIEBANO et al.,
2003) e osso (KAHN, 1982), com resultados variados. Os efeitos da EENT na regeneragao
do sistema nervoso, entretanto, permanecem desconhecidos. Esta modalidade tem sido
associada com efeitos como o aumento no fluxo sangiiineo (de VRIES et al., 2007;
SANDBERG et al., 2007) ou aumento na sintese de coldgeno (BURSSENS et al., 2005), mas
¢ necessario usar correntes elétricas com amplitudes acima de um miliampére, que podem ser
associadas a diminui¢do nas concentragdes de ATP (CHENG et al., 1982) e

conseqiientemente inibi¢do na regeneragao.

A EENT ¢ usualmente empregada para controlar a dor neuropatica (LEEM et al., 1995;
HANALI 2000; NAM et al., 2001; CHEING e LUK, 2005; SOMERS ¢ SOMERS, 1999;
SOMERS e CLEMENTE, 2006), que pode ocorrer apos lesdes no SNP e estd ocasionalmente
associada a DW (LATINOVIC et al., 2006). Os efeitos analgésicos da EENT estao
relacionados a liberagdo de opiodides enddgenos (SLUKA e WALSH, 2003) e isto estd
relacionado a outra controvérsia em relagdo a sua utilizagdo em situagdes em que ha DW, pois
a exposicdo cronica a opidides normalmente estd associada com o desenvolvimento de
tolerancia farmacoldgica e inibigdo de varios estagios da restauragdo do nervo periférico apos
lesdo (SMITH e HUI, 1973; SINATRA et al., 1979; SINATRA ¢ FORD, 1979; ZENG et al.,
2007). Desta forma, torna-se necessario investigar qual é o papel da EENT na regeneragao

nervosa periférica.
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1.5. Campos eminentemente magnéticos e regenera¢io nervosa periférica

O uso de campos magnéticos para gerar efeitos fisioldogicos e teraputicos em organismos
bioldgicos se baseia principalmente na descoberta de Oersted e na Lei da Inducdo de Faraday.
Em 1820 o dinamarqués Oersted, fazendo experiéncias com campos elétricos e uma bussola
demonstrou que uma corrente elétrica induz a formagdo de um campo magnético. Logo
depois, em 1830, Faraday anunciou que o inverso também poderia acontecer, sendo possivel
que campos elétricos pudessem ser induzidos em um condutor através de variacdes de
corrente em outro condutor. Este efeito seria mediado pelo campo magnético associado ao
campo elétrico (HAAR, 1998; GARCIA, 2006) (Figura 3). Estas descobertas resultaram em
implicagdes para a utilizagdo da energia eletromagnética como recurso terapéutico. As
correntes elétricas sofrem maior resisténcia ao passar pelo estrato corneo da pele e pela
membrana celular do que os campos magnéticos. Por isso, ao se usar um campo elétrico
administrado de forma transcutinea, existe uma grande possibilidade de boa parte de a
energia ser absorvida superficialmente e ndo atingir o tecido-alvo. Por outro lado, se
utilizamos um campo magnético superficialmente, incorremos em algumas vantagens
importantes. Primeiro, o uso de campos eminentemente magnéticos dispensa o uso de
eletrodos ou meios de contato com o corpo. Segundo, o campo magnético tem um maior
poder de penetragdo através da pele e membrana celular, podendo induzir a formagdo de um
campo elétrico em zonas mais profundas (Lei da Inducdo de Faraday). Com isso podem-se
usar intensidades de energia mais baixas e também oferecer tratamentos mais confortaveis

(LIBOFF e JENROW, 2002; ENGSTROM, 2004).
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Figure 3. Lei da Indu¢do de Faraday. Um campo magnético proveniente de um magneto permanente
(cinza) é direcionado de Norte (N), para Sul (S). Quando interage de forma variavel («<>) com um circuito
elétrico, é capaz de induzir corrente elétrica (medida em Ampéres — A). Reproduzido de Cuccinota, A.
The Laws of the Physical World).

Os campos eminentemente magnéticos t€ém sido usados para promover a regeneracao nervosa
periférica desde os anos 70. Wilson e Jagadeesh (1976) foram os primeiros a demonstrar que
a exposicao a campos eletromagnéticos pulsados de baixa freqiiéncia (CEMP) podia estimular
a regeneracao nervosa periférica. Seus efeitos incluem a redugdo no edema endoneural e de
aderéncias, recupera¢cdo mais rapida da funcdo locomotora apds lesdo nervosa periférica,
aumento da vascularizagdo ¢ do ordenamento das fibras de coldgeno no lugar da lesdao, do
diametro das fibras e axonios mielinizados, da taxa de regeneracdo (mm/dia) e melhora da
mielinizagdo (RAJI e BOWDEN, 1983; SISKEN et al., 1989; RUSOVAN et al., 1992;

KANIJE et al., 1993; WALKER et al., 1994; BERVAR et al., 2005).
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Entretanto a variedade de parametros utilizados tornam os estudos com CEMPs muito
diversos e dificultam a comparagdo dos resultados. Na maioria dos trabalhos, as amplitudes
variam de 0,3 a 300 mT, e as freqliéncias de 2 a 1.000 Hz, com as mais comuns na faixa de 2
a 72 Hz (OTTANI et al., 1988; SISKEN et al., 1989; RUSOVAN et al., 1992; KANJE et al.,
1993; KIM et al., 2002; BERVAR, 2005). Esta grande variagdo associada as diferentes
formas das bobinas de inducdo e aos diferentes ambientes em que sdo realizados os
experimentos (diferentes campos geomagnéticos), levam a exposigdes muito variadas e quase

impossiveis de serem conhecidas.

Os mecanismos de ac¢do parecem estar ligados eminentemente a interacdo dos CEMPs com os
ions calcio na membrana celular, que seriam mobilizados pelo campo magnético e dariam
passagem ao calcio extracelular para o interior da célula, desta forma levando a deflagracao
de varias cascatas de sinalizacdo intracelular que podem iniciar, acelerar ou inibir os
processos biologicos (OSCHMAN, 2004) (Figura 4). Os CEMPs poderiam também agir
sobre a permeabilidade da membrana celular através do fenomeno conhecido como Voltagem
Hall, que postula a aceleragdo de elétrons a partir de um campo magnético que passa por um
condutor metalico (Figura 5). As unicas diferencas estariam no fato de que nos organismos
biologicos o que estaria sendo acelerado seriam os ions e nao os elétrons e o condutor seria o
canal de membrana. Incentivando a migracao ionica através da membrana, ocorreria aumento
na atividade metabdlica (BALCAVAGE et al., 1996) e consequentemente aceleracdo do
processo regenerativo. Entretanto, sabe-se que um grande aumento da concentragdo deste ion
no meio intracelular, pode ter como conseqiiéncia a ativagdo de calpainas e conseqiiente
desintegracao do citoesqueleto (SCHLAEPFER, 1971; COUTO et al., 2004), mediada pela

formacao de espécies reativas de oxigénio (PAQUET-DURAND et al., 2007).
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Figura 5. Efeito Hall no transporte de cargas elétricas em condutores metalicos e sistemas biolégicos. Um
campo magnético B pode fazer fluir elétrons em um condutor metalico (A) ou ions em um canal iénico (B).
As correntes induzidas (esferas negras) fluem sempre perpendiculares ao campo gerador. Reproduzido e
adaptado a partir de Balcavage et al., A Mechanism for Action of Extremely Low Frequency
Electromagnetic Fields on Biological Systems, 1996.

1.6. Modelos experimentais de regeneracio nervosa periférica

Para se estudar a regeneracdo nervosa periférica, os modelos mais utilizados na literatura
baseiam-se na lesdo dos nervos ciatico, fibular ou sural. Dentre os trés, o ciatico € o mais

comum devido ao seu calibre e ao fato de possuir fibras sensoriais, motoras somaticas e
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viscerais (autondmicas). As lesdes normalmente sdo por esmagamento, transec¢ao € sutura
epineural ou transec¢do e tubuliza¢do. Para se avaliar a regeneracdo, uma multiplicidade de
técnicas ¢ usada, envolvendo a analise de parametros enquanto o animal estd vivo ou apos a
eutanasia. Os parametros in Vvivo mais utilizados sdo os testes de caminhada ou
posicionamento dos dedos, medidas de condugdo elétrica e testes de sensibilidade, enquanto
que apds a eutanasia varios aspectos morfologicos, histoquimicos, imuno-histoquimicos e

genéticos podem ser analisados. Neste trabalho vamos nos limitar a alguns destes pardmetros.

1.6.1. Analise da funcao locomotora

A analise da marcha em roedores tem sido avaliada como uma forma de se verificar o grau de
regeneracdo nervosa periférica desde 1982, quando de Medinaceli e colaboradores (1982)
propuseram o Indice de Fungio do Ciatico (IFC). Para a obtengio deste indice colocam-se os
ratos ou camundongos para andar em um corredor (Figura 6) e obtém-se o registro das patas
posteriores dos animais que tiveram lesdo unilateral do nervo cidtico e avaliam-se alguns
parametros das pegadas. Originalmente eram levadas em conta as distdncias entre o primeiro
e quinto dedos (Espalhamento dos Dedos — ED), entre o segundo e quarto dedos
(Espalhamento Intermediario dos Dedos — EID), entre o calcaneo e o terceiro dedo
(Comprimento da Pegada — CP) e entre uma pegada e outra (Distancia entre as Pegadas —
DP). Os valores eram incluidos em uma férmula cujos resultados poderiam variar de zero a
—100, onde zero indica a simetria de fun¢do entre as patas e -100 perda total de funcdo de um
dos lados. O IFC foi adaptado diversas vezes para se tornar mais preciso ou pratico de ser
realizado. Para isso foram criadas novas formas de obtencdo como impressao das pegadas

com tinta nanquim, revelador de raios-X, azul de bromofenol e filmagens. Bain e
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colaboradores (1989) adaptaram o IFC retirando a DP e Inserra e colaboradores (1998)

fizeram uma nova adaptagdo da formula para camundongos, considerando significativos

apenas o ED e CP.

Figura 6. Aparato para obtencio das pegadas usadas no Indice de Funcio do Cidtico. O animal tem suas
patas traseiras manchadas com tinta nanquim preta e caminha livremente em direcio a caixa escura no
final do corredor. As pegadas sio impressas em um papel apropriado. Reproduzido de Methods for the
experimental functional assessment of the rat sciatic nerve regeneration, Varejio et al., 2004.

Na tentativa de simplificar a obtengdo das pegadas, Bervar (2000) propos o Indice Estatico do
Ciatico (IEC) para ratos, que utiliza os pardmetros das pegadas na posi¢do estatica, ao invés
de serem obtidos durante a marcha. Como no seu método os animais sdo filmados por baixo
de uma caixa de acrilico quando estdo parados, ndo ha o problema de variacdo das medidas

devido a velocidade dos animais (Figura 7). A praticidade na obtencdo do IEC associada a

sua precisdo o torna um método interessante e promissor para avaliagdo funcional apds lesao
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do nervo ciadtico. Porém, ele ainda ndo foi adaptado para o camundongo, que ¢ muito mais

utilizado em pesquisas basicas do que o rato, devido principalmente a disponibilidade de

modelos transgénicos.
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Figura 7. Aparato para a obtenciio do indice Estitico do Ciatico. Reproduzido e adaptado de Video
Analysis of Standing — An Alternative Footprint Analysis to Assess Functional Loss Following Injury to

Rat Sciatic Nerve, Bervar, 2000
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2. JUSTIFICATIVA

As lesdes nervosas periféricas fazem parte de um conjunto de afecgcdes normalmente
subdiagnosticadas e subtratadas por profissionais de saude. Quando a situacdo envolve uma
lesdo por transec¢do ou avulsdo do nervo periférico, a sutura dos cotos € a conduta mais
utilizada, porém os resultados sdo muitas vezes insatisfatorios. Nas lesdes por esmagamento
a conduta mais comum ¢ “esperar o retorno das fungdes”, pois a manuten¢ao dos tubos

endoneurais facilita a regeneragao.

As estratégias para incentivo da regenera¢dao nervosa sao importantes quando as lesdes sao
por transec¢do ou avulsdo e quando s3o muito proximas aos corpos celulares dos neurdnios.
As principais intervengdes envolvem o uso de fatores neurotroficos, células-tronco, recursos
fisicos ou cirurgias. Muitas destas estratégias ainda nao tém efetividade reconhecida e pouco
se sabe sobre os mecanismos que estdo envolvidos no seu funcionamento. No caso do uso de
campos eletromagnéticos, a infinidade de métodos e parametros utilizados torna dificil a
uniformizacao da pesquisa e das técnicas. Especialmente, a maioria dos trabalhos publicados
até o momento usou corrente elétrica com eletrodos implantados ou percutaneos (técnicas
locais) ou exposi¢do de todo o corpo a campos magnéticos. E necessario que se conhe¢a mais
sobre outras formas de aplicagdo, como o uso transcutaneo de correntes elétricas ou a
aplica¢ao local de campos magnéticos. Por outro lado, ¢ preciso desvendar os efeitos e
mecanismos de acdo de tais formas de terapia. Os resultados deste trabalho poderdo ser
utilizados para se conhecer melhor e ajudar a implementar o uso de recursos de baixo custo e

simples aplicacao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:
- Verificar o efeito de campos eminentemente elétricos ou magnéticos na regeneragao

nervosa periférica

3.2. Objetivos especificos:

- Adaptar o Indice Estatico do Ciatico para camundongos;

- Verificar se existe influéncia de EENT e CEMP na funcdo locomotora e aspectos
histologicos e ultraestruturais dos nervos tratados;

- Verificar se o CEMP influencia a expressao de espécies reativas de oxigénio.
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4. MATERIAL E METODOS

Este estudo experimental foi realizado no biotério da Escola Bahiana de Medicina e Saude
Publica e na Unidade de Microscopia Eletronica do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz —
FIOCRUZ / BA. Foi dividido em trés etapas, sendo a primeira a adaptacdo do IEC para
camundongos, a segunda a analise da influéncia da EENT na regeneracdo do nervo ciatico
submetido a lesdo por esmagamento em camundongos e a terceira a analise da influéncia de

um CEMP na regeneracdo usando o mesmo modelo anterior.

Em todos os experimentos foram usados camundongos suigos machos (Mus musculus),
provenientes do biotério da Fundagdo Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias, pesando
entre 35 e 45 g, mantidos em regime de 12/12 hs de ciclo de luz, com agua e alimentacdo ad
libitum. Como modelo de lesdo nervosa periférica foi utilizado o esmagamento ou secgdo do
nervo ciatico. Para isto os animais foram anestesiados usando-se uma solugdo de cloridrato
de cetamina (0,ImL/mg) e xylazina (0,2mL/mg) através da via intraperitoneal. Foram
tomados como parametros para se verificar a efetividade da anestesia, a auséncia dos reflexos
flexores na cauda e pata operada, quando expostos a um estimulo doloroso (beliscdo). Este
protocolo anestésico foi usado durante os procedimentos cirirgicos para lesdo do nervo
cidtico e na eutanasia por perfusdo transcardiaca, usada como etapa do processamento para
microscopia eletronica de transmissdo. Quando ao final do periodo de acompanhamento de
cada animal ndo necessitou de perfusdo, os animais foram eutanasiados pelo mesmo
procedimento anestésico seguido de deslocamento cervical e sec¢do das carotidas. Durante o
periodo de estimulagdo elétrica com EENT ou CEMP os animais foram anestesiados com
halotano administrado através de um sistema de vaporizacdo (Takaoka, EUA) associado a

oxigénio na dose de 1 L/min.
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Todos os projetos estavam de acordo com as normas dos Comités de Etica no Uso de Animais
de Laboratorio do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz e¢ da Fundacdo Bahiana para

Desenvolvimento das Ciéncias.

4.1. Procedimento cirurgico

A pele sob a regido glutea direita foi tricotomizada e realizada assepsia com uma solugdo
iodada (Povidine topico), realizando-se entdo uma incisdo longitudinal as fibras do musculo
gluteo. O nervo ciatico foi exposto e separado das estruturas vizinhas, sendo esmagado com
uma pinga porta-agulha, com os dentes raspados e mantida fechada na primeira trava, por 30
segundos, ou totalmente seccionado a uma distdncia de um centimetro da medula espinhal.
Quando seccionados, os cotos dos nervos foram deixados livres. Os planos muscular e
cutaneo foram entdo suturados, o primeiro com fio absorvivel e o segundo com fio nao
absorvivel, ambos 4.0. Os animais foram mantidos em regime de recuperacao cirurgica dentro
de suas caixas, sem maravalha, expostos a uma lampada incandescente colocada a uma
distancia de aproximadamente um metro, para prevenir a hipotermia. Durante o periodo dos
experimentos foram observados sinais de sofrimento devido a lesdo nervosa, como autotomia,
perda de peso e hipomobilidade geral. Ao final do periodo de experimentagdo as carcagas dos

animais foram depositadas em local apropriado para descarte de material bioldgico.

O calculo amostral para cada um dos experimentos ¢ o poder do estudo foi realizado
utilizando-se o programa PEPI Versdao 4.0 (ABRAMSON e GAHLINGER). Para a andlise
estatistica foi considerado o intervalo de confianga de 95%, com alfa de 5% (P<0,05) e poder

de 80%. A analise descritiva foi feita através das médias ou medianas associadas as medidas
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de dispersao cabiveis (desvio padrao ou quartis 25/75). Tanto as medidas das variaveis de
cada estudo quanto a andlise estatistica foram realizadas de maneira cega. A analise

especifica para cada fase do trabalho est4 descrita na sua respectiva se¢ao.

4.2. Adaptacio do Indice Estitico do Ciatico para Camundongos

Nesta fase foram utilizados 63 animais, acondicionados em caixas proprias para sua espécie,

um por caixa.

4.2.1. Testes funcionais

A cada semana, os animais foram submetidos a dois tipos diferentes de testes para avaliagao
da funcdo da marcha apds lesdo do nervo ciatico. No primeiro, 0s animais percorreram um
corredor de acrilico com 4,5 cm de largura e 48 cm de comprimento que possuia um espelho
situado abaixo do corredor a um angulo de 45° (Figura 8). Quando em repouso, foram
adquiridas trés imagens de suas patas traseiras com uma Web Cam (Drop Cam 100, Go Tec,
China) conectada a um computador e situada de forma perpendicular a parede do aparato de
acrilico, a uma distancia de 2,5 cm da linha que une suas bases. Apos este procedimento os
animais foram imobilizados, os aspectos plantares de suas patas pintados com tinta nanquim
preta e, a seguir, incentivados a caminhar por um pequeno corredor de madeira, com as
mesmas dimensdes do corredor de acrilico, porém que possuia uma tira de papel proprio para

impressao em nanquim em seu piso (Figura 6). As avaliacdes das pegadas foram feitas
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semanalmente, por seis semanas, iniciando-se um dia antes da cirurgia, ¢ entdo os animais

foram eutanasiados.

