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A neurorrafia término-lateral € técnica consagrada em casos onde nio ha coto
proximal apos lesdo de nervo periférico. O coto distal pode ser suturado na
lateral de qualquer nervo ou receber enxerto de nervo unindo a sua face lateral
a face lateral de outro nervo, atuando como uma ponte. O numero de enxertos
em ponte poderia aumentar o resultado da reinervacdo muscular? Para
responder esta pergunta realizou-se este trabalho. Foram operados 100 ratos
Wistar divididos em cinco grupos experimentais com 20 animais cada. O GN
(grupo controle de normalidade) ndo sofreu nenhum procedimento. No GD
(grupo controle de desnervacédo) o nervo fibular foi seccionado e ambos os
cotos foram suturados em musculos adjacentes e distantes entre si. O G1
recebeu um enxerto (ponte de nervo sural) tendo uma de suas extremidades
suturadas na face lateral do nervo tibial (NT) e a outra na face lateral do
segmento distal do nervo fibular (NF). No G2 e no G3 foram realizados os
mesmos procedimentos que no G1. O G3 com 3 e o0 G2 com 2 enxertos. Em
todos os casos foram utilizadas neurorrafias término-laterais (NTL) tipo
‘embracing” sem retirada de janela de epineuro. Os animais foram sacrificados
ap6s 120 dias. Foram realizados testes de marcha (“Walking-tracks”) e testes
eletrofisiologicos além de aferigdo da massa dos animais e dos musculos tibiais
craniais direitos (MTCD). Segmentos de nervo de interesse também foram
coletados. Foram realizadas analises histomorfométricas das fibras musculares
e nervosas. Ap6s analise global dos atributos do MTCD como massa, IMM
(indice de massa muscular), area, menor e maior didmetro das fibras
musculares, numero de fibras por campo, analise funcional (IFC —indice
funcional do ciatico), analise eletrofisiolégica e analise morfométrica dos
segmentos nervosos mais importantes, concluimos que nédo houve beneficio

com o aumento do numero de pontes.

Palavras-chave: neurorrafia término-lateral, nervo periférico, ratos, histologia,

eletrofisiologia.







Abstract

The end-to-side neurorrhaphy technique is enshrined in cases where there is no
proximal stump after peripheral nerve injury. The distal end can be sutured to
the side of any nerve. We also can use a nerve graft joining the lateral face of
the distal end to the lateral face of another nerve, serving as a bridge. The
number of bridges would increase the outcome of muscle reinnervation? To
answer this question took place this work. Were operated on 100 rats divided
into five groups with 20 animals each. GN (normal control group) received no
further procedure. For GD (control group denervation) the peroneal nerve was
transected and both stumps were sutured to adjacent muscles and far between.
G1 received one graft (sural nerve bridge) having one end stitched on the side
of the tibial nerve (NT) and the other on the side of the distal segment of the
peroneal nerve (NF). In G2 and G3 were performed the same procedures as in
G1. G3 with three and G2 with two grafts. In all cases were used end-to-side
neurorraphies (NTL) performed as "embracing" without removing epineural
window. The animals were sacrificed after 120 days. We performed tests of
gait ("Walking-tracks") and electrophysiological tests in addition to measuring
the mass of animals and also the mass of cranial tibial muscles (MTCD). Nerve
segments of interest were also collected. We performed histomorphometric
analysis of muscle fibers and nerves. After comprehensive analysis of attributes
such as mass MTCD, IMM (body mass index), area, smaller and larger
diameter of muscle fibers, number of fibers per field, functional analysis (IFC,
sciatic functional index), electrophysiological and morphometric analysis of the
most important nerve segments, we conclude that there was no benefit to

increasing the number of bridges.

Keywords: end-to-side neurorrhaphy, peripheral nerve, rats, histology,

electrophysiology.
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A reparagéo nervosa tem sido alvo de estudos desde o século IV A.C.
quando Hippocrates descreveu o sistema nervoso periférico, pregando em
seus ensinamentos a incapacidade dos nervos periféricos se regenerarem
apo6s uma lesao. Nao houve relatos a cerca da regeneracéo nervosa até Galen
que viveu de 131 a 201 d.C. e estudou as lesbes dos nervos periféricos,
relatando sua incrivel capacidade de regeneragdo. A primeira referéncia de
reparo cirurgico de um nervo lesado foi feita por Rhazes (850-932) e Avicenna
(980-1037). Discreta foi a evolugdo da cirurgia nervosa periférica durante a
idade média, devido aos parcos conhecimentos da anatomia, fisiologia e
capacidade regenerativa do sistema nervoso periférico. Indubitavelmente a
cirurgia nervosa periférica moderna apodia-se nas descobertas ocorridas
durante o século XVI e XX, como a da natureza excitavel dos nervos (Glisson),
sua estrutura microscoépica (Leewenhoek), a descricdo da mielina e do axdnio
(Fontana) (apud Brushart & Seiler, 1987; Sunderland, 1991; Zhao et al., 1992).