Corredor

Portas —~

]
Espelho

Camera

. Lampada
Caixa

Figura 8. Dispositivo para avaliacio da funcio locomotora. Os animais siio incentivados a passar pelo
corredor em dire¢do a sua caixa. No final do caminho h4 uma parede de acrilico que impede a passagem
e, neste lugar o animal para, sendo adquiridas fotos de suas patas através de um espelho colocado a 45° do
piso. Para isto se utiliza uma WebCam, posicionada a 2,5 cm da linha que une as bases do dispositivo
(detalhe a direita).

As pegadas provenientes das imagens adquiridas com Web Cam foram analisadas com o
programa Image J (National Institute of Health - EUA), calibrado de acordo com um
paquimetro escaneado. Esse mesmo paquimetro foi utilizado para se analisar as pegadas
impressas. Os pardmetros avaliados em cada pegada foram a distincia entre a ponta do
primeiro e quinto dedos (ED), entre a ponta do segundo e quarto dedos (EID) e entre a ponta

do terceiro dedo e o aspecto mais posterior da pegada (CP). Nas pegadas adquiridas com a
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Web Cam, foi considerado o aspecto mais posterior da pegada como o ponto em que o

contraste da imagem se modificou, com as margens da pata tornando-se menos definidas.

Figura 9. Fotografia mostrando o aspecto plantar de um camundongo. As barras mostram, na pata
lesada, o espalhamento do primeiro ao quinto dedo (ED) (cabeca de seta dupla), o espalhamento
intermediario dos dedos (EID), medido desde a ponta do segundo até a do quarto dedo (cabeca de seta) e o
comprimento da pegada (CP), estimado pela distincia da ponta do terceiro dedo até a parta mais
posterior da pata em contato com o piso (seta). Trés fotos foram adquiridas de cada animal e o ED, EID e
CP estimados para avaliar a funcio da marcha. Notar que a pata lesada apresenta menor ED e EID e
maior CP do que a lesada.

Os fatores para cada parametro (ED, EID e CP) foram calculados através da férmula: valor do
lado lesado — valor do lado ndo lesado / valor do lado ndo lesado (Ex.: Fator ED: FED = ED
experimental — ED normal / ED normal), e o IFC com a férmula concebida para
camundongos por Inserra e colaboradores. (1998), onde IFC = 118,9 x FED — 51,2 x FCP —

7,5.
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4.2.2. Analise dos dados

A andlise estatistica foi realizada em varios passos. Primeiro, foi avaliado o grau de
variabilidade na fun¢do por grupo, através do periodo de seis semanas do experimento,
usando-se a analise de variancia pareada de Friedmann dos valores do IFC. O segundo passo
foi achar a correlagdo entre cada pardmetro de pegada e seus fatores, obtidos das duas formas
diferentes (foto e pegadas impressas) utilizando-se o Indice de Correlagio de Pearson. Em
terceiro, foi avaliada a reprodutibilidade das medidas, usando a andlise de varidncia a um
critério (ANOVA One way), para comparar a variabilidade de cada parametro entre as duas
formas de avaliacdo, através do periodo experimental. Apods um teste de ajustamento de
curvas, para se verificar se os dados estavam distribuidos de uma maneira linear procedeu-se a
analise de regressao linear multipla. O SFI obtido através de todo o periodo foi considerado
como variavel dependente, e como variaveis independentes os fatores ED, EID e CP obtidos
através das fotografias feitas no corredor de acrilico. Definindo-se o estado funcional como
zero no pré-operatorio e -100 no pds-operatorio, a analise de regressdo definiu entdo a
formula do Indice Estatico do Ciatico para camundongos (IECc). A seguir foi feita uma
analise de correlagdo entre o IFC e o IECc, agrupando novamente todos os valores dos trés
grupos (esmagamento, sec¢do e controle), usando o indice de correlagdo de Pearson. A

analise foi realizada com o pacote estatistico OPENSTAT 4.0.
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4.3. Avaliacio do efeito de campos eminentemente elétricos ou magnéticos na

regeneracio do nervo ciatico submetido a lesdo por esmagamento em camundongos

Foram utilizados 49 animais acondicionados em caixas proprias para sua espécie, um por
caixa. Todos os animais sofreram lesdo por esmagamento no nervo ciatico direito, como
descrito anteriormente. A variavel independente foi considerada a exposi¢ao ou ndo a EENT
ou ao CEMP. Quinze animais foram utilizados para o experimento com EENT e 34 para o

experimento com CEMP.

4.3.1. Procedimento para estimulacio elétrica

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: EENT A, submetido 8 EENT
com freqiliéncia portadora de 4 Hz, duracdo de pulso de 250 ps, freqiiéncia de modulacao de 2
Hz, com amplitude de corrente no limiar motor (5 mA) (n=5); EENT C, submetido a EENT
com freqiiéncia de 100 Hz, duragdo de pulso de 80 us, padrio continuo de pulsos, com
amplitude de corrente exatamente abaixo do limiar motor (6 mA) (n= 5); e controle,
submetido somente a anestesia para estimulag@o similar aquela dos dois outros grupos, porém
sem receber tratamento (n=5). Devido ao fato de que a aplicagdo de correntes elétricas requer
o uso de eletrodos em contato com a pele, a estimulagdo foi iniciada a partir do quarto dia
apos a lesdo, para que se evitassem os efeitos mecanicos deletérios dos eletrodos sobre a
cicatriz. Os dois grupos estimulados receberam estimulacdo elétrica através da pele (EENT),
usando eletrodos de silicone / carbono com dimensdes 0,5 x 0,5 cm e distancia de 0,6 cm

entre elas. Foi utilizado um aparelho gerador de corrente da marca Quark, com dois canais
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(QUARK Produtos Médicos, Brasil). O meio de condugao foi um gel de carbopol especial
para uso em eletroestimulagdo terapéutica. Os eletrodos foram posicionados no trajeto da
cicatriz cirirgica com o p6lo positivo proximal e o negativo distal a lesdo. Os camundongos
foram tratados com uma das formas de corrente por 30 minutos, cinco vezes por semana,
durante cinco semanas, enquanto que o grupo controle era anestesiado pelo mesmo periodo,

mas nao se submetia a nenhuma intervengao.

4.3.2. Procedimento para a estimulacio com o campo eletromagnético pulsado de baixa

freqiiéncia

Os animais foram distribuidos em dois grupos: CEMP (n=17), submetidos a um campo
eletromagnético com freqiiéncia de 72 Hz, dois Gauss de amplitude, duracdo de pulso <200
nanosegundos (ns) e tempo de subida abaixo de 10 ns (dB/dt) (SOLO - EM PROBE
Technologies, EUA). O dispositivo encontrava-se tocando a pele do animal, focado sobre a
cicatriz cirurgica; Controle (n=17), animais anestesiados pelo mesmo periodo, mas que nao
sofreram tratamento. O tratamento foi executado 30 minutos, cinco vezes por semana,

durante trés semanas.

4.3.3. Testes de avaliacio da funcio locomotora

Os animais foram avaliados semanalmente durante o periodo experimental através da

aquisi¢ao de fotos seguindo o modelo para obtencdo do IECc, descrita na primeira parte da

se¢do de material e métodos
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4.3.4. Processamento para microscopia optica e eletronica de transmissio

No dia subseqiiente ao ultimo dia de cada experimento, todos os animais do experimento de
EENT e 10 animais do experimento de CEMP (cinco experimentais e cinco controles) foram
anestesiados e submetidos a perfusdo intracardiaca. O procedimento consistiu em abrir o
abdomen, cortar o diafragma e depois a caixa toracica longitudinalmente, comecando pelo
processo xifoide, a fim de expor o coracdo. Em seguida foi inserido no ventriculo esquerdo
um escalpe ligado a uma seringa de vidro com solu¢do fixadora (Paraformaldeido - PA a 4% e
glutaraldeido — GA a 2% em tampao cacodilato 0,1M, pH 7,4) 50 mL. A seguir, o atrio
direito foi seccionado e a solugdo administrada. O procedimento foi considerado terminado

quando o animal estivesse duro, os 6rgaos palidos e os vasos livres de sangue.

Os nervos ciaticos foram dissecados bilateralmente, sendo coletados trés segmentos de dois
milimetros cada do lado lesado e tratado e um segmento do lado ndo lesado. O primeiro
segmento distava trés milimetros da lesdo (Figura 10). A porcdo entre a area da lesdo e o
primeiro segmento foi descartada por ser uma regido muito proxima do esmagamento, onde as

alteracdes morfoldgicas poderiam ser decorrentes da lesdo mecanica compressiva.

Todos os segmentos foram imersos em solugdo fixadora de GA a 2,5% e PA a 4% em TPO,
0,IM (pH 7,4). Em seguida foram lavados com o mesmo tampao por duas vezes, cinco
minutos cada, fixados em uma solucdo contendo tetroxido de 6smio (OsO4) a 1%, ferricianeto
de potassio (K4[Fe(CN)g]) a 0,8% e cloreto de célcio (CaCl, ) 5 mM em tampao cacodilato
por uma hora (agitando a cada 10 minutos). Apds isto foram lavados em tampao cacodilato
0,1 M (pH 7,4) por trés vezes cinco minutos cada e imersos em acetato de uranila a 1%, no

escuro durante a noite.
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Figura 10. Local da lesdo por esmagamento e das amostras dos nervos estudados. O esmagamento dos
nervos ciaticos foi realizado préximo ao local em que ele sai do forame obturado. Foram coletados trés
segmentos de dois milimetros distais a lesdio para analise histolégica, estando o primeiro a trés centimetros
da lesdo.

No dia seguinte os espécimes foram lavados em d4gua destilada e desidratados em
concentragdes crescentes de acetona a 30, 50, 70, 80, 90 (duas lavagens de sete minutos cada)
e 100% (duas lavagens de 15 minutos cada) e infiltrados com resina Poly Bed mais acetona
100% na proporcao de 1/1 durante a noite no agitador. No terceiro dia foram infiltrados com
resina Poly Bed pura no periodo da manha, emblocados e orientados, no final da tarde, para

cortes transversais e polimerizados a 60° C por 48 horas.
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4.3.4.1. Microscopia optica

O segmento proximal do lado lesado (segmento 1 — Figura 10) e o seu correspondente do lado
nao lesado foram usados para as andlises. Os blocos foram aparados para que se pudesse
retirar o excesso de resina que cobria o nervo. A trimagem foi feita em forma de trapézio e a
partir dai obtidos cortes semi-finos (500 nm) com navalhas de vidro em um ultramicrétomo
(Ultracut — Reichert-Jung). Os cortes foram corados com azul de toluidina para observagio
ao microscopio de campo claro. Foram adquiridas imagens com uma camara digital
(Evolution Color Modelo PL 1642 - Media Cybernetics) acoplada a um microscopio optico
(Olympus CX41) com aumento de 1.000 vezes para analise histologica e mensuracao da area

e namero de vasos sangiiineos.

4.3.4.2. Microscopia eletronica de transmissao

Os mesmos segmentos usados para analise na microscopia Optica serviram para a microscopia
eletronica, sendo obtidos cortes ultra-finos (70 nm) com navalha de diamante no
ultramicrétomo (Ultracut — Reichert-Jung) e coletados em grades de cobre. A contrasta¢ao
foi feita com impregnacdo em acetato de uranila por 30 minutos, seguida de trés lavagens em

agua destilada e impregnacao em citrato de chumbo por mais 10 minutos.

As imagens foram adquiridas de dez campos escolhidos de forma sistematica em cada grade,
com aumento de 7.000 vezes. Para isto foi utilizado um microscopio eletronico de
transmissdo (Zeiss EM 109) acoplado a um sistema de aquisi¢do de imagens (MegaView II —

Soft-Imaging-System).
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Utilizando a microscopia eletronica de transmissao foram avaliados a densidade de fibras, o
diametro dos axonios mielinizados e ndo-mielinizados e o coeficiente g (g ratio - didmetro do
axonio / didmetro da fibra mielinizados nos grupos tratados e controles (varidveis

dependentes).

4.3.5. Analise da formacgao de espécies reativas de oxigénio

Apds o ultimo dia de estimulagdo, sete animais estimulados com o CEMP foram alocados
para a analise da formagdo de espécies reativas de oxigé€nio através do método de TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbiturico - TBA), que se baseia no nivel de peroxidagdo
lipidica, sendo estes, um subproduto da producdo de radicais livres. Os animais foram
sacrificados por indugdo anestésica usando cloridrato de cetamina e xylazina como descrito
previamente e, em seguida, deslocamento cervical associado a seccdo das cardtidas.
Segmentos de dois milimetros dos nervos cidticos lesados e ndo-lesados incluindo a area da
lesdo foram retirados, isolados dos tecidos moles adjacentes (fascia e musculos), lavados em
solugdo salina tamponada com fosfato de so6dio (PBS) e ressuspendidos em 200 uL. do mesmo
tampao acrescido de 200 pL. de TBA 1%. Posteriormente as amostras foram incubadas entre
97 e 100°C por duas horas e meia para obten¢do da reagdo colorimétrica. As substincias

reativas com TBA (TBARS) foram lidas em espectrofotometro a 532 nm.
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4.3.6. Analise dos dados

A variavel independente para todos os grupos foi o uso da EENT ou do CEMP. As varidveis
dependentes foram derivadas das analises funcionais, histomorfométricas e os valores da
reacdo de TBARS obtidos através da espectofotometria. Na avaliagdo funcional usando o
IECc, foram realizadas comparag¢des pareadas (intra-grupo, entre os dias) e ndo-pareadas
(entre grupos, a cada dia de avaliagdo). Na analise histomorfométrica foram consideradas
como variaveis dependentes o nimero e area dos vasos sangiiineos (obtidos no aumento de
1.000 vezes), a densidade e didmetro das fibras mielinizadas estratificadas por diametro em 0-
2,2-6 ¢ 6-12 um, a densidade e diametro das fibras ndo-mielinizadas, a densidade dos nucleos
de células de Schwann e o coeficiente g (obtido no aumento de 7.000 vezes), estratificado nas
faixas de 0.1-0.4, 0.4-0.5, 0.5-0.6, 0.6-0.7 e 0.7-0.9. Na analise por estratos, em cada faixa
foram incluidos os valores inferiores e excluidos os superiores (Ex.: a faixa de 0-2 incluiu
valores de 0-1.99, excluindo o 2). Na analise da formagao de espécies reativas de oxigénio foi

considerada a transmitancia da solugdo a 532nm.

As inferéncias pareadas foram realizadas pelo teste ndo-paramétrico de Friedman e as nao-
pareadas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Student-Newmann-

Keuls, quando necessario.
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5. RESULTADOS

5.1. Adaptacio do Indice Estitico do Ciatico para camundongos (IECc)

Os animais foram analisados semanalmente, desde o dia imediatamente antes da cirurgia, ¢ a
analise foi realizada por seis semanas. A andlise dos valores do IFC através do teste de
Friedmann n3o mostrou nenhuma mudanca significativa na fun¢do do grupo controle durante
o periodo (F=6,454; gl=6; P=0,3743). Os animais que tiveram seus nervos ciaticos
seccionados apresentaram um padrao diferente, com uma diminui¢do marcante na fun¢do na
primeira semana de acompanhamento e manutengdo deste estado até o final do experimento
(F=50,526; gl=6; P<0,0001) (Figura 11). O grupo esmagamento também mostrou a mesma
diminui¢do na funcdo na primeira semana (F=60,00; gl=6; P<0,0001), mas recuperando a
funcdo normal da marcha a partir dai (Figura 11). Dois animais foram excluidos dos grupos
esmagamento e sec¢do, devido a autotomia da pata. A correlagdo entre as medidas obtidas
pelas fotografias e pela impressdo das pegadas, usando o indice de Pearson, foi significante
para todos os parametros (P<0,000). Embora algumas destas correlagcdes tenham sido baixas
(ED da pata nao lesada e CP e EID da pata lesada, o restante mostrou correlacdo de média a
moderada (Tabela 1). A andlise da reprodutibilidade dos pardmetros mostrou coeficientes de
variagdo na faixa de 8,73% (ED, lado ndo lesado, método de impressao das pegadas) a
28,57% (EID, pata nao lesada, método de impressdo das pegadas). Os dois métodos de
aquisi¢ao das pegadas foram sempre diferentes, com o método da fotografia sendo sempre
mais reprodutivel do que o método de impressdao das pegadas. Esse ultimo, s6 teve melhor
reprodutibilidade para o ED e EID das patas ndo lesadas. O lado lesado apresentou, quase
sempre maiores coeficientes de variacdo (Tabela 2). O ED pareceu ser a medida mais

acurada, com coeficientes de variagdo na faixa de 8,73 a 10,38%.
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Tabela 1. Correlacao entre as medidas das varidveis das pegadas (ED, EID, CP) obtidas por
foto ou impressdo e seus fatores calculados (Fator = lesado — ndo lesado / ndo lesado).

Parametro Graus de Coeficiente de correlacao Nivel de significancia
liberdade (r) (valor de P)
Espalhamento dos dedos 1-5 (ED) P<0,000
Pata posterior ndo-lesada 413 0,363 P<0,000
Pata posterior lesada 413 0,882 P<0,000
Fator ED 413 0,875 P<0,000

Espalhamento dos dedos 2-4 (EDI)

Pata posterior ndo-lesada 413 0,609 P<0,000
Pata posterior lesada 413 0,213 P<0,000
Fator EDI 413 0,608 P<0,000

Comprimento da pegada (CP)

Pata posterior ndo-lesada 413 0,234 P<0,000
Pata posterior lesada 413 0,540 P<0,000
Fator CP 413 0,488 P<0,000

Fator = lesado — ndo lesado / ndo lesado
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Tabela 2. Reprodutibilidade dos parametros das pegadas.

Coeficiente médio de variagdo Técnica mais
Parametro Graus de reprodutivel
liberdade Impressao Foto (Valor de P)
Espalhamento dos dedos 1-5 (ED)
Pata posterior ndo-lesada 1 8,73% 10,38% Impressao (P<0,01)
Pata posterior lesada 1 29,41% 8,82% Foto (P<0,00)
Espalhamento dos dedos 2-4 (EID)
Pata posterior ndo-lesada 1 18,22% 16,33% Foto (P<0,00)
Pata posterior lesada 1 26,19% 28,57% Impresséao (P<0,00)
Comprimento da pegada (CP)
Pata posterior ndo-lesada 1 13,9% 9,32% Foto (P<0,05)
Pata posterior lesada 1 27,76% 11,1% Foto (P<0,00)

* entre grupos
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Tabela 3. Modelo de regressao linear, mostrando o poder de cada fator na férmula final do
IECec.

R? Erro- Influéncia  Influéncia Significancia das

Fator R R? ajustado padrao em R? emF gll gl2 influéncias de F
Fator ED 0,883 ° 0,779 0,778 17,74 0,779 1.445,22 1 410 P<0,000
Fator PL 0,893 ° 0,797 0,796 17,04 0,008 35,38 1 409 P<0,000

* Preditores (constante), FED foto
® Preditores (constante), FED foto, FED impressdo
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Tabela 4. Resultados da analise de regressao linear, mostrando o coeficiente beta (B) de cada
fator associados ao erro-padrdo, a constante relacionada e o nivel de significancia das

estimativas.
Fator da pegada  Coeficientes ndo-padronizados Coeficientes t Nivel de
B Erro-padrao padronizados, significancia
beta (Valor de P)
Constante -9,949 1,034 -9,618 <0,000
Fator ED 101.29 5,29 0,765 19,146 <0,000
Fator EID 5,64 5,78 0,036 0,975 0,330
Fator CP -54,03 9,13 -0,159 -5,918 <0,000
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Para encontrar a formula do IECc, foi realizada a regressao linear multipla, usando como
variavel dependente os valores do IEC, obtidos através de todo o periodo do experimento,
envolvendo os trés grupos de animais (controle, seccdo e esmagamento). Para minimizar
erros, foram utilizados somente aqueles valores que estavam entre 10 e -100. Quinze valores
foram excluidos por ndo estarem nesta faixa. As varidveis independentes foram os trés
fatores obtidos através das fotografias (FED, FEID e FCP). Um teste de ajustamento de
curvas foi realizado para verificar se eles possuiam uma distribui¢do linear. Todos atingiram
um nivel significante, com o teste F sendo sempre maior no FED (F=1.445,22; P<0,000),

seguido pelo FEID (F=450,72; P<0,000) e FCP (F=231,96; P<0,000).
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Figura 11. Comparacio da recuperacio determinada pelo Indice de Funcdo do Ciatico (IFC) (m) e Indice
Estatico do Ciadtico para camundongos (IECc) (A) no grupo transeccdo. O grifico mostra a funcio
durante o periodo de seis semanas do experimento, avaliado pelo IFC e IECc. IECc parece ser um pouco
mais sensivel as conseqiiéncias da transecio nervosa do que o IFC, pois apresenta uma maior queda nas
primeiras trés semanas de lesdo. Dados sio apresentados como média +erro-padrao.

Semanas pds esmagamento
1 2 3 4 5 6 7 B IECc
—&— IFC

Perda funcional

Figura 12. Comparacio da recuperacio determinada pelo indice de Funcio do Ciatico (IFC) (m) e Indice
Estatico do Ciatico para camundongos (IECc) (A) no grupo que sofreu esmagamento do nervo. O grafico
mostra a fun¢do durante o periodo de seis semanas do experimento, avaliado pelo IFC e IECc. Ambos os
métodos apresentam um padrio similar, com uma importante diminuicio na funcdo na primeira semana
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e retorno ao normal na terceira ou quarta semanas. Os dados sdo apresentados como média *erro-
padrio.

A regressao multipla foi realizada com o método passo a passo e mostrou que o ED foi o
maior preditor da funcdo, representando quase 78% das variacdes (R2=O,778; F=1.445,22;
P<0,000). O FEID nao mudou a estimativa da fun¢do e o FCP gerou mudangas minimas,
porém significantes. Quando o FCP foi adicionado ao FED, eles passaram a representar,
juntos, quase 80% das variagdes de fungdo (R*=0,796; F=51.130,33; P<0,000) (Tabela 3).

Este modelo gerou a formula para o IECc (Tabela 4):

IECc =101,3 x FED -54,03 x FCP - 9,5

O valor de F para a equacao foi 798,73, significante no nivel de P<0,000 (Tabela 4) ¢ o
proximo passo foi validar a nova formula estabelecendo sua correlagio com o IFC,
previamente estabelecido. O indice de Pearson foi utilizado para se estabelecer esta

correlagdo, agrupando-se novamente todos os grupos através do periodo experimental. Foi
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encontrada uma correlacdo alta e estatisticamente significante entre os dois valores (=0,892;
bicaudal, P<0,000). O IECc gerou um padrao similar de fun¢do quando comparado com o
IFC nos trés grupos analisados. Pequenas diferengas foram notadas, como na primeira
semana pos lesdo, quando os valores do IFC ndo diminuiram tanto quanto os do IECc no
grupo transec¢do (Figura 11). Estas diferencgas, ndo foram notadas quando o IFC e IECc

foram comparados no grupo esmagamento (Figura 12).

5.2. Efeitos de campos eletromagnéticos na regeneracio do nervo ciatico apés lesdo por

esmagamento em camundongos

5.2.1. Estimulacao elétrica nervosa transcutinea

Ap0s a cirurgia para lesdo do nervo cidtico, todos os animais apresentaram sinais de disfungdo

na pata afetada. A partir do quarto dia de lesdo foi iniciada a estimulacdo elétrica seguindo o

protocolo previamente descrito.

5.2.1.1. Avaliacao funcional
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No ultimo dia de avalia¢do, ndo existiam nos animais sinais de disfuncao na marcha. Os trés
grupos exibiram um padrdo similar de fun¢do durante todo o periodo de avaliagdo, como
demonstrado pelo IECc. Na primeira semana apds a cirurgia a marcha apresentava seus
maiores impedimentos, mas ap6s este periodo houve uma recuperagao gradual nos trés grupos
(controle, EENT C e A). A analise pareada com o teste de Friedman mostrou diferencas
significantes ao longo das semanas para os grupos controle (Fr+15,63; P<0,01), EENT C
(Fr=18,49; P<0,005) ¢ EENT A (Fr= 19,06; P<0,005) (Figura 13). A analise ndo-pareada,
comparando os trés grupos ao longo das semanas, ndo mostrou diferencas significativas entre

0S grupos.

Dias

—@— EENTC
—ad— EENTA

—y— Controle

indice Estatico do Ciatico

Figura 13. Indice Estatico do Ciatico para o camundongo (EENT). O grifico mostra um padrio similar
de funcdo locomotora nos animais controles (lesio por esmagamento, sem estimulaciao), EENT C e A
(lesdo por esmagamento do nervo ciidtico unilateral e eletroestimulacido) durante o periodo experimental
de 35 dias. A funciio locomotora esta pior na primeira semana apos a lesiio nos trés grupos e retorna ao
normal na segunda semana. Os dados sido apresentados como mediana e quartis 25-75.
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5.2.1.2. Avaliacdo morfolégica

As alteragdes morfologicas foram avaliadas tanto nas imagens obtidas pela microscopia
optica quanto na eletronica. Na microscopia Optica, os nervos esmagados ¢ estimulados
eletricamente normalmente apresentaram maiores espagos endoneurais, fibras de espessura
menores e presenca de axoplasma escuro, quando comparados com o0s nervos normais
(Figuras 14 A, B, D). Somente os nervos estimulados com EENT A mostraram sinais de
edema endoneural (Figura 14 B).  Dois dos nervos controle tinham aparéncia similar aos
normais, cujas fibras tinham distribuicdo mais compacta, com maiores didmetros e menor

espaco endoneural (Figura 14 C).
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Figura 14. Cortes transversais semi-finos do nervo ciatico (EENT). As imagens correspondem a cortes de
uma area situada a 3 mm distal a lesdo por esmagamento, cinco semanas apos a lesao. A. Nervo EENT C
(lesdo por esmagamento e eletroestimulacio com 100 Hz), apresentando fibras mielinizadas de fino
calibre, dentre as quais encontram-se algumas com axoplasma escuro (cabeca de seta), que pode
representar fibras ainda em processo de degeneracio. B. Notar o edema (seta) encontrado em um dos
nervos estimulados com EENT A (lesdo por esmagamento e eletroestimula¢do com 4Hz), ndo encontrado
nos outros nervos. Os nervos estimulados (A e B) sempre apresentaram fibras de menor calibre do que os
controles (lesdo por esmagamento sem eletroestimulaciio) ou normais (sem lesido ou eletroestimulacio) (C
e D). C. Um nervo controle apresentando algumas fibras com aspecto morfolégico normal. D. Nervo
normal, apresentando menos espaco endoneural e fibras com uma distribuicio mais compacta. Aumento
de 1.000X, barra 10pm.
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A andlise qualitativa das eletromicrografias foi consistente com os resultados descritos
previamente para os nervos normais observados na microscopia optica. Os nervos tratados
com EENT C possuiam menos mielina, mas com aspecto axonal normal. Nestes nervos era
mais facil identificar ilhotas regenerativas, que se caracterizam por areas em que se pode
observar agrupamentos de fibra(s) envolta(s) pela membrana basal da(s) célula(s) de Schwann
e relativamente isoladas no espago endoneural (Figura 15 A). Os nervos EENT A e controles
ocasionalmente apresentaram inclusdes lipidicas, que ndo foram observadas nos nervos EENT
C e normais (Figuras 15 B, C, D). A figura 15 C mostra um dos nervos controle, com um
aspecto morfologico normal. Os nervos normais apresentaram menores espagos endoneurais

e fibras com maior didmetro e mais mielinizadas (Figura 15 D).
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Figura 15. Cortes transversais ultra-finos do nervo ciatico (EENT). As imagens correspondem a cortes de
uma drea situada a 3 mm distal a lesio por esmagamento, cinco semanas apés a lesio. A. Nervo
estimulado com EENT C (lesdo por esmagamento e eletroestimulacio com 100 Hz), mostrando uma ilhota
regenerativa (setas) e fibras mielinizadas de fino calibre. B. Nervo estimulado com EENT A (lesdo por
esmagamento e eletroestimulacio com 4 Hz), com um aspecto similar aos nervos estimulados com EENT
C, também apresentando ilhotas regenerativas e algumas inclusées lipidicas (cabeca de seta). C. Nervo
controle (lesio por esmagamento sem estimulagfo), apresentando fibras com maior diimetro e mais
mielinizadas do que os nervos lesados e estimulados. D. Nervo normal (sem lesio ou estimulacio),
apresentando fibras de grosso calibre e bem mielinizadas. Aumento de 7.000X, barra 2pm.
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5.2.1.3. Histomorfometria

A andlise morfométrica foi realizada utilizando-se tanto a microscopia Optica quanto
eletronica. O numero e area de vasos sanguineos, avaliados no aumento de 1.000 x, nao
diferiram entre os grupos (P>0,05). A avaliagdo das fibras mielinizadas estratificadas por
diametro demonstrou que a maioria delas estava na faixa de 2-6 um em todos os grupos. Na
faixa de 6-12 um de didmetro, entretanto, os nervos estimulados possuiam menos fibras do
que os controles ou normais. A densidade de nucleos de células de Schwann também foi

maior nestes grupos (Tabela 5).
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Tabela 5. Densidade de fibras e niicleos de células de Schwann (CS/mm?”) — EENT.

Grupo n Fibras ndo- Fibras mielinizadas Nucleos de
mielinizadas CS
0-2um 2-6pum 6-12um

Normal 15 2.590(1.192- 117,6(58,8-147,1) 1.529,4(1.235,3- 529,4(441,2- 0(0-0)
3.372) 1.735,3) 588,2)

Controle 5 1.564(1.205- 58,8(0-117,6) 1.411,8(1.235,3- 352,9(294,1- 58,8(0-
1.615) 1.470,6) 588,2) 588)

EENTC 5 1.513 (1.282- 117,6(117,6-117,6) 1.705,9(1.470,6- 117,6(58,8- 58,8(58,8-
2.538) 1.823,5) 176,5) a*b** 58,8) a**

EENTA 5 1.179(1.103- 117,6(0-235,3) 1.647,1(1.529,4- 58,8(58,8-176,5)  58,8(29,4-
1.205) 1.882,4) crdr 58,8) c*

Dados expressos em termos de mediana e quartis 25-75.
EENT C x controle (a); EENT C x normal (b); EENT A x controle (c); EENT A x normal (d)
*P<0,05; **P<0,01; ****P<0,001 (Kruskal-Wallis + Student-Newmann-Keuls).
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Em relagdo ao diametro das fibras, os nervos EENT C e controles apresentaram fibras
significativamente menores do que os nervos normais, novamente na faixa de 6-12 pm
(Tabela 6). Este padrdao nao foi observado quando da avaliagdo do diametro dos axdnios
(Tabela 7), indicando um menor contetido de mielina nos nervos EENT C e controles, quando
comparados com os nervos normais. Os nervos EENT A atingiram valores normais de

diametro de fibra e axdnio, indicando mielinizacao normal (Tabelas 6 ¢ 7).



Tabela 6. Diametro de fibras — EENT.
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0-2pm

Mielinizadas

2-6um

6-12pm

Grupo n  Nao-mielinizadas
Normal 15 0,59(0,56-0,61)
Controle 5 0,61(0,54-0,63)
EENT C 5 0,58(0,554-0,62)
EENT A 5 0,63(0,53-0,66)

1,71(1,48-1,83)
1,80(1,63-1,84)
1,58(1,42-1,68)

1,86(1,69-1,91)

3,84(3,63-3,97)
4,12(3,24-4,16)
3,66(3,62-3,72)

3,59(3,46-3,82)

7,43(7,08-7,72)
6,50(6,31-7,01) b
6,57(6,35-6,78) a*

6,88(6,24-7,06)

Dados expressos em termos de mediana e quartis 25-75.
EENT C x normal (a); Controle x normal (b)
*P<0,05 (Kruskal-Wallis + Student-Newmann-Keuls)



Tabela 7. Diametro dos axonios de fibras mielinizadas — EENT.

0-2pum

Diametro axonal

2-6pum

6-12pm

Grupo n
Normal 15
Controle 5
EENT C 5
EENT A 5

0,96(0,77-1,00)
1,07(0,95-1,14)
0,97(0,87-1,00)

0,73(0,70-0,91)

2,03(1,91-2,14)
1,94(1,94-2,19)
2,27(2,19-2,33)

2,1(2,01-2,18)

4,12(3,98-4,45)
4,48(4,36-4,61)
4,67(4,31-4,85)

4,00(3,82-4,46)

Dados expressos em termos de mediana e quartis 25-75.
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A distribuicao do coeficiente g também foi diferente entre os grupos. Os nervos normais,
controles ¢ EENT A apresentaram a maioria das fibras com coeficiente na faixa de 0,5-0,6. Os
nervos EENT C, entretanto, diferiram dos outros apresentando a maioria de suas fibras na
faixa de 0,6-0,7, confirmando a suposi¢do de que nestes nervos a mielinizacao foi deficiente.
Os nervos controle também mostraram um padrao alterado, com uma maior concentragao de

fibras na faixa de 0,7-0,9 (Figura 16).
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Figura 16. Coeficiente g estratificado por faixas (EENT). O coeficiente g foi obtido dividindo-se o
didmetro do axénio pelo didmetro da fibra. As porgdes superiores de cada faixa foram incluidas e as
inferiores excluidas. Notar que somente os nervos estimulados com EENT C (o) (lesdo por esmagamento e
eletroestimulacio com 100 Hz) apresentaram um pico de densidade de fibras na faixa de 0,6-0,7. Os
outros nervos apresentaram seus picos de densidade em 0,5-0,6. Os dados sdo apresentados como mediana
e quartis 25-75.
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5.2.2. Campo eletromagnético pulsado de baixa freqiiéncia (CEMP)

5.2.2.1. Avaliacao funcional

Ao final da avaliacdo, na terceira semana apos a lesdo, os animais dos trés grupos
apresentavam um padrdo de marcha sem caracteristicas de disfungdo sensério-motora. O
padrdo geral de disfun¢do durante o periodo experimental foi similar ao do experimento com
EENT, ocorrendo piora na primeira semana apos a cirurgia e a partir dai retorno a fungao
normal, atingido pelos dois grupos na segunda semana ap6s a lesdo. Entretanto, a mediana
dos valores do IECc nao foram tio negativos quanto a dos animais submetidos a EENT, tanto
no grupo experimental quanto no controle. A analise pareada com o teste de Friedman
mostrou diferengas significantes através das semanas para os grupos controle (Fr=25,73;
P<0,0001) e CEMP (Fr=29,75; P<0,0001), com a primeira semana apresentando os valores
mais negativos de IECc. Na terceira semana de avaliagdo ndo havia mais diferenca em
relacdo ao periodo pré-operatorio. As comparagdes entre grupos a cada dia ndo mostraram

diferengas entre eles (Figura 17).
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Figura 17. Indice Estatico do Ciatico para o camundongo (CEMP). O grifico mostra os resultados do
IECc durante o periodo de 21 dias do experimento. A funcio apresenta-se pior na primeira semana e um
retorno gradual ao normal a partir dai, atingido na terceira semana apés a lesdo. Nao ha diferenca nos
valores do IECc entre os grupos controle (lesio por esmagamento do nervo ciiatico, sem estimulagio) e
CEMP (lesio por esmagamento e estimulacio com CEMP de 72 Hz). Os dados sio apresentados como
mediana e quartis 25-75.
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5.2.2.2. Avaliacio morfologica

As alteracdes morfologicas foram avaliadas tanto nas imagens obtidas na microscopia Optica
quanto na eletronica. Um dos nervos do grupo normal foi descartado devido a problemas no
emblocamento. Na microscopia Optica, tanto os nervos esmagados e estimulados com o
CEMP quanto os controles apresentaram em geral fibras de menor calibre com maiores
espacos endoneurais e presenca de axoplasma escuro, quando comparados com oS nervos
normais (Figura 18 A, B, C). Os nervos estimulados com o CEMP apresentaram também
vasos de grande didmetro, enquanto que os controles € 0os normais possuiam mais vasos de
pequeno e médio calibre. Em todos os nervos estimulados com o CEMP eram visiveis vasos
endoneurais, 0 que ndo aconteceu nos controles ou normais. Nao foram encontrados sinais de

edema em nenhum dos nervos avaliados.
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Figura 18. Cortes transversais semi-finos do nervo ciatico (CEMP). As imagens correspondem a cortes
de uma area situada a 3 mm distal a lesdo por esmagamento, trés semanas apés a lesao. A. Nervo CEMP
(lesio por esmagamento e exposicio a um CEMP de 72 Hz) apresentando fibras mielinizadas
predominantemente de fino calibre, porém com algumas fibras mais calibrosas agrupadas (seta). Notam-
se fibras com axoplasma escuro (cabeca de seta), aumento do espaco endoneural e vasos de calibres
variados. B. Nervo controle (lesio por esmagamento sem estimulacio), com aspecto similar ao nervo
estimulado com o CEMP; C. Nervo normal (sem lesio ou esmagamento), apresentando fibras mais
mielinizadas mais calibrosas, distribuidas de forma mais compacta e com vasos de menor calibre.
Aumento de 1.000X, barra 10pm.
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Na microscopia eletronica os nervos esmagados que foram ou ndo estimulados com o CEMP
apresentaram aspecto similar, com fibras mielinicas de menor didmetro, presenga freqiiente de
“ilhotas regenerativas", inclusdes lipidicas e figuras de mielina. Em alguns destes nervos
foram encontradas fibras em processo inicial de regeneragdo, com camadas muito finas de
mielina (Figuras 19 A, B). Os nervos normais apresentaram fibras mielinizadas de maior
calibre, mielina bem formada e agrupamentos compactos de fibras amielinicas, além de

possuirem menor espaco endoneural (Figura 19 C).