As fibras nervosas sdo envoltas por uma cadeia de células de
Schwann justapostas que existem no nervo em duas formas: as células
formadoras da bainha de mielina e as ndo formadoras da bainha de mielina
(Frostick & Kemp, 1998). Dependendo da presenga ou nédo da bainha de
mielina, as fibras nervosas sao classificadas como mielinicas ou amielinicas
(Hollinshead & Rose, 1991; Erhart, 1992). Nas fibras mielinicas um axénio esta
associado a uma célula de Schwann formadora da bainha de mielina; enquanto
que, nas fibras amielinicas, uma célula de Schwann envolve grande numero de

axonios, sem formar a bainha de mielina.

As fibras nervosas sao subdivididas em fasciculos e estes sao envoltos
pelo perineuro (Lundborg, 1987). O perineuro é formado por tecido conjuntivo
dos tipos | e Il (Montes et al., 1984), e por fibroblastos dispostos em lamelas
que atuam como barreira difusora e mecéanica ao trauma externo, ajudando a

preservar o microambiente intrafascicular (Olsson & Kristensson, 1971, 1973).

Envolvendo todos os fasciculos encontramos o epineuro. Este serve
como barreira protetora para os fasciculos durante os movimentos corporais e

os protegem de traumas externos. A quantidade de epineuro varia entre os
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nervos, e € mais abundante ao redor das articulagées. No epineuro est&o
presentes fibroblastos, macréfagos e mastdcitos como em qualquer tecido

conjuntivo frouxo (Lundborg, 1987).

Em 1850, August Waller descreveu o fenbmeno da degeneracdo e a
perda dos elementos distais do nervo ap6s sua lesdo, conhecida por

degeneracao Walleriana e que veremos adiante.

As lesdes de nervos recebem diversas classificagdes, sendo as mais
conhecidas a de Seddon (1943) e a de Sunderland (1968).

Seddon (1943) definiu trés graus de lesdo do nervo: neuropraxia,

axoniotmese e neurotmese.

A neuropraxia, ou lesao tipo | de Sunderland (1968), é caracterizada
pela perda de conducdo sem alteragcdes estruturais no axoénio. A lesdo
apresenta-se exclusivamente na bainha de mielina com alta chance de
recuperacao funcional (Lundborg, 1987). A velocidade de condugéo pode estar
diminuida se estiver associada a desmielinizagdo, retornando ao normal com a

remielinizagéo (Kimura, 1987).

Axoniotmese, ou lesdo tipo |l de Sunderland (1968), € a perda da
continuidade axonial resultando em degeneracdo Walleriana do segmento
distal. Neste tipo de leséo os tubos endoneurais permanecem intactos, o que
torna o prognoéstico bom, apesar da ocorréncia de degeneragdo axonial
(Lundborg, 1987; Dimeglio, 1990). Segundo Kimura (1987), estudos de
condugédo nervosa no local da lesdo séo inabeis em diferenciar neuropraxia de
axoniotmese, pois o bloqueio total da conducdo pode ocorrer em ambas.
Porém, a velocidade de condugdo pode permanecer normal na axoniotmese
parcial, onde algumas fibras nervosas permanecem funcionais (Eyzaguirre &
Fidone, 1977).