Figura 19. Cortes transversais ultra-finos do nervo ciatico (CEMP). As imagens correspondem a cortes
de uma drea situada a 3 mm distal a lesdo por esmagamento, trés semanas apés a lesao. A. Nervo CEMP
(lesdo por esmagamento e exposicio a um CEMP de 72 Hz), apresentando fibras mielinizadas de calibres
variados. Notam-se nucleos de células de Schwann (cabeca de seta) e uma fibra com camada muito fina
de mielina (seta), provavelmente indicando regeneracio inadequada ou atrasada. B. Nervo controle (lesdo
por esmagamento sem estimulaciio), onde se pode visualizar uma fibra envolta pela membrana basal de
uma célula de Schwann que se encontra no processo inicial de mielinizaciio, apés 21 dias de lesdo (cabeca
de seta dupla). Nos nervos A e B sio visiveis ilhotas regenerativas (incluindo as fibras mielinizadas), que
fazem parte do processo inicial de regeneracio no sistema nervoso periférico. C. Nervo normal (sem lesiao
ou estimulacio), apresentando fibras mielinizadas de grosso calibre, menor espaco endoneural do que os
nervos lesados e algumas fibras amielinicas agrupadas de forma compacta (seta dupla). Aumento de
7.000X, barra 2pm.
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5.2.2.3. Histomorfometria

Na analise morfométrica utilizando-se a microscopia Optica, verificou-se que o numero ¢ area
de vasos sanguineos, avaliados no aumento de 1.000 x, ndo diferiram entre os grupos
(P>0,05). A avaliacdo das fibras mielinizadas estratificadas por didmetro demonstrou que a
maioria delas estava na faixa de 2-6 pum em todos os grupos. Os nervos estimulados com o
CEMP apresentaram uma quantidade significativamente maior de fibras mielinizadas de 2-6
um do que os nervos normais, 0 que nao aconteceu com os nervos controle. Esta proporc¢ao
se inverteu na faixa de 6-12 um de diametro, onde os nervos CEMP, mas ndo os controles,
apresentaram uma densidade significativamente menor de fibras do que os normais. A
densidade de ntlicleos de CS também foi maior nos nervos que sofreram esmagamento

(controle e CEMP) em relacdo aos normais, mas ndo diferiu significativamente entre eles

(Tabela 8).



Tabela 8. Densidade de fibras e nucleos de células de Schwann (CS/mm?) — CEMP.
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Grupo n Fibras nao- Fibras mielinizadas Nucleos de CS
mielinizadas
0-2pum 2-6um 6-12pm
Normal 9  5.294,12(2.720,59 58,82(0-117,65) 882,35(823,53- 647,06(529,41-  58,82(0- 102.94)
-8.544,12) 1.411,77) 705,88)
Controle 5 9.294,12(7.176,47  352,94(235,29-  1.823,53(1.647,06- 117,65(117,65- 823,53(529,41-
-9.352,94) 411,76) 1.882,35) 235,29)a* 882,35) a **
CEMP 5 7.705,88(3.764,71  294,12(117,65-  2.058,82(1.705,88- 588,2(0,00- 705,88(647,06-
2.058,82) a* 117,65) b** 882,35) b*

-10.058,82) 588,24)

Dados expressos em termos de mediana e quartis 25-75.

Controle x normal (a); CEMP x normal (b);
*P<0,05; **P<0,01 (Kruskal-Wallis + Student-Newmann-Keuls)
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Em relagdo ao didmetro das fibras, os nervos CEMP e controles apresentaram fibras
significativamente menores do que os nervos normais, novamente na faixa de 6-12 pm
(Tabela 9). O diametro dos axdnios de fibras mielinizadas manteve o mesmo padrdo na faixa
de 6-12 um, porém na faixa de 2-6 um de didmetro, os axdnios destas fibras foram
significativamente menores do que os normais, 0 que ndo aconteceu nos nervos controle

(Tabela 10). Estas relagdes indicam um atraso na regeneragdo ocorrido no grupo estimulado

pelo CEMP.



Tabela 9. Diametro de fibras — CEMP.
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Mielinizadas

2-6um

6-12pm

Grupo n  Nao-mielinizadas
0-2pm
Normal 9 0,68(0,65-0,73) 1,81(1,76-1,87)
Controle 5 0,54(0,48-0,61) 1,60(1,54-1,71)
CEMP 5 0,53(0,48-0,64) 1,68(1,56-1,74)

3,44(3,43-3,99)
3,35(3,18-3,44)

3,30(2,93-3,54)

8,17(7,35-8,78)
6,55(6,55-6,61) a*

6,53(6,27-6,56) b*

Dados expressos em termos de mediana e quartis 25-75.
Controle x normal (a); CEMP x normal (b);
*P<0,05; **P<0,01 (Kruskal-Wallis + Student-Newmann-Keuls)
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Tabela 10. Diametro dos axonios de fibras mielinizadas — CEMP.

2-6um 6-12pm

Grupo n 0-2um
Normal 9 0,96(0,83-1,03)
Controle 5 0,93(0,91-0,96)

CEMP 5 0,99(0,92-1,09)

2,302,15-2,46)  5,29(4,81-5,92)
2,29(2,06-2,41)  4,76(4,53-5,07) a*

2,14(2,00-2,58) b*  4,59(4,12-4,62)
b**

Dados expressos em termos de mediana e quartis 25-75.
Control x normal (a); CEMP x normal (b);
*P<0,05; **P<0,01 (Kruskal-Wallis + Student-Newmann-Keuls)
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Em relacdao a distribuicao do coeficiente g, os nervos normais e controles apresentaram a
maioria das fibras na faixa de 0,6-0,7, enquanto que os nervos estimulados com o CEMP o
tiveram na faixa de 0,7-0,9 (Figura 20), corroborando o fato de que houve inibi¢do na

regeneracao nesse grupo.

A andlise da formagdo de espécies reativas de oxigé€nio através do método de TBARS
demonstrou uma diferenca significativa entre os animais estimulados com o CEMP em
relagdo aos controles e normais. O uso de CEMP esteve associado a um aumento importante
na expressao de radicais livres, o que nao aconteceu nos nervos controles ou normais (Figura

21).
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Figura 20. Coeficiente g estratificado por faixas (CEMP). O coeficiente g foi obtido dividindo-se o
didmetro do axénio pelo diimetro da fibra. As porg¢des superiores de cada faixa foram incluidas e as
inferiores excluidas. Notar que enquanto os nervos normais (sem lesdo ou estimulacio com o CEMP) e os
controles (lesdo por esmagamento e estimulacio com o CEMP de 72 Hz) possuem seus picos de coeficiente
g em 0,6-0,7, os nervos lesados e estimulados com 0 CEMP possuem seu pico em 0,7-0,9, indicando
mielinizacfo deficiente neste grupo. Os dados sio apresentados como mediana e quartis 25-75.
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Figura 21. Analise da formacio de espécies reativas de oxigénio pelo método de TBARS. A figura
apresenta os resultados da formacao de radicais livres avaliados através da peroxidacio lipidica, usando o
método de TBARS (substincias reativas ao acido tiobarbiturico), que se baseia no nivel de peroxidagao
lipidica. Nota-se um aumento significativo da formacao de radicais livres no grupo tratado com o CEMP ,
quando comparado com os nervos controles (lesio por esmagamento sem estimulacio) ou normais (sem
lesio ou estimulacdo) (*P<0,05; Kruskal-Wallis + Student-Newman-Keuls). Nao houve diferenca
significativa entre os nervos tratados e controles. Dados apresentados em termos de mediana, quartis e
amplitude maxima e minima.
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6. DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de campos eletromagnéticos na regeneragao
nervosa periférica e foi desenvolvido em trés estagios. A primeira parte dos nossos resultados
apresenta a possibilidade de utilizagdo de um teste mais simples e pratico do que os ja
existentes para avaliar a fun¢do sensério-motora da pata apods lesdo experimental do nervo
ciatico em camundongos. A busca de um teste pratico, reprodutivel e sensivel para analisar a
recuperagdo da funcdo apos uma lesdo nervosa periférica ¢ muito importante, pois permite
uma determinacdo quantitativa do processo de recuperagdo, que estd relacionado a
reinervacdo dos orgdos-alvo. Métodos de avaliagdo sensorio-motora integrada em uma
funcao podem fornecer dados importantes acerca da efetividade de estratégias usadas para se
incentivar a regeneracdo. Muitos testes foram desenvolvidos e adaptados para este fim
usando como modelo experimental o rato (De MEDINACELI et al., 1982; BAIN et al., 1989;
SCHIAVETO de SOUZA et al., 2004; VAREJAO et al., 2004a). Embora este roedor seja o
animal mais amplamente utilizado em estudos sobre regenera¢do nervosa periférica, o
camundongo ndo s6 ¢ bem caracterizado geneticamente, mas também mais facil de ser
manipulado e mantido. O IFC foi adaptado para este animal por Inserra e colaboradores
(1998). Neste trabalho, somente o CP o ED foram considerados relevantes para avaliar as
variagoes de fungdo. Para registrar as pegadas, o uso de tinta nanquim preta ¢ uma tira de
papel pode ser um método simples para se ter uma clara identificagdo dos pardmetros das
pegadas. Com este método pode-se também escolher quais pegadas foram mais bem
impressas, mas a0 mesmo tempo muitas vezes a impressdo necessita ser repetida, pois nao
ocorreu de forma adequada. Isto tende a estressar os animais ¢ mudar a qualidade do teste.

Alguns fatores podem também dificultar a impressdo das pegadas, como contraturas,
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autotomia, excrementos no corredor (BAIN et al., 1989; De MEDINACELI et al., 1982;

VAREJAO et al., 2004a) ¢ variagdes na velocidade da marcha (WALKER et al., 1994a).

O IEC, desenvolvido por Bervar (2000), parece ser um teste mais facil e rapido de ser
executado e analisado, gerando menos estresse para os animais, pois ndo ha necessidade de se
impregnar a pata com tinta ou fazer os animais andarem repetidamente. No nosso método,
similar ao de Bervar, n6és encontramos imagens claras de serem analisadas, facilitando a
mensuracao dos parametros necessarios. Além do mais, ele requer somente um dispositivo de
baixo custo, que inclui um corredor de acrilico transparente, uma camera fotografica digital
(Web Cam) e um sistema de processamento de imagens. Ele funciona bem sob baixa
iluminagdo, aproximadamente 25% daquela utilizada por Bervar (2000), provavelmente

reduzindo o estresse dos animais, que sdo aversivos a luz.

Neste experimento, os trés grupos apresentaram padrdes esperados de utilizagdao da pata para
apoio ou marcha durante o periodo experimental de seis semanas, similar aos estudos com
ratos (BERVAR, 2000; GRASSO et al., 2004; VAREJAO et al., 2004b) e camundongos
(FUKUYAMA et al., 2000; ISLAMOV et al., 2002). Os métodos de registro de pegadas com
tinta apresentaram diferentes reprodutibilidades. As medidas feitas nas fotos foram sempre
mais acuradas, apresentando na maioria das vezes menores coeficientes de variagdo do que
aquelas obtidas por impressao das pegadas. A maior variabilidade no método que usou tinta e
papel deve ter sido devido a dificuldades com pegadas borradas, contraturas e variagdes da
velocidade, aspectos também observados em outros estudos (DELLON e MACKINNON,
1989; JIHAD et al., 1989; VAREJAO et al., 2001, 2004b; WALKER et al., 1994a). O
estresse provocado pela repeticio dos procedimentos de impressdo das pegadas, algumas

vezes necessario, também pode ser o motivo das maiores variagcdes nos registros obtidos por
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este método. O método de aquisicao de fotos com o animal parado minimiza muitos destes
problemas, pois o pesquisador pode esperar 0 momento em que o animal estd parado para
adquirir as imagens. Nao existem também viézes em relacdo a pegadas borradas, pois se pode
ver as patas como elas estdo, ou a velocidade, pois os animais estdo parados. Variagdes
quanto ao peso ou sexo dos animais (DELLON e DELLON, 1991; PARKER ¢ CLARK,
1990) também podem ser minimizadas, pois eles estdo se apoiando em suas patas posteriores,
dissipando as cargas mecanicas impostas no segmento, que poderiam influenciar os
parametros das pegadas. Algumas vezes, os excrementos no corredor de acrilico, ou a
aducdo forcada dos dedos pelo contato com as paredes laterais interferiram com as medidas.
Nestas situagdes, a limpeza do dispositivo ou um pequeno incentivo para que o animal se
movesse resolveu o problema. A adaptacdo prévia dos animais ao procedimento também se
mostrou valiosa para que tais dificuldades ndo ocorressem. Se este cuidado era tomado, os
animais apresentavam-se mais quietos, parando exatamente no final do corredor e mantendo a

posicao estatica durante algum periodo.

A formula desenvolvida para o IECc mostrou a grande influéncia do ED como uma medida
das disfungdes da marcha relacionadas a lesdo nervosa periférica. Este parametro representa a
maioria das alteragdes e pode ser usado sozinho como um indicativo dos estagios da lesao,
como tem sido demonstrado por outros pesquisadores (WALKER et al., 1994a; BERVAR,
2000). O EID, seguindo o mesmo padrao do IFC para camundongos (INSERRA et al., 1998),
ndo tem um papel significante em demonstrar as alteragdes da marcha apds lesdo do nervo
cidtico em camundongos, provavelmente porque sofre alteragdes similares nos grupos
esmagamento e controle, ou por apresentar grande variabilidade. O CP apresentou uma
contribui¢do pequena, mas significante para a formula. Este parametro expressa a habilidade

dos musculos solear e gastrocnémio em manter o calcanhar elevado durante a marcha em
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roedores. Como estes musculos sdo inervados pelo nervo ciatico, devido a desnervagao eles
ndo conseguem manter o angulo do tornozelo, permitindo que uma grande por¢ao da pata
entre em contato com o solo. Embora o CP possa ser muito variavel devido a dificuldade de
se estabelecer seu aspecto mais posterior, sua importancia significativa também foi

demonstrada no método de impressao das pegadas, que gerou o [FC (INSERRA et al., 1998).

A alta correlagdo entre o IFC e o IECc (r = 0.892, P < 0.000) da validade ao uso da analise
estatica para avaliar disfun¢des do nervo ciatico apos lesdo em camundongos. Além do mais,
o IECc ¢ muito mais simples de ser obtido, pois ndo requer o uso de tinta ou outros recursos
que podem confundir as medidas de cada pardmetro. Também, como o animal ndo necessita
andar, as variagOes devido a velocidade ¢ mudangas na direcdo da marcha nao influenciam o

resultado do teste.

Na segunda parte dos nossos resultados apresentamos a influéncia de duas formas diferentes
de utilizagdo da energia eletromagnética, comumente usadas na pratica clinica de
profissionais de satde, na regeneragdo do nervo cidtico submetido a esmagamento. A
primeira forma envolveu o uso de um campo eminentemente elétrico de baixa freqiiéncia e
baixa intensidade aplicado de forma transcutdnea (EENT) por cinco semanas e a segunda, o
uso de um campo eminentemente magnético, também de baixa freqiiéncia e baixa intensidade
(CEMP), aplicado por trés semanas. Nas duas formas de aplicacdo o tempo didrio de
tratamento foi de 30 minutos, repetido cinco vezes por semana e respeitando os finais de
semana. Tanto a EENT quanto o CEMP levaram a inibi¢do da regeneragdo nervosa
periférica, expressa pela menor quantidade de fibras de grosso calibre, que também eram
menos mielinizadas e distribuidas de maneira menos compacta no endoneuro. A maior

quantidade de nucleos de células de Schwann foi também outro indicativo do atraso
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regenerativo. Embora sem influenciar significativamente na estrutura vascular, os nervos
estimulados com o CEMP apresentaram aumento na formagdo de espécies reativas de
oxigénio, que ndo foi medida nos nervos expostos a EENT. Embora os nervos estimulados
tenham apresentado sinais de que tanto a EENT quanto o CEMP foram deletérios, a avaliacao
funcional durante o periodo experimental ndo mostrou diferencas significativas entre os

grupos tratados e seus controles.

No nosso estudo, o aspecto morfoldgico dos nervos lesados e estimulados foi geralmente pior
do que os nervos lesados, mas ndo estimulados ou normais. Os nervos estimulados
eletricamente (EENT), mostraram sinais de comprometimento na regeneragdo tais como
edema, distribui¢do menos compacta das fibras, maior quantidade de ilhotas regenerativas,
presenga de inclusdes lipidicas e fibras com axoplasma escuro. Entretanto fibras nao-
mielinizadas ou tamanho e area de vasos ndo foram diferentes entre os grupos. Os
estimulados com o CEMP nao apresentaram sinais de edema, porém as outras caracteristicas
presentes nos estimulados eletricamente se mantiveram, embora a diferenga para os seus
controles ndo tenha sido tdo importante quanto na EENT. Ocasionalmente, tanto os nervos
estimulados com o CEMP como os seus controles apresentaram fibras mielinizadas com
bainhas marcadamente finas, o que n3o foi notado nos animais do grupo EENT. Estes
achados apontam para uma influéncia negativa das duas formas de estimulagdo na
regeneragdo nervosa periférica, mais especificamente na sua fase final, ja que as fibras nao-

mielinizadas ou as mielinizadas de fino calibre ndo foram afetadas.

A presenga de um aspecto morfoldgico mais precario nos nervos tratados com o CEMP do
que nos tratados com a EENT, expresso pela menor densidade e mielinizagdo muito deficiente

dos axdnios e picos de coeficiente g, em faixas mais avangadas (0,7-0,9 no grupo CEMP,
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contra 0,6-0,7 no grupo EENT C e 0,5-0,6 no grupo EENT A) pode ter acontecido devido ao
acompanhamento pelo periodo de trés e n3o de cinco semanas, como aconteceu nos
estimulados com a EENT. Esta diferenca de tempo de estimulagdo se deveu ao fato de que
nos parecia, apos os experimentos para adaptacdo do IECc e o com a EENT, que acompanhar
os animais até a terceira semana pos-lesdo seria suficiente, ja que neste periodo os animais
recuperavam a fungdo sensorio-motora da pata. Todavia, tanto o aspecto morfologico das
fibras, quanto os dados morfométricos sugeriram que ha diferencas estruturais e
ultraestruturais durante estes dois periodos, que ndo sdo alcancadas pelos testes funcionais.
Esta auséncia de uma relacdo direta entre dados morfologicos e avaliagdo funcional ja foi
relatada em outros trabalhos (JIHAD et al., 1989; De MEDINACELLI, 1995). Entretanto os
estudos morfoldgicos ou de condugdo nervosa nao podem ser tdo especificos quanto a
avaliacdao da marcha na analise da reinervacao adequada apds lesdes nervosas traumaticas (De
MEDINACELI et al., 1983; GOLDBERG et al., 1984), pois ndo abordam a fung¢do global do

nervo. Isto faz com que os testes funcionais continuem a ser utilizados.

A EENT necessita ultrapassar uma alta impedancia elétrica exercida pela pele, e para isso
normalmente emprega amplitudes de corrente elétrica 10 a 10.000 vezes maiores do que
aquelas usadas nas aplicagdes com eletrodos percutaneos ou implantados. No nosso estudo, a
combinag¢do de amplitudes de pulso de 5 mA ou mais e dura¢do de pulso maiores do que 80
us devem ter sido fatores importantes no atraso regenerativo provocado pelo uso de correntes
elétricas. Cheng e colaboradores (1982) encontraram que em niveis menores (um
miliampére), correntes elétricas inibiram a sintese de ATP em cultura de células. Desta
forma, baixas concentracdes de ATP podem ter levado a inibigdo no processo regenerativo no
nervo periférico. Aydin e colaboradores (2006) fizeram exposi¢ao de todo o corpo em ratos

com lesdo por esmagamento do nervo fibular a um campo elétrico bifasico de 50 Hz, com um
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campo elétrico induzido na faixa de 10mV/m e acharam uma discreta inibi¢do na regeneragao,
expressa por defeitos morfologicos que ndo interferiram na marcha. E dificil se estimar a
intensidade de um campo elétrico num determinado tecido quando se utiliza como modelo
experimental o camundongo, ja que ndo se conhece as constantes dielétricas destes animais.
Entretanto, considerando-se que um campo com magnitude de 10mV/m seria 0 minimo
necessario para ultrapassar o ruido endoégeno basal nas membranas celulares e produzir efeitos
fisicos e bioldgicos (ASTUMIAN et al., 1995; AYDIN et al., 2006), mesmo campos elétricos
com intensidades muito baixas poderiam causar efeitos bioldgicos negativos na regeneracao.
Chen e colaboradores (2001) também acharam efeitos deletérios de campos elétricos na
regeneragdo nervosa periférica, usando eletrodos percutdneos e uma corrente monofasica de
um miliampére. Neste experimento, a corrente elétrica inibiu o niimero de fibras em
regeneragdo que atravessaram uma lacuna experimental de 10 mm, embora as fibras que
tenham conseguido ultrapassar essa barreira possuissem melhor aspecto morfoldgico do que
as do grupo controle. Estes resultados sugerem que correntes elétricas com amplitudes
maiores do que um miliampére podem ter efeitos leves, mas significantes sobre a regeneragao
nervosa periférica, normalmente levando a uma diminui¢do no numero e area de axonios ou

conteudo mielinico, mas insuficientes para afetar a fungao.

Os efeitos dos campos elétricos na circulagdo de sangue estdo associados com o aumento do
brotamento axonal e regeneracdo nervosa (McCAIG et al., 2005). Correntes elétricas de
baixa freqiiéncia podem ativar seletivamente fibras sensoriais C e aumentar a expressio de
neuropeptideos tais como Substancia P, que entdo geram vasodilatagao (KASHIBA e UEDA,
1991; KJARTANSSON et al., 1988; BURSSENS et al., 2005). A EENT A ¢ usualmente
associada com uma contragdo muscular ritmica, que também pode ter efeitos circulatérios

(DOBSAK et al., 2006). Entretanto, evidéncias recentes indicam que a EENT C também tem
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efeito de aumento na circulagdo. De Vries e colaboradores (2007) demonstraram um aumento
na circulacdo coronaria conseqiiente a EENT C. Os campos eminentemente magnéticos
igualmente tém sido associados ao aumento na circulacdo sangiiinea. Greenough (1992)
demonstrou o efeito de aumento no calibre de vasos no pavilhdo auditivo de coelhos apos
exposi¢cdo a um CEMP. Varani e colaboradores (2002) demonstraram que um CEMP de 75
Hz, com amplitude variando de 0,2 a 3,5 mT, aplicado em cultura de neutréfilos por 30, 45,
60, 90 e 120 minutos, aumentou de maneira tempo e temperatura dependente a expressao de
receptores A, de adenosina e a concentracdo de AMPc, enquanto que diminuiu a de
superoxido anidnico (O;). A ativagdo de receptores de adenosina A2a estd relacionada a
aumento da circulacdo no nervo optico (POLSKA et al., 2003) e medeia a vasodilatagao
cerebral induzida pela estimulacdo elétrica do nervo ciatico (MENO et al., 2001). No nosso
estudo, somente a estimulagdo com o CEMP pareceu ter alguma efeito sobre a circulagao
endoneural, ja que todos os nervos estimulados apresentaram vasos bem visiveis, em contraste
com os nervos controle ¢ normais, onde nem sempre se podia observar o mesmo. Entretanto,
o numero e area de vasos sanguineos ndo diferiram entre os grupos de nervos tratados,
controles e normais, indicando talvez um comportamento diferente de outros tecidos nos
nervos periféricos expostos a campos eletromagnéticos. Embora o método de avaliacdo da
circulagdo utilizado ndo seja muito sensivel, partindo do pressuposto que as técnicas
utilizadas podem aumentar o aporte sanguineo local, deveria ter havido incentivo ¢ nao
inibi¢do na regeneracdo. Por outro lado, deve ser considerado que a exposi¢ao a campos
eletromagnéticos e conseqiiente aumento na irrigagdo associado ou ndo a angiogénese nao sao
sempre positivas, pois podem estar relacionadas ao aumento na concentracdo local de espécies
reativas de oxigénio (ROSENSPIRE et al., 2001; SAUER et al., 2005) ¢ lesdo no DNA
(DELIMARIS et al., 2006). Estes mecanismos podem explicar o atraso na regeneragao

provocada pela EENT e pelo CEMP. Provavelmente métodos de avaliagdo da circulacdo em
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tempo real, como a LASER-DOPPLER fluxometria ou técnicas para avaliar a concentragao
de moléculas relacionadas a vascularizagdo, como a VEGF, possam elucidar os efeitos destas
modalidades de eletroestimulagdo sobre a circulagdo sangiiinea e linfatica e seus efeitos sobre

a regeneracao.

Os efeitos mais estudados da EENT s3o em relacdo ao controle da dor. A analgesia
provocada pela EENT C esta relacionada a ativagdo de receptores d-opidides, enquanto que a
EENT A ativa receptores p-opiodides (KALRA et al.,, 2001; SLUKA e WALSH, 2003).
Sinatra e Ford (1979b) demonstraram que o uso cronico de morfina por 14 dias levou a um
atraso na regeneracdo nervosa periférica, expressa por uma menor quantidade de perfis
axonais, diminui¢do na remocao de restos de mielina, hipertrofia e proliferagdao de células de
Schwann. Zeng e colaboradores (2007) também demonstraram que a exposi¢do a morfina,
agindo via receptores p-opidides, aumentou a regeneracdo de fibras ndo mielinizadas, mas
inibiu a de fibras mielinizadas ap6s lesdo por esmagamento do nervo ciatico. Isto estd de
acordo com os nossos resultados, nos quais as fibras ndo mielinizadas ndo foram afetadas pela
EENT, mas as mielinizadas de grosso calibre estiveram presentes em menor quantidade e
apresentando menos contetido mielinico, especialmente no grupo EENT C. Entretanto o pior
progresso apresentado pelo grupo de nervos estimulados por essa modalidade ndo pode ser
completamente explicado pela ativacao de receptors 6-opioides, ja que isso esta associado a
neurogénese ¢ neuroprotecao no SNC de camundongos (ZHANG et al., 2002; NARITA et al.,
2006) e poderiam ter a mesma fun¢do no SNP. A diferenca fundamental entre o nosso estudo
e aqueles nos quais a ativagdo de receptores opidides foi bem sucedida no incentivo a
regeneragdo nervosa foi o tempo prolongado de utilizagdo, que pode ter levado ao
desenvolvimento de tolerancia farmacoldgica. Chandran e Sluka (2003) demonstraram que a

administracao repetida de EENT C e A, 20 minutos por dia, levou a tolerancia a opidides no
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quarto dia de estimulacao. Mao e colaboradores (2002) demonstraram que ela ¢ mediada pela
via NMDA-caspase e leva a apoptose de células neuronais na medula espinhal. Portanto, o
uso prolongado da EENT pode ter levado ao desenvolvimento de tolerancia a opidides e
conseqiiéncias neurotdxicas para as células envolvidas na regeneracdo. Curiosamente, as
drogas que sdo frequentemente utilizadas para diminuir a tolerancia opidide incluem os
antagonistas seletivos de SP, CGRP, CCK e do receptor NMDA (KING et al., 2005). Apos
uma lesdo nervosa periférica, a ¢ B CGRP e CCK sdo sobre-regulados (SAIKA et al., 1991).
A CCK também ¢ sobre-regulada com a administragdo sustentada de morfina (ZHOU et al.,
1993; STANFA et al., 1994) ou eletroacupuntura (FUKAZAWA et al., 2007), antagonizando
os efeitos da morfina. Ela também esté relacionada a regeneragdo nervosa, através do aumento
na sintese de NGF e CGRP (SANCHEZ et al.,, 2001; MANNI et al., 2000, 2001).
Consequentemente, sua sobre-regulacdo, possivelmente associada ao uso de EENT por 35
dias, poderia ter levado a efeitos benéficos na regeneracido nervosa, equilibrando os efeitos
neurotdxicos da tolerancia opidide. Ainda ¢ necessario demonstrar se a EENT pode
realmente aumentar a concentracdo deste peptideo e que pardmetros deveriam ser usados para
evocar a neuroprote¢do potencial contra a tolerancia opidide. Os efeitos de CEMPs sobre a
dor ndo sdo bem elucidados, principalmente em relagdo aos seus mecanismos. Desta forma
ndo se sabe se eles poderiam ter um efeito sobre opidides endogenos e assim contribuir para o

desenvolvimento de tolerancia a morfina e seus efeitos deletérios.

No caso do uso do CEMP a exposicdo cronica também pode ter sido um fator importante na
falta de sucesso em relacdo a regeneracdo. Em alguns dos trabalhos que obtiveram efeitos
benéficos devido ao uso de CEMPs, a exposi¢do dos animais por curtos periodos foi efetiva.
Sisken e colaboradores (1989) acharam que a exposi¢do de ratos que sofreram lesdo por

esmagamento do ciatico a um CEMP de 2 Hz, 0,3 mT, aumentou a taxa de regeneragdo, com
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uma hora de tratamento por dia durante seis dias tendo o mesmo efeito do que quatro ou 10 hs
por dia, porém em um outro experimento ndo acharam rela¢do entre a exposi¢ao e o aumento
no transporte axoplasmatico (SISKEN et al.,, 1995). Walker e colaboradores (1994)
encontraram que a exposicao de ratos que sofreram lesdo por esmagamento do ciatico a um
CEMP de 2 Hz, 0,3mT, gerou uma melhora na regeneragao, com quatro horas de tratamento
durante os primeiros cinco dias apds a lesdo. Em estudos com outros tipos de células, o
tratamento breve também foi positivo. A exposi¢do de células 6sseas em cultura a um CEMP
com 20 trens de pulso de 4,5 ms, repetidos em 15 Hz, 16 Gauss, tempo de subida de 200us e
descida de 25 ps, oito horas por dia, durante um, dois ou quatro dias aumentou a concentragao
de fosfatase alcalina, mas ndo influenciou a osteocalcina. O tratamento também aumentou a
concentragio de TGFB-1 e PGN E,, mas NO™ nio sofreu alteragio. O efeito do CEMP no
TGFB-1 foi mediado por prostaglandinas, envolvendo Cox-1, mas ndao Cox-2 e esteve
diretamente relacionado com o tempo. O CEMP também diminuiu a concentragdo de Cx43,
especialmente as exposi¢des prolongadas (GUERKOV et al., 2001; LOHMANN et al., 2000,

2003). A diminui¢do da Cx43 sugere diminui¢do na sinalizagdo via jungdo comunicante.

Alguns trabalhos tiveram tempos de exposi¢ao ao CEMP similares aos nossos ¢ ainda assim
mostraram incentivo a regeneragdo, embora ocasionalmente com resultados questionaveis.
Kim e colaboradores (2002) mostraram que a exposi¢ao de nervos laringeos transeccionados e
suturados a um CEMP de 120 Hz, 0,4mT, quatro horas por dia, cinco dias por semana, por 12
semanas levou a aceleragdo da recuperacdo sensorio-motora, relacionada com o aumento na
expressdo de PLC-yl, mas sem efeitos na nNOS ou S-100. Bervar (2005) tratou ratos
submetidos a transec¢do ou esmagamento do nervo cidtico usando um CEMP sinusoidal com
corrente RMS de 0,875 A em 50 Hz, interrompido automaticamente numa freqiiéncia de 0,45

Hz, com periodo ativo de 1,4 segundos e pausa de 0,8 segundos (1,75:1), 0,5 mT, quatro
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horas por dia, durante trés semanas apoOs a lesdo, tendo verificado maior regeneracao nos
grupos tratados do que nos controles, avaliada apenas pelo indice Estatico do Ciatico. Giinay
e colaboradores (2005) mostraram que os nervos ciaticos de ratos submetidos a lesdo por
esmagamento e tratados com um CEMP com trens de pulso de um, 10, 40 ¢ 100 Hz,
intensidade de 1,5 mT, uma hora e meia, por cinco, 15, 25 e 38 dias ndo levou a diferencas
significativas do ponto de vista histoldégico ou no potencial de acdo composto dos nervos entre
grupos tratado e controle. Mais especificamente, os achados histologicos deste trabalho se
assemelham com o0s nossos, porém a analise ¢ puramente qualitativa, ndo havendo resultados
de analise morfométrica. Em um outro estudo com modelo similar, este mesmo grupo obteve
melhora ultraestrutural das fibras mielinizadas, que eram mais numerosas, apresentavam
melhores formagdes e aumento nos potenciais de agdo compostos apds 38, mas nao 15 dias da
lesao (MERT et al., 2007). De Pedro e colaboradores (2005) mostraram que ratos com nervos
ciaticos seccionados e suturados, submetidos a um CEMP DE 15 Hz, consistindo de 20 pulsos
em forma de “dente de serra”, administrado por cinco milisegundos e seguido por um periodo
refratario de 62 ms, separacdo “pico-a-pico”’de 200 us e intensidade variando de 0,9 a 1,8 mT,
tratados desde o periodo imediatamente apds a cirurgia, seis horas por dia, por quatro
semanas, apresentaram maior densidade de fibras mielinizadas e maior atividade da enzima
acetilcolinesterase no musculo. Sua morfometria, entretanto, foi realizada com uma técnica
automatica ¢ em baixa magnificagdo. A andlise ultraestrutural foi puramente qualitativa,

demonstrando complexos de Golgi e reticulos sarcoplasmaticos mais abundantes.

Se a exposi¢ao prolongada a um CEMP pode levar a efeitos deletérios sobre a regeneracao
nervosa periférica, um dos maiores candidatos a mediador destes efeitos ¢ o TGFf1. Esta
citocina ¢ sintetizada por neuronios do ganglio da raiz dorsal, nervos periféricos apos lesdo

por transecgdo e varias células do sistema imune, estimulando a proliferagdo de CS se estas
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ndo estdo em contato com neurdnios. Nesta situagdo, as CS também diminuem a expressao
de tPA e NGF e aumentam a secrecdo de PAI e colageno tipo IV, que estd presente na sua
membrana basal (ROGISTER et al., 1993). Isto gera uma condi¢do onde a CS passa a um
estado ndo-mielinizante quando em contato com neuronios, diminuindo a expressao de PO,
MBP ¢ GFAP ¢ aumentando a expressio de NCAM, L1 (GUENARD et al., 1995) e LIF
(MATSUOKA et al., 1997). O brotamento axonal ¢ estimulado, sendo fundamental para a
fase inicial apos a lesdo (ROGISTER et al., 1993; EINHEBER et al., 1995). Este aumento na
expressdo do TGFf1 leva também a retragdo e perda da GAP-43, que ¢ mediada tanto por este
fator de crescimento quanto pela concentragdo de AMPc intracelular (STEWART et al.,
1995). Desta forma, enquanto na regeneragdao 6ssea o TGFB1 ird levar a uma consolidagdo
mais efetiva, na regeneragdo do SNP sua a¢do ¢ muito importante na fase inicial da lesdo, mas
sua manutengcdo pode causar efeitos nocivos, possivelmente mantendo o estado ndo-
mielinizante das CS. A via de sinalizacdo do TGF1 inclui a ativacdo de espécies reativas de
oxigénio em vdrias células tais como fibroblastos (KOO et al., 1999; JUNN et al., 2000),
queratindcitos (CHIU et al., 2001), hepatocitos (HERRERA et al., 2001 a,b) e células
mesangiais (JIANG et al., 2003). No SNC, TGFB1 ¢ um potente neuroprotetor para lesdes
diversas, induzindo a formacdo de espécies reativas de oxigénio (PRATT ¢ McPHERSON,
1997; FLANDERS et al., 1998) ¢ inibindo a concentracdo de glutationa, um importante
antioxidante em varios tipos celulares (ARSALANE et al., 1997; JARDINE et al., 2002).
Por outro lado a concentragdo de glutationa regula a atividade do TGFB1 (LIU et al., 2004;
VAYALIL et al., 2007). O CEMP leva a um aumento na expressao de TGFB1 em células
osseas (LOHMANN et al., 2003; PATTERSON et al., 2006), com conseqiiéncias ja citadas
sobre o estresse oxidativo. No nosso estudo a formacgdo de espécies reativas de oxigénio

estava mais alta nos nervos tratados com o CEMP do que nos controles ou normais. Isto pode



105
denotar um possivel aumento na concentragdo de TGFB1 apos trés semanas da lesdao, que em
contrapartida ndo permitiu a mielinizagdo adequada das fibras em regeneragdo. Na andlise
histologica, os nervos estimulados com o CEMP apresentaram ocasionalmente fibras em
estagios muito atrasados da regeneracdo, com bainhas de mielina desproporcionalmente
pequenas em relacdo aos seus axonios. Futuros estudos poderiam analisar a concentracao
desta citocina, em diferentes fases da lesdo associada a estimulagdo com o CEMP e

estabelecer o melhor regime de tratamento neste sentido.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O IECc tem uma alta correlagdo com o IFC e, desta forma, pode substituir esse teste apos
lesdes experimentais do nervo cidtico em camundongos, com as vantagens de ser mais facil
de executar e estressar menos os animais. Estudos futuros deveriam investigar o uso do IECc
para avaliar diferentes tipos de lesdo, como sec¢do e sutura ou tubulizacdo, além de lesdes
cronicas, ja que o IFC ndo parece ser capaz de demonstrar o estado funcional nestas situagoes,
devido a presenga de contraturas. Nessa situagdo, o padrao anormal da marcha pode levar a
cauda a espalhar a tinta ou a sua reteng@o nas zonas contraturadas. Embora isto ndo acontega
nas avaliagdes por fotografia, contraturas sdo conseqii€ncias importantes das lesdes nervosas e
novos estudos deveriam abordar sua influéncia no IECc. Correlagdes entre o IECc e medidas
histomorfométricas também deveriam ser realizadas, ja que a fungdo da marcha expressa pelo

IFC pode nao estar correlacionada com achados morfoldgicos.

A exposi¢ao de camundongos que sofreram lesdo aguda por esmagamento do nervo ciatico a
EENT A e C por um periodo de cinco semanas ou a um CEMP por trés semanas, com
aplicagdes diarias de 30 minutos, leva a inibi¢do da regeneragdo nervosa. Estudos futuros
deveriam avaliar o uso breve ou com baixas intensidades da EENT (abaixo de 1 mA) e o uso
breve ou mais prolongado do CEMP, assim com avaliar os possiveis mecanismos envolvidos,
incluindo a expressdo de marcadores moleculares de regeneracdo, a manipulagdo
farmacolégica dos opioides enddgenos envolvido, no caso da EENT e do TGFf1, no caso do
CEMP. O efeito das duas modalidades sobre a circulacio também deveria ser melhor
avaliado, usando recursos com a LASER-Doppler fluxometria ou a marcacdo de proteinas

relacionadas, com a VEGF.
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Abstract

Among the numerous ways of assessing regeneration after peripheral nerve lesions, the analysis of gait is one of the most important, because it
shows the recovery of function, which is the ultimate goal of the repair machinery. The sciatic function index was introduced as a method to assess
reinnervation after an experimental sciatic nerve lesion, and was adapted to the mouse model. The sciatic static index (SSI), is more simple and
practical to perform, and is not so influenced by gait’s velocity, but this method has not yet been adapted to the mouse model of sciatic lesion. We
used 63 male Swiss mice (Mus musculus) to develop a formula to the sciatic static index in mice (SSIm). The animals were divided on three groups
(control, transection and crush). They were evaluated at the preoperative and 7th, 14th, 21st, 28th, 35th and 42nd days postoperative by the ink
track method (SFI), and by the acquisition of photographs of the plantar aspects of the injured and uninjured hind paws. The parameters evaluated
were the 1-5 toe spread (TS), the 2—4 toe spread (ITS) and the distance between the tip of the third toe and the most posterior aspect of the paw
(PL), on both methods. After verifying the temporal pattern of function, correlation and reproducibility of the measurements, we performed a
multiple regression analysis using SFI values as dependent variable, and the TS, ITS and PL measured with the photo method as independent
variables, and found the formula of the SSI for mice (SSIm). The three groups (control, transection and crush) had a characteristic pattern of
dysfunction. The parameters measured in the ink and photo method had variable but significant correlations between them (P <0.000), but photo
method of measurement showed a better reproducibility. The correlation between SFI and SSIm showed a high correlation coefficient (r=0.892,
P <0.000), and demonstrates that SSIm can be used as an alternative method to assess the functional status relative of sciatic nerve activity
in mice.
© 2006 Published by Elsevier B.V.

Keywords: Functional tests; Mice; Sciatic nerve; Sciatic function index; Sciatic static index

1. Introduction

After an axonal lesion, there is an extensive degeneration of
the distal segment, known as Wallerian Degeneration. Specially
in the peripheral nervous system, the proximal stump, that is
connected to the cell body, can regenerate to reinnervate the
target organs. Although this process is often facilitated by a per-
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missive environment in the periphery (Stoll and Muller, 1999),
some factors can impede normal return to function, such as the
distance from injury site (Gordon et al., 2003), metabolic distur-
bances (Kennedy and Zochodne, 2005), age (Verdu et al., 2000)
and type of lesion (Lundborg, 2004).

Strategies developed to improve peripheral nerve regenera-
tion require quantitative approaches for evaluating functional
outcome. The majority of such studies use rats as the chosen
animal experimental model. In these studies, regeneration can
be assessed by numerous methods, including histomorphometry,
electrophysiology and gait analysis. Due to the fact that the sci-
atic represents the most used nerve in experimental approaches,
some tests were developed to assess its function after injuries.
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The sciatic function index (SFI) is one of the most widely
used forms of functional assessment. It compares parameters
from the normal and experimental footprints by a mathemati-
cal formula, and provides information concerning the recovery
of sensory-motor connections and cortical integration related to
gait function and mediated by the sciatic nerve, without requir-
ing terminal assessment. Since the SFI (DeMedinaceli et al.,
1982) was introduced, it was modified several times in order to
become simpler and more reliable (Bain et al., 1989; Carlton
and Goldberg, 1986).

The sciatic static index (SSI), introduced by Bervar (2000),
is another way of assessing recovery of function after sciatic
injury in animal models. It uses the footprints, acquired when
the animal is on a static position, and minimizes bias related
to gait’s velocity. Also, the SSI improves the acquisition
of footprints, and is more repeatable and accurate then the
SFL

The SFI and the SSI were first developed to be used in rats
(Bervar, 2000; DeMedinaceli et al., 1982). The SFI was adapted
to be used in mice (Inserra et al., 1998), but the SSI, that is very
simple and easy to perform, has not yet been adapted to this
animal model. Furthermore, the use of mice in peripheral nerve
regeneration studies is very common, because of the similar-
ity of its biological processes with the human’s, availability of
transgenic models and because it is easier to manipulate. Never-
theless, functional tests in the mice model of sciatic nerve injury
are poorly investigated. So, our goal was to develop the SSI
formula for mice.

2. Material and methods
2.1. Experimental animals and surgical procedure

We used 63 male Swiss mice (Mus musculus), weighing
35-45 g, from our animal facility. The study was in accordance
with the rules of the Committee for Ethics in Animal Experi-
mentation of the Gongalo Moniz Research Center/Oswaldo Cruz
Foundation, Brazil. The animals were housed in individual cages
with food and water ad libitum and acycle of 12 hlight/12 h dark.
Animals were deeply anesthetized with ketamine (0.1 mL/mg)
and xylazine (0.2 mL/mg) and then submitted to asepsis and
trichotomy of the right gluteus region. After a longitudinal inci-
sion, the sciatic nerve was either only exposed and isolated from
the adjacent tissues (control group) (n=21), crushed at 1 cm
from the spinal cord with a non-serrated needle holder, with an
uniform pressure applied for 30 s (crush group) (n=21), or tran-
sectioned at the sciatic notch, with the removal of a 2 mm gap
(transection group) (n=21). The muscle and skin were sutured
by layers.

2.2. Functional tests

In the previous day and on 7th, 14th, 21st, 28th, 35th and
42nd days post lesion, the animals were evaluated to obtain three
footprint parameters—the distance between the first and fifth
toes: toe spread (TS), the distance between the second and fourth
toes: intermediary toe spread (ITS) and the distance between

acrylic corridor

[~

doors  ~__ l

[ mirror

Fig. 1. Apparatus to gait photo assessment. The animals were induced to walk
in its cage direction, through a transparent acrylic corridor, with a mirror at 45°
underneath the floor. At the end of the track, two doors were closed and, when
the animal stopped, the photos were acquired with a Web Cam positioned 2.5 cm
apart from the mirror, under illumination of a 50 W lamp. After the photos were
acquired, the animals were permitted to go to the cage’s grid and transported
inside.

the tip of the third toe and the most posterior part of the foot in
contact with the ground: print length (PL).

The assessment was carried out in two ways. First, the ani-
mals were disposed on an acrylic corridor (48 cm x 4.5 cm)
with a mirror placed underneath the apparatus at an angle of
45° (Varejao et al., 2001; Westerga and Gramsberg, 1990). A
50 W lamp, with the focus directed to the mirror, illuminated
the corridor (Fig. 1). The animal’s cage was placed at the end of
the corridor to induce the animal to walk in this direction, and
before it got into it, the corridor was closed (Fig. 1). When the
animals stopped, at the end of the corridor, three photos were
acquired with a Web Cam (Drop Cam 100, Go Tec, China),
positioned 2.5 cm from the mirror, and the parameters’ means
of the footprint assessed with an image analysis software (Image
J, National Institute of Health, USA), calibrated with a scanned
pachymeter. The TS and ITS were defined with the most lateral
and medial edges of the proper toes, and the PL with the most
anterior edge of the third toe and the most posterior portion in
contact with the ground, where the limits of the paw became less
clear, pale and discolored (Fig. 2).

After the photos were obtained on the acrylic corridor, the
animals were disposed on a similar dispositive, made of wood
and lined on the bottom with a sheet white paper. The animals
were immobilized and had the hind limb paws painted with black
China’s ink, until the rear portion of the foot. Then they were
allowed to walk along the corridor and the footprints were regis-
tered. For each animal, a mean of three pairs of footprints, each
from the same gait cycle, was used in the assessment. These
parameters were measured with a pachymeter, and the TS and
ITS measurements followed the same criteria as the photo ones.
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Fig. 2. Photograph showing the plantar aspect of a mouse. Bars show 1-5 toe
spread (TS) (arrow head), 2—4 intermediary toe spread (ITS) (double arrow head)
and print length (PL), estimated as the distance from the tip of the third toe to
the most posterior aspect of the paw in contact with the floor (arrow). Three
photos were acquired from each animal and the mean TS, ITS and PL achieved
to assess gait function.

For the PL we considered the tip of the third toe and the most
posterior aspect of the footprint.

The factors for each parameter (TS, ITS and PL) were cal-
culated with the formula: injured — uninjured/uninjured values
(e.g. TSF (toe spread factor) = TS experimental — TS normal/TS
normal), and the SFI with the one conceived by Inserra et al.
(1998), where SFI=118.9 x TSF —51.2 x PLF —17.5.

2.3. Data analysis

Statistical analysis was performed in various steps. First, we
assessed the degree of variability on function per group, across
the 6-week period of experiment, using Friedmann’s paired anal-
ysis of variance on the SFI values. The second step was to
find correlation between each footprint parameter and also their
factors, obtained with the two methods (photo and ink), using
Pearson’s correlation index. Third, we verified the reproducibil-
ity of the measurements, using ANOVA to compare variability
of each parameter between the two forms of assessment (ink
and video), across the period of experiment. After a curve fit
test, to verify if the values were distributed on a linear dis-
position, we used multiple linear regression analysis. It was
considered as dependent variable the values of the SFI through
all the period, and as independent variables the TS, ITS and PL
factors, obtained with the photo method. We defined the func-
tional losses as zero preoperatively and —100 postoperatively
and, using regression analysis, generated the adequate SSI for-
mula for mice (SSIm). Then we assessed correlation between
SSIm and SFI, pooling again all the three groups (control, tran-
section and crush), using Pearson’s correlation index. It was
accepted the significance level of 5% (P <0.05). The analysis
was carried out with the OPENSTAT 4.0 statistical package.

Weeks post-transection
1 2 3 4 5 6 7

—=— SS
—— SFI

Functional loss

Fig. 3. Comparison of the recovery determined by sciatic function index (SFI)
(A) and sciatic static index for the mouse (SSIm) (M) in the transection group.
The graph shows function during the 6-week period of experiment, assessed
by the SFI and SSIm. Static sciatic index for the mouse seems to be a little
more sensitive to transection then SFI, showed by a more prominent decrease of
function on the first 3 weeks post lesion. Data are presented as mean £+ S.E.M.

3. Results

The animals were analyzed weekly, from the day immedi-
ately before surgery, and the analysis was carried out for 6
weeks. Statistical tests using Friedmann analysis of variance
on SFI values, showed no significant shift on the control group
function, during the 6 weeks period of experiment (F =6.454,
d.f.=6, P=0.3743). Transection group followed a different pat-
tern, with a marked decrease on function at the first week
post-lesion, and maintained this status until the end of the exper-
iment (F=50.526, d.f.=6, P<0.0001) (Fig. 3). Crush group
also showed the same decrease on function in the first week
(F=60.00, d.f.=6, P<0.0001), but recovering normal gait at
the third week (Fig. 4). Two animals were excluded from both,
crush and transection groups, due to autotomy.

Correlation between ink and photo measurements, using
Pearson’s index, was significant for all the parameters
(P<0.000). Although some of them were low (uninjured TS
and PL, and injured ITS), the remaining showed mild to high
correlation (Table 1). The analysis of the parameter’s repro-
ducibility showed coefficients of variations ranging from 8.73%
(TS, uninjured side, ink method) to 28.57% (ITS, uninjured

Weeks post-crush
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Fig. 4. Comparison of the recovery determined by sciatic function index (SFI)
(A) and sciatic static index for the mouse (SSIm) (M) in the crush group. The
graph shows function during the 6-week period of the experiment, assessed by
the SFI and SSIm. Both methods show similar pattern, with marked decrease
of function on the first week, and return to normal on the third or fourth weeks.
Data are presented as mean = S.E.M.
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Table 1
Correlation between photo vs. ink measurements of the footprint variables (TS,
ITS and PL) and their calculated factors

Correlation
coefficient (r)

Parameter Degrees of

freedom (d.f.)

Significance
level (P-value)

1-5 toe spread (TS)

Uninjured hind foot 413 0.363 <0.000
Injured hind foot 413 0.882 <0.000
TS factor 413 0.875 <0.000
2—4 toe spread (ITS)
Uninjured hind foot 413 0.609 <0.000
Injured hind foot 413 0.213 <0.000
ITS factor 413 0.608 <0.000
Print length (PL)
Uninjured hind foot 413 0.234 <0.000
Injured hind foot 413 0.540 <0.000
PL factor 413 0.488 <0.000
Factor =injured — uninjured/uninjured.
Table 2
Reproducibility of the footprint parameters
Parameter Degrees of ~ Average coefficient ~ Most repeatable
freedom of variation (%) technique
d.f)? P-val
@f) Ink Photo (P-value)
1-5 toe spread (TS)
Uninjured hind foot 1 8.73 10.38 Ink (P<0.01)
Injured hind foot 1 29.41 8.82 Photo (P <0.00)
2—4 toe spread (ITS)
Uninjured hind foot 1 1822 16.33 Photo (P <0.00)
Injured hind foot 1 26.19 28.57 Ink (P <0.00)
Print length (PL)
Uninjured hind foot 1 13.9 9.32 Photo (P <0.05)
Injured hind foot 1 27.76 11.10 Photo (P <0.00)

2 Between groups.

side, ink method). Ink and photo methods of acquiring foot-
print parameters were always different, with photo method being
more reproducible than ink method on almost all conditions. Ink
method was more repeatable only for the uninjured TS and ITS
measurements. Injured side had, almost always, bigger coeffi-
cients of variation (Table 2). Toe spread measurements seemed
to be the most accurate measurements, with coefficients of vari-
ation ranging from 8.73 to 10.38%.

In order to find the SSI formula for mice (SSIm), we per-
formed multiple linear regression using as dependent variable
SFI values, obtained through all period of experiment, pooling
the three groups of animals (control, transection and crush). To

Table 3

minimize errors, we used only those values that were between 10
and —100. Fifteen values were excluded because they were not
in this range. The independent variables were the three factors
obtained in the photo assessment (FTS, FITS and FPL). A curve
fit test was performed to verify if they had a linear distribution.
All of the three achieved a significance level, with the F'test being
stronger in the FTS group (F=1445.22, P<0.000), followed
by the FITS (F=450.72, P<0.000) and the FPL (F=231.96,
P <0.000).

Multiple linear forward stepwise regression analysis was per-
formed, and showed toe spread factor as the major function
predictor, representing almost 78% of the variations (R> = 0.778,
F=1445.22, P<0.000). Intermediary toe spread factor did not
change the estimative of function, and PLF generated minor
but significant changes. When PLF was added to FTS, they
turned to represent almost 80% of the variations (R2 =0.796,
F=51130.33, P<0.000) (Table 3). Based on this model we
found the formula SSIm=101.3 x TSF—54.03 x PLF—-9.5
(Table 4). The F value for the equation was 798.728, significant
at the P <0.000 level.

The next step was to validate the new formula finding its
correlation with the previous SFI index. Pearson’s index was
performed to correlate all SFI index values with the ones now
obtained using the SSIm formula, pooling again all the groups
across the period of experiment. We found a high and significant
correlation between the values obtained by the two formulae
(r=0.892, two-tailed, P <0.000). Static sciatic index for mice
generated a similar pattern of function compared to SFI on the
three groups analyzed. Little differences were seen, like on the
first week post lesion, where SFI values did not decrease so much
as SSIm on the transection group (Fig. 3). These differences
where not seen when SFI and SSIm where compared on the
crush group (Fig. 4)

4. Discussion

The search for a practical, reproducible and sensitive test to
analyze function recovery after a peripheral nerve lesion is very
important because these methods allow the quantitative deter-
mination of the recovery process, which relies on the functional
reinnervation of the target organs. Bona fide quantitative meth-
ods are needed for the assessment of rehabilitation. Many tests
were developed and adapted to assess sensory-motor recovery
in the rat model of sciatic nerve injury (Schiaveto de Souza et
al., 2004; Varejao et al., 2004a). Although this rodent is the most
widely used animal model in studies of peripheral nerve regen-
eration, the mouse is not only well characterized genetically,

Linear regression model, showing the power of each factor on the final SSI formula for mice

Factor R R? Adjusted R? S.E. Change statistics

R? change F change d.f.1 d.f.2 Sig. F change
TS factor 0.883% 0.779 0.778 17.74395 0.779 1445.217 1 410 P <0.000
PL factor 0.893° 0.797 0.796 17.04376 0.018 35.379 1 409 P <0.000

2 Predictors: (constant), ftsV.
b Predictors: (constant), ftsV, fplV.
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Table 4

Results of the linear regression analysis, showing the beta coefficients of each factor (B) associated with standard errors (S.E.), the constant generated and significance

level of the estimations

Footprint factor Unstandardized coefficients Standardized coefficients, beta t Significance level (P-value)
B S.E.

Constant -9.949 1.034 -9.618 <0.000

TS factor 101.29 5.29 0.765 19.146 <0.000

ITS factor 5.64 5.78 0.036 0.975 0.330

PL factor —54.03 9.13 —0.159 —5.918 <0.000

but also easier to manipulate and maintain. Gait assessment
is expressive to represent regeneration after peripheral nerve
lesions, since it integrates sensory and motor fibers on a special-
ized pattern of movement. The SFI was adapted to the mouse
model of sciatic lesion by Inserra et al. (1998). In this work, only
the print length (PL) and the toe spread (TS) were considered
relevant to assess function variations. To register the footprints,
the use of China’s ink and paper may be a simple method to allow
clear identification of the footprint parameters and permits var-
ious gait cycles to choose, but it may stress the animals and is
time consuming. Also, there are some negative factors that can
introduce bias in the study, such as foot contractures, autotomy,
excrements on the corridor (Bain et al., 1989; DeMedinaceli et
al., 1982; Varejao et al., 2004a) and variations due to gait velocity
(Walker et al., 1994a).

The SSI, developed by Bervar (2000), seems to be easier
and faster to be acquired and analyzed, generating consider-
ably less stress to the animals. In our method we found that
the images turned out to be very clear, facilitating the measure-
ment of the parameters involved. Besides, it requires only a low
cost dispositive, that includes a device with transparent bottom,
a photographic camera and an imaging processing system, and
works well under low illumination, i.e. approximately 25% of the
power used by Bervar (2000), presumably reducing the animal’s
stress, as rodents are light aversive.

The three groups on our experiment showed an expected pat-
tern of function during the 6 weeks period, similar to other
studies in rats (Bervar, 2000; Grasso et al., 2004; Varejao et
al., 2004b) and mice (Fukuyama et al., 2000; Islamov et al.,
2002). Ink and photo methods used to acquire footprint parame-
ters had, always, different reproducibility. Photo measurements
were more accurate, presenting most of the time lower coeffi-
cients of variation than ink method. The bigger variability on the
ink method may be due to difficulties with smeared footprints,
contractures and variations on gait velocity, already seen by oth-
ers (Dellon and Mackinnon, 1989; Jihad et al., 1989; Varejao et
al., 2001, 2004b; Walker et al., 1994a). Also, the dynamic proce-
dure to achieve footprints has sometimes to be repeated, because
of the low quality of some prints. This repetition stresses the
animals and can contribute to greater variations on the measure-
ments. The photos used on the static analysis minimize most of
these problems, because the researcher can wait for the moment
where animals are stopped to acquire the images. There is no
bias due to smeared footprints, as we can see paws as they are,
or to gait velocity variations, because the animals are stopped.
Maybe variations due to weight or sex (Dellon and Dellon, 1991;

Parker and Clark, 1990) can also be minimized with the static
method, because the animal is lying on its posterior paws, dis-
sipating mechanical charges. Sometimes, excrements or forced
adduction of the lateral toes by the cages’ walls interfered with
the measurements. On these situations, we cleaned the acrylic
dispositive or gently moved the animals to another position. We
consider that it is very important to adapt the animals to the
procedure. When it was not a new situation, they seemed to be
quieter, stopping just at the end of the corridor, and maintaining
a static position.

The formula developed for the SSIm, shows the big influ-
ence of the TS as a measure of gait dysfunction due to sciatic
nerve lesion. This parameter represents the majority of alter-
ations and may be used alone as an indicative of the lesion’s
stage, as have been demonstrated by other investigators (Bervar,
2000; Walker et al., 1994a). Intermediary toe spread, following
the same pattern of the SFI for mice (Inserra et al., 1998), did not
have a significant role on demonstrating dysfunction, probably
because it is very similar on the crush and control groups, or
because of its big variations. The PL gave a small but signifi-
cant contribution to the formula. This parameter expresses the
ability of the soleous and gastrocnemious muscles to maintain
the heel elevated during walking in rodents. As these muscles
are innervated by the sciatic nerve, when impaired they cannot
maintain the normal ankle angle, letting a bigger portion of the
paw to be in contact with the floor. Although the PL may be very
variable, due to the difficulty to establish its posterior aspect, its
significance has also been demonstrated in the ink track method,
which generated the SFI formula for the mouse (Inserra et al.,
1998).

The high correlation between the SFI and SSIm (r=0.892,
P <0.000) validates the use of the static analysis to assess sciatic
nerve dysfunction after lesions in mice. Afterwards, SSIm is
much more simple to perform, because it does not require the use
of paint or other resources that can confound the measurement
of each parameter. Also, as the animal does not need to walk,
variations due to gait velocity and changes on the direction are
not involved.

Further studies should investigate the use of the SSIm to
assess different types of lesions, like transection and repair or
tubulization. Also it is necessary to assess the use of SSIm to
evaluate chronic injuries, as the SFI does not seem to be capa-
ble to demonstrate functional status in these situations due to
the presence of contractures. In this situation, the abnormal gait
pattern may influence the tail to smear ink or retain it in the
claws, generating difficulties to interpretation of data (Dellon
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and Mackinnon, 1989). Although this does not happen on photo
assessments, contractures are important consequences of nerve
injury, and studies should be developed to assess its influence on
SSIm. Correlations between the SSIm and histomorphometric
measurements should also be performed, as Jihad et al. (1989)
showed that function assessed by the SFI may not be correlated
with morphological findings.
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Abstract The stimulation of peripheral nerve regeneration has been studied in different
ways, including the use of electrical fields. The capacity of this modality to enhance nerve
regeneration is influenced by the parameters used, including current type, frequency,
intensity, and means of administration. Transcutaneous electrical nerve stimulation (TENS)
is a frequently used form of administering electrical current to the body, but its effects on
peripheral nerve regeneration are not known. This study assessed the influence of TENS
on sciatic nerve regeneration, using a model of crush lesion in the mouse. Mice were
stimulated 30 min a day, 5 days a week, for 5 weeks with both high- (100 Hz) and low- (4
Hz) frequency TENS. Control animals had the sciatic nerve crushed but were not stimu-
lated. Assessment was performed weekly by functional analysis using the Static Sciatic
Index for the mouse and at the end of the experiment by light and electron microscopy.
The results showed that although there were no differences between the groups regard-
ing the Sciatic Static Index values, TENS led to nerves with morphological signs of
impaired regeneration. At light microscopy level, TENS nerves presented more axons with
dark axoplasm, signs of edema, and a less organized cytoarchitecture. Electronmicro-
graphs showed fewer and thinner thick myelinated fibers and increased number of
Schwann cell nuclei. Myelinated axon diameters and density and diameter of nonmyelin-
ated fibers were not affected by TENS, leading to the conclusion that this regimen of elec-
trical stimulation leads to a delayed regeneration after a crush lesion of the sciatic nerve in
the mouse. All these effects were more pronounced on high-frequency TENS nerves.

Key words: function recovery, histology, mice, nerve, regeneration, sciatic, trans-
cutaneous electric nerve stimulation
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nerve, and fiber type (Griffin et al., 1995). Also, differ-
ent types of lesions have different prognoses. Crush
lesions maintain the basal lamina, generating a pro-
pitious environment for regeneration, which is not
observed in a transection injury (Stoll and Miller,
1999). Successful regeneration may be impeded by
the distance to be covered by the growing nerve
fibers. When the lesion occurs far from the target
organ (e.g., brachial plexus injury), physiological re-
generation speed in humans (1 mm/day) can be
insufficient to promote functional reinnervation
because of prolonged denervation and atrophy (Gordon
et al., 2003). Therefore, to promote adequate function
recovery, strategies to enhance regeneration are
important.

Many studies have investigated the influence of
electrical fields on peripheral nerve regeneration using
laboratory animals. Most of them have used implanted
or percutaneous electrodes, and positive effects were
achieved with different stimulus parameters (weak
constant, DC and AC pulsed electrical fields) (Nix and
Hopf, 1983, Pomeranz et al., 1984, McDevitt et al.,
1987, Beveridge and Politis, 1988, Politis et al., 1988;
Kerns et al., 1991, Pomeranz and Campbell, 1993;
Chen et al., 2001, Inoue et al., 2003; Mendonca et al.,
2003). Transcutaneous electrical nerve stimulation
(TENS) is a very simple, practical, low-cost and non-
invasive means to provide therapeutic electrical stimu-
lation (Sluka and Walsh, 2003). 1t uses biphasic and
balanced pulses, with short width (about 150 us) and
frequencies ranging from 2 to 150 Hz. Biphasic pul-
ses are not commonly used to induce peripheral
nerve regeneration because they do not have electro-
phoretic effects, as opposed to monophasic currents.
The electrophoretic effects attributed to monophasic
currents are thought to have a beneficial effect
because they can provide orientation to cell mem-
brane proteins toward the cathode, creating an “elec-
tric cue” for regeneration (McCaig et al., 1994).
Nevertheless, positive results have been demon-
strated with the use of biphasic currents, such as
spreading of fibers in the saphenous nerve (Pomeranz
et al, 1984), increases in regeneration speed and
precision, expression of regeneration-associated genes,
brain-derived neurotrophic factor, tyrosine kinase B
receptor, Ta1-tubulin and growth-associated protein-43,
and reduction in neurofilament expression (Al-Majed
et al., 2000a; 2000b; Brushart et al., 2002; Al-Majed
etal., 2004).

Previous studies have assessed the influence of
TENS on regeneration of tissues such as tendons
(Burssens et al., 2003; 2005), skin (Kaada and Emru,
1988, Kjartansson et al., 1988; Khalil and Merhi, 2000;
Liebano et al, 2003), and bone (Kahn, 1982), with
varied results. The effects of TENS on nervous system
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regeneration, however, remain to be unequivocally
demonstrated. This modality has been associated
with improvement of blood flow (de Vries et al., 2007,
Sandberg et al., 2007) or collagen synthesis (Burssens
et al., 2005). However, electrical current amplitudes
above 1 mA are frequently used to overcome skin
impedance and reach deep tissues. These amplitudes
may be associated with decreased ATP concentrations
(Cheng et al, 1982) and could lead to inhibition of
regeneration.

Also, TENS is usually employed to control neuro-
pathic pain (Leem et al, 1995, Hanai, 2000, Nam
et al, 2001, Cheing and Luk, 2005, Somers and
Clemente, ;2006), which is often associated with
peripheral nerve lesions and sometimes WD (Latinovic
et al., 2006). TENS analgesic effects are related to
the release of endogenous opioids (Sluka and Walsh,
2003); this is related to another controversy on its
use to improve nerve regeneration because chronic
opioid exposure may be associated with tolerance
and inhibition of various steps of the peripheral
nerve restoration process (Smith and Hui, 1973;
Sinatra and Ford, 1979; Sinatra et al., 1979; Zeng
et al., 2007).

Because we could find no reports on the influence
of TENS on peripheral nerve regeneration, this study
was performed as an exploratory approach, to assess
the influence of two different TENS protocols on
peripheral nerve regeneration in mice, using the sci-
atic crush model. Animals were treated 30 min a day,
5 days a week, for 5 weeks, and nerve regeneration
was assessed by functional, morphological, and histo-
morphometric analyses.

Materials and Methods

We used 15 male Swiss mice (Mus musculus)
from our animal facility, weighing 35-45 g. All proce-
dures were approved by the Committee for Ethics in
Animal Experimentation of the Fundacao Bahiana para
Desenvolvimento das Ciéncias, Salvador, Brazil. The
animals were housed in individual cages with food
and water ad libitum and a 12:12 h light/dark cycle.

Surgical procedures

Animals were deeply anesthetized with ketamine
(0.1 mL/mg) and xylazine (0.2 mL/mg) and then sub-
mitted to asepsis and trichotomy of the right gluteus
region. After a longitudinal incision, the sciatic nerve
was exposed, isolated from the adjacent tissues, and
crushed 1 cm from the spinal cord using a nonserrated
needle holder, maintained on the first lock for 30 s.
Muscle and skin were then sutured by layers using
4.0 suture (Ethicon).
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Electrical stimulation

Electrical stimulation was initiated 4 days after
surgery to avoid interference of the electrodes in pre-
venting initial scar tissue formation. For the stimula-
tion, the animals were lightly anesthetized with
halotane and immobilized on a special apparatus. Elec-
trical stimulation was provided using a clinical biphasic
pulse generator (TENS vif 962, QUARK Medical), pre-
viously calibrated for the study. As the interface
between the apparatus and the skin, we used two
square silicon rubber electrodes, soaked with a special
gel for electrostimulation, 1.5 cm?2 in area, positioned
longitudinally to the incision. The distance between
them was 2 cm. Electrostimulation parameters were
based on those reported to generate analgesia (Low
and Reed, 2001, Nelson et al., 2003).

The animals were divided into three groups
according to the procedure to be used:

(1) high-frequency TENS (high TENS): 100 Hz fre-
quency, 80-us pulse width, in a continuous pat-
tern, with amplitude immediately below motor
threshold (n=5);

low-frequency TENS (low TENS): 4 Hz frequency,
240-ps pulse width, modulated in 4 Hz bursts, with
amplitude exactly on the motor threshold, where
visible contractions should be observed (n = 5);
control: animals submitted to the same anesthesia
protocol but without stimulation (n = 5).

Animals were stimulated for 5 weeks, as this
period of stimulation is sufficient to allow recovery
from crush lesions in mice (Baptista et al., 2007).

Functional assessment

On the previous day and on days 7, 14, 21, 28,
and 35 postlesion, the animals were evaluated to
obtain two footprint parameters: the distance
between the first and the fifth toes, or toe spread (TS)
and the distance between the tip of the third toe and
the most posterior part of the foot in contact with the
ground, or print length (PL). These values were used
to obtain the Static Sciatic Index for the mouse
(SSIm).

The SSIm was obtained with a previously
described protocol (Baptista et al., 2007). Briefly, ani-
mals were placed in an acrylic corridor (48 x 4.5 cm)
with a mirror placed underneath the apparatus at an
angle of 45°. A 50W lamp, placed longitudinally to the
floor, illuminated the corridor. The animal’s cage was
placed at the end of the corridor to induce it to walk in
this direction, and before they entered the cage, the
corridor was closed. When the animals stopped, three
photos were taken with a Web Cam (Drop Cam 100,
Go Tec), positioned 2.5 cm from the mirror. The
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means for the footprint parameters were assessed
with image analysis software (Image J, National In-
stitutes of Health), calibrated with a scanned caliper.
The TS and PL were estimated and generated the TS
factor gnd PL factoy (factor = experimental value —
normal value/normal value) that were used in the
formula:

SSIm = 101.3 x TSF — 54.03 x PLF — 9.5

In the SSIm, a value of O corresponds to normal
function and a value of —100 corresponds to complete
loss of function.

Histomorphometric assessment

One day after the last functional analysis, on day
35 postlesion, the animals were deeply anesthetized
and euthanized by transcardiac perfusion with fixative
solution (4% paraformaldehyde and 2% glutaralde-
hyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer, pH 7.4, 25
mL/animal). The sciatic nerves ipsilateral to the lesion
were harvested, and a 2-mm segment, 3 mm distal
from the lesion site was dissected. Contralateral
nerves were also dissected, and a 2-mm segment col-
lected from the equivalent portion of the lesioned
nerve.

The segments were postfixed, dehydrated in
increasing concentrations of acetone (30-100%),
osmicated, infiltrated, and plastic embedded. Trans-
verse sections of 0.5 um (semithin) and 70 nm (ultra-
thin) were obtained using an ultramicrotome (Ultracut,
Reichert-Jung). The semithin sections were stained
with 1% toluidine blue. Images were acquired on
a light microscope (Olympus CX41) connected to a dig-
ital camera (Evolution Color PL 1642, Media Cybernet-
ics). A x1,000 magnification was used to assess the
general morphological condition of the nerves and the
number and area of blood vessels.

For the ultrastructural analysis, 70-nm sections
were obtained and contrasted with 1% uranyl acetate
and lead citrate and observed through a transmission
electron microscope (Zeiss EM 109) equipped with an
image acquisition system (MegaView I, Analysis-Imag-
ing-System). A magnification of x7,000 was used for
morphological assessment and measurement of the
densities and diameters of myelinated and nonmyelin-
ated fibers, as well as the number of Schwann cell
nuclei. Densities were calculated by dividing the num-
ber of cells by the total area of 10 systematically cho-
sen fields. Using these measurements, G ratios (axon
diameter/fiber diameter) were also obtained.

Statistical analysis

The independent variable for all groups was the
use of high- and low TENS. Dependent variables were
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derived from functional analysis and histomorphome-
try. In functional analysis using the SSIm, paired (intra-
group, between days) and unpaired (between groups
on each day) comparisons were made. For histomor-
phometric analysis, we considered as dependent vari-
ables the number and area of blood vessels (obtained
at x1,000 magnification), density and diameter of
myelinated fibers stratified by diameter on 0-2, 2-6,
and 6-12 um, density and diameter of nonmyelinated
fibers, density of Schwann cell nuclei and G ratio
(obtained at x7,000 magnification), stratified in ranges
of 0.1-0.4, 0.4-0.5, 0.5-0.6, 0.6-0.7, and 0.7-0.9.
When ranges were used, the lowest portions were
always included and the highest portions excluded
(e.g., the 0-2 range includes 0 through 1.99, excluding
2). Paired inferences were done by the Friedman
nonparametric test and unpaired inferences by the
Kruskal-Wallis nonparametric test, associated with the
Student-Newmann-Keuls post-hoc analysis, when
necessary. The Cl was 95%, with an accepted alpha
value of 5% (p < 0.05). The analyses were carried out
using the BioEstat 4.0 statistical software (Mamiraud).

RESULTS

Functional assessment

There were no signs of motor impairment on the
last day of the study. The three groups exhibited a sim-
ilar pattern of function throughout the assessment
period, as shown by the SSIm. The first week repre-
sented the functional nadir, with gradual recovery in
all groups (control, high-, and low TENS). Paired analy-
sis with Friedman nonparametric test showed signifi-
cant differences among weeks for the control (Fr =
15.63, p < 0.01), high TENS (Fr = 18.49, p < 0.005),
and low TENS (Fr = 19.06, p < 0.005) (Fig. 1).

Unpaired analysis comparing the three groups
weekly by the Kruskal-Wallis nonparametric test
showed no differences.

Morphological assessment

Morphological changes were assessed using
images acquired by both light and electron micros-
copy. Viewed by light microscopy, crushed and elec-
trically stimulated nerves generally showed larger
endoneural spaces and smaller fibers compared with
normal nerves. Fibers with dark axoplasm could also
be observed in these nerves (Fig. 2A). Only one nerve
stimulated with low TENS showed signs of edema
(Fig. 2B). Two of the control nerves appeared similar
to normal nerves, where fibers were more com-
pacted, with larger diameters and less endoneural
space (Figs. 2C and 2D).
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Days
20 7 14 21 28 35 Control
-l_ T = - High TENS
: A— o Low TENS

Static Sciatic Index (SSIm)

-100

Figure 1. Static Sciatic Index for the mouse. Graph shows
a similar pattern of locomotor function for the control (crush
lesion, without stimulation), high-TENS, and low-TENS
(crush lesion and stimulation) groups during the 35-day
experimental period. Locomotor function was worse in the
first week postlesion on the three groups and came back to
normal on the second week. Data are presented as median
and 25-75 quartiles.

Qualitative analysis of electromicrographs was
consistent with the results previously described for
the normal nerves as seen by light microscopy. The
nerves treated with high TENS had less myelin in their
fibers, but the normal axonal aspect was maintained.
In these nerves, the regenerative clusters were more
easily identifiable (Fig. 3A). Low-TENS and control
nerves occasionally contained lipid inclusions that
could not be seen in high-TENS or normal nerves
(Figs. 3B and 3C). Fig. 3C shows one of the control
nerves, with a normal pattern of fiber morphology.
Normal nerves always had less endoneural space and
larger and more myelinated fibers (Fig. 3D).

Histomorphometry

Morphometric analysis was performed using both
light and electron microscopy. The number and area
of blood vessels assessed at x1,000 magnification
did not differ between groups (p > 0.05). Myelinated
fibers, assessed at x7,000 magnification, were strati-
fied by diameter in 0-2, 2-6, and 6-12 mm, and the
majority of them were in the 2-6 mm diameter range
in all groups. In the 6-12 mm range, stimulated
nerves had significantly fewer fibers than the normal
or control nerves. Schwann cell nuclei density was
greater in high- and low-TENS nerves (Table 1).

Regarding fiber diameter, high-TENS and control
nerves showed significantly smaller fibers than normal
nerves, again in the 6-12 mm range (Table 2). This pat-
tern was not observed for axon diameters (Table 3),
indicating less myelin content in the high-TENS and
control groups compared with normal nerves. Low
TENS reached normal values of fiber and axon diame-
ters, indicating normal myelinization (Tables 2 and 3).

G ratio distribution was also different between
groups. Normal, control, and low-TENS nerves had



Baptista et al.

Journal of the Peripheral Nervous System 13:71-80 (2008)

Figure 2. Semithin transverse sciatic nerve section. (A) High-TENS nerve (crush and 100 Hz stimulation) presenting small
diameter myelinated fibers. Some of them present dark axoplasm (arrow heads), may be representing fibers; which are still in

the process of axon degeneration. (B) Note de edema (arrow) found in a low TENS (nerve crush lesion and 4 Hz stimulation)

that was not seen on the others. Stimulated nerves (A and B) always presented smaller fibers than control (crush lesion,
without stimulation) or normal nerves (no lesion or stimulation) (C and D). (C) A control nerve with some fibers with normal
morphological aspect. (D) Normal nerve with less endoneurial space and fibers with a more compacted distribution. Magni-

fication x1,000.

the majority of fibers in the range of 0.5-0.6. High-
TENS nerves differed from the others showing a right-
ward deviation with its peak in the 0.6-0.7 range. This
confirms the supposition that high TENS led to less
myelin content. Control nerves also showed an
altered pattern, with a significantly higher concentra-
tion of fibers in the 0.7-0.9 range (Fig. 4).

Discussion

In our study, the morphological aspect of stimu-
lated nerve groups was generally worse than crushed
but not stimulated, and normal groups. Electrically
stimulated nerves showed signs of compromised
regeneration such as edema, reduced fiber compac-
tion, more regenerative clusters, and the presence of
lipid inclusions (Figs. 2 and 3). The reduction in num-
ber of large myelinated fibers (6-12 um diameter) and
increasing in the number of Schwann cell nuclei
(Table 1), associated to both types of electrical stimu-
lation, can be related to a delay in the regeneration
process. The G quotient indicates the ratio between
axon diameter and fiber diameter, and high G ratios
are normally associated with low myelin content.
High-TENS nerves presented fibers with a G ratio
peak in 0.6-0.7 (Fig. 4), differing from the other
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groups, that had the peak in the 0.5-0.6 range, probably
indicating inhibited myelin  formation. Despite
the negative effect of low TENS on the number of
large fibers, myelinization reached normal levels
(Tables 2 and 3). Additionally, electrical stimulation did
not interfere significantly on the area or number of
blood vessels, showing no influence on structural re-
vascularization (data not shown). Although electrical
stimulation was associated with morphological and
morphometric abnormalities, these did not signifi-
cantly impact gait (Fig. 1). In summary, our findings
point to a negative influence of TENS on peripheral
nerve regeneration, most prominently of high TENS.

The lack of a direct relationship between morpho-
logical data and functional studies in laboratory ani-
mals, as observed in this study, has also been
reported by other (de Medinaceli, 1995). Morphologi-
cal or nerve conduction assessment cannot be as
specific as gait analysis to assess proper reinnervation
after traumatic nerve lesions (de Medinaceli et al.,
1983, Goldberg et al., 1984) because these kinds of
assessment do not address overall nerve function.
Our study showed no significant differences in paw
function between groups (Fig. 1), indicating that
despite the worse morphological aspect of nerve
regeneration after electrical stimulation, there were
no negative effects on sensory-motor function.


Abrahão
Cross-Out

Abrahão
Inserted Text
the

Abrahão
Cross-Out

Abrahão
Inserted Text
withdraw the comma

Abrahão
Cross-Out

Abrahão
Inserted Text
2


Baptista et al.

Journal of the Peripheral Nervous System 13:71-80 (2008)

Figure 3. Ultrathin transverse sciatic nerve sections. (A) High-TENS nerve (crush lesion and 100 Hz stimulation) showing
a regenerative cluster (arrows) and small diameter myelinated fibers. (B) Low-TENS nerve (crush lesion and 4 Hz stimulation),
with an aspect similar to high-TENS nerves, also presenting regenerative clusters and some lipidic inclusions (arrow head). (C)
Control nerve (crush lesion, without stimulation) where larger and more myelinated fiber than stimulated nerves could be
observed. (D) Normal nerve (no lesion or stimulation) presenting larger and more myelinated fibers. Magnification x7,000.

Transcutaneous electrical stimulation has to over-
come the high cutaneous electrical impedance, fre-
quently using amplitudes exceeding by x10 to
%x 10,000 those used with percutaneous or implanted
electrodes. In our study, the combination of pulse
amplitude of 5 mA or above and pulse width higher
than 80 pus may be an important factor causing delay
in regeneration. Cheng et al. (1982) found that at
lower levels (1 mA), electric current inhibited ATP syn-
thesis in cell cultures. Thus, low ATP concentrations
may have led to impairment of the normal regenera-
tion process. Aydin et al. (2006) submitted rats with
a peroneal crush lesion to a whole-body exposure of
a b0-Hz biphasic electrical field with an estimated
induced electrical field of 10 mV/m and found a weak

inhibition of regeneration expressed by morphological
defects that did not interfere with gait function. It is
difficult to estimate the strength of the electrical field
when using the mouse model because the dielectric
constant of mice is not yet known. However, consid-
ering that a field magnitude of 10 mV/m would be the
minimal induced field necessary to overcome the
basic endogenous noise in cellular membranes and
produce physical and biological effects (Astumian
et al., 1995; Aydin et al., 2006), even very low elec-
trical field intensities could cause negative biological
effects on regeneration. Chen et al. (20017) also found
adverse detrimental consequences of electrical fields
on peripheral nerve regeneration using percutaneous
electrodes and a 1-mA monophasic current. In their

Table 1. Fiber and Schwann cell nuclei density.

Density (mm?2)
Group n NMF MF (0-2 pm) MF (2-6 pm) MF (6-12 pm) SCN
Normal 15 2,690 (1192-3,372) [1176-(6881471) 1529412353 {17.353) 5.294-(4,4125.882) 0 (0-0)
Control 5 1564 (1,205-1,615) ~588(588-1176) 1411812363 14,706) 3,629(2 941 5.882) 588 (0588)
High TENS 5 1,513 (1,282-2,538) y 05914706 18.235) 1176588 1765)1" "  588588-588)""
Low TENS 5 1179 (1103-1205) 1476 (042.353)  [16.471(15.20418.824)  588(5881765)"|**** 588294 588)5"

tHigh TENS x control.
tHigh TENS x normal.
§Low TENS x control.
[[Low TENS x normal.
“p<0.05;**p<0.01;, ***p < 0.001 (Kruskal-Wallis 4 Student-Newmann-Keuls),
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Table 2. Fiber diameter.

Journal of the Peripheral Nervous System 13:71-80 (2008)

Fiber diameter

Group n NMF MF (0-2 pum) MF (2-6 pum) MF (6-12 um)
Normal 15 0.59 (0.56-0.61) 171 (1.48-1.83) 3.84 (3.63-3.97) 7.43 (7.08-7.72)
Control 5 0.61 (0.54-0.63) 1.80 (1.63-1.84) 412 (3.24-4.16) 6.50 (6.31-7.01)*
High TENS 5 0.58 (0.54-0.62) 1.58 (1.42-1.63) 3.66 (3.62-3.72) 6.57 (6.35-6.78)1"
Low TENS 5 0.63 (0.53-0.66) 1.86 (1.69-1.91) 3.59 (3.46-3.82) 6.88 (6.24-7.60)

tControl x normal.
tHigh TENS x normal.
*p < 0.05 (Kruskal-Wallis + Student-Newmann-Keuls).

experiment, electrical stimulation inhibited the num-
ber of regenerating fibers crossing an experimental
10-mm gap, although the fibers that successfully
crossed this barrier were morphologically more nor-
mal. These results suggest that electrical currents
above 1 mA can have weak, but significant, effects on
peripheral nerve regeneration, generally leading to
inhibition of axon number and area or myelin fiber
content, but insufficient to affect the function.

The effects of electrical fields on blood flow were
reported to be associated with improvement in axon
sprouting and nerve regeneration (McCaig et al.,
2005). Low frequency can selectively stimulate sen-
sory C fibers and enhance the expression of neuro-
peptides such as substance-P (SP), which in turn
generates vasodilatation (Kjartansson et al., 1988;
Kashiba and Ueda, 1991, Burssens et al., 2005). Low
TENS is usually associated to rhythmic muscle con-
traction, which may also have positive circulatory ef-
fects (Dobsék et al., 2006). However, there is a recent
evidence supporting effects of high-frequency TENS
on blood flow as well. de Vries et al. (2007) demon-
strated an improvement in the coronary circulation,
attributed to an enhancement in coronary perfusion.
In contrast, in our study, it was not possible to
observe effects on intraneural blood flow, assessed
by number and area of blood vessels, indicating per-
haps a different behavior concerning to peripheral
nerves. Although this method is not very sensitive, if
one accepts the common statement that improve-
ment in blood circulation is associated to enhance-
ment of regeneration, TENS should have had positive
and not negative effects, as shown. In addition, it

Table 3. Myelinated axon diameter.

should be considered that the exposure to electric
fields and consequent angiogenesis are not always
positive, as they have also been associated with in-
creased concentrations of reactive oxygen species

(ROS) (Rosenspire et al., 2001, Sauer and Wartenberg, [3]

2005) and DNA damage (Delimaris et al., 2006). These
mechanisms may also explain the delay of regeneration
observed in TENS-stimulated nerves.

The majority of TENS effects studied are related
to pain control, with high-TENS analgesia been medi-
ated by the activation of 8-opioid receptors and low
TENS by p-opioid receptors (Kalra et al., 2001, Sluka
and Walsh, 2003). Sinatra and Ford (1979) demon-
strated that chronic morphine use for 14 days led to
delay of peripheral nerve regeneration, expressed by
fewer axon profiles, decreased myelin debris removal,
Schwann cell hypertrophy, and proliferation. Zeng
et al. (2007) also showed that chronic morphine expo-
sure, acting via p-opioid receptors, improves re-
generation of nonmyelinated fibers but inhibits
regeneration of myelinated fibers after a sciatic crush
lesion. This is in accordance with our results, given
that nonmyelinated fibers were not affected by TENS
(Table 1), but large diameter fibers were fewer and
myelinated, especially in the high-TENS group. The
poorer progress of high-TENS nerves, however, may
not be explained by d-opioid activation because it is
associated with neurogenesis and neuroprotection in
the mouse central nervous system (Zhang et al,
2002; Narita et al., 2006) and probably could have the
same function on the peripheral nervous system. The
key difference between our study and those showing
that opioid receptor activation was successful in

Axon diameter

MA (2-6 um) MA (6-12 pm)

Group n MA (0-2 pm)
Normal 15 0.96 (0.77-1)
Control 5 1.07 (0.95-1.14)
High TENS 5 0.97 (0.87-1)
Low TENS 5 0.73 (0.70-0.91)

2.03 (1.91-2.14)
1.94 (1.94-2.19)
2.27 (219-2.33)

21 (2.01-218)

412 (3.98-4.45)
4.48 (4.36-4.61)
4.67 (4.31-4.85)

4.0 (3.82-4.46), ,
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Figure 4. G ratio stratified by ranges. G ratio was obtained
dividing axon diameter by fiber diameter. Higher portions of
the G ratio ranges are jinrelude and lower portions excluded.
Note that only high-TENS nerves (crush lesion and stimula-
tion with 100 Hz) presented a peak of fiber density on the
0.6-0.7 range. The other nerves presented the peak on the
0.5-0.6 range. Data are presented as median and 25-75
quartiles.

improving nerve tissue regeneration was the prolonged
time of use, which can lead to opioid tolerance. Chan-
dran and Sluka (2003) showed that after repeated
administration of high- and low TENS, 20 min a day,
rats developed opioid tolerance on the fourth day of
stimulation. Mao et al. (2002) demonstrated that mor-
phine tolerance is mediated by the N-methyD-aspar-
tate-caspase pathway and leads to spinal neural
apoptosis. Therefore, prolonged use of TENS may
have led to morphine tolerance and neurotoxic con-
sequences for the cells involved in regeneration.

Curiously, drugs commonly used to inhibit opioid
tolerance include SP, calcitonin gene-related peptide
(CGRP), cholecystokinin (CCK), and NMDA selective
antagonists (King et al., 2005). After a peripheral
nerve lesion, a and B CGRP and CCK are overex-
pressed (Saika et al., 1991). CCK is upregulated with
sustained administration of morphine (Zhou et al.,
1993, Stanfa et al., 1994) or electroacupuncture (Fuka-
zawa et al., 2007), antagonizing morphine effects. It is
also related to nerve regeneration through the
improvement of nerve growth factor synthesis and
CGRP concentrations (Manni et al., 2000; 2001, Sanchez
et al., 2001). Consequently, overexpression of CCK,
possibly associated with 35 days of TENS, could have
had beneficial effects on nerve regeneration, balanc-
ing opioid tolerance neurotoxic effects. It remains to
be demonstrated if TENS can really enhance these
peptide concentrations and what parameters should
be used to evoke its potential neuroprotection against
opioid tolerance.

The present study was the first to assess the
influence of TENS on peripheral nerve regeneration.
The indication that TENS can be associated with
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a delay in this process, although not sufficient to influ-
ence function, is very important in the clinical setting
because this modality of electrical stimulation is
widely used and often associated to no harmful or
side effects. Future research should assess the influ-
ence of TENS on ATP concentrations, peripheral
nerve blood circulation, and expression of ROS, as
these factors may directly influence peripheral nerve
regeneration. Also, the possibility that opioid tolerance
developed by TENS can lead to delayed peripheral
nerve regeneration can open a broad field of research
on its appropriate use. TENS may have very different
effects if used briefly or with frequency and amplitude
variations, preventing opioid tolerance effects. Also,
further studies can be performed on animal models
to assess the consequences of opioid or colecystoki-
nine pharmacological blockade on regeneration. Case-
control studies can be performed including patients
where nerve conduction tests are available and ad-
dressing the influence of different TENS modalities on
peripheral nerve regeneration. Meanwhile, the use of
TENS in patients with these characteristics should be
reevaluated.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