A neurotmese (Seddon, 1943) é a lesdo que resulta da secc¢éo total do
nervo. A regeneracgéo é possivel, porém incompleta e pobremente organizada
(Kimura, 1987). Segundo Lundborg (1987), a neurotmese & a perda da
continuidade de alguns ou de todos os elementos remanescentes do nervo,

incluindo tubos endoneurais, perineuro e epineuro.
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Sunderland (1968) prop0s trés subdivisdes a neurotmese de Seddon.
Na leséo do tipo Il o perineuro e a arquitetura da bainha sao preservados,
enquanto que o axdnio e o tecido circundante estao danificados. A regeneragéo
ocorre, mas € menos efetiva que na axoniotmese. Na lesdo do tipo IV o
perineuro também é danificado, mas o nervo mantém sua continuidade. Neste
tipo de lesao alguma regeneracao pode ocorrer, porém, mal orientada e requer
intervengao cirurgica. A lesao do tipo V representa a completa separagéo dos
cotos nervosos com perda de continuidade e o nervo deve ser suturado,

frequentemente requerendo enxerto de nervo (Kimura, 1987).

Apds uma lesdo de nervo ocorre uma série de alteragbes celulares no
segmento distal do nervo e em alguns nodos terminais do coto proximal (De
Medinaceli & Merle, 1991; Frostick et al., 1998; Ferreira, 1999). Estas
alteracdes foram relatadas por Waller, em 1850; futuramente, apds estudos
mais profundos de Ranvier, em 1878, e Ramon-y-Cajal, em 1928, foram
possiveis a observacdo e a descricdo da degeneragcédo da bainha de mielina
(Koeppen, 2004).

No segmento distal do nervo lesado ocorre proliferacdo de células de
Schwann, porém estas ndo apresentam funcao fagocitaria, que é realizada por
macrofagos que migram de fora do nervo (Beuche & Friede, 1984). Além dos
macrofagos, migram, em menor quantidade, linfécitos e leucédcitos
polimorfonucleares (Mueller et al., 2003). Esta resposta imunologica facilita a
remocao de axdnios e debris de mielina (Perrin et al., 2005) e a produgao de
citocinas e fatores neurotroficos que séo benéficos para a regeneragcao axonial
(Dahlin, 1995).

Apds degeneracao dos constituintes neurais permanecem os tubos de
células de Schwann e colageno, ou bandas de Blngner, reiniciando o processo

de remielinizacao de brotamentos axoniais (Koeppen, 2004).

A coluna de células de Schwann & uma via indispensavel para o
crescimento axonial, propiciando ambiente favoravel para a regeneragdo. O
axbénio em regeneracgéo cessara de crescer caso adentre o tecido conectivo ao

invés da coluna de células de Schwann (Ide, 1996).
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Os axbnios no coto proximal de um nervo lesado produzem grande
numero de brotamentos colaterais e terminais que avangam em diregc&o ao coto
distal (Lundborg, 1987).

Os brotamentos colaterais sdo produzidos nos nodos de Ranvier
localizados proximos ao coto proximal da lesdo (Hopkings & Slak, 1981;

McQuarrie, 1985). Multiplos brotamentos podem ser produzidos por nodo.

Na porcao mais distal de cada brotamento ha o cone de crescimento
onde podem ser observadas filopodias. Estas filopodias exploram o ambiente
através de movimentos constantes. Os cones de crescimento preferem
substratos que apresentem adesividade, sendo que as propriedades fisicas e
quimicas do substrato séo essenciais para o desenvolvimento dos cones de

crescimento (Lundborg, 1987).

Os brotamentos crescem do coto proximal do nervo em diregdo ao
segmento distal. Devido ao grande numero de brotamentos que invadem as
colunas de células de Schwann no coto distal, o nimero total de axénios no
segmento distal pode exceder, consideravelmente, o numero de axénios do
coto proximal. No entanto, o niumero de axénios diminui a medida que os
brotamentos que n&o realizaram conexao com o 6érgdo alvo desaparecem
(Lundborg, 1987).

Quando a lesdo no nervo causa interrup¢do da continuidade axonial,
sem perda de tecido, com possibilidade de aproximacao dos cotos, é utilizada
neurorrafia para reaproximacgao direta destes cotos (Braun, 1982). Nestes
casos a sutura livre de tensao € fundamental para evitar a isquemia e a fibrose
(Terzis et al., 1975; Sunderland, 1978).

As técnicas de reparo cirurgico de nervo alcangaram grande progresso
apo6s a introdugdo do uso do microscépio por Smith (1964), o que tornou

possivel a obtencdo de melhores resultados funcionais.

Watchmaker & Mackinnon (1997) afirmaram que, para a obtencéo de
resultados satisfatérios em um reparo de nervo, é fundamental a utilizacao de
equipamentos como lupa ou microscopios, material adequado e especifico,

conhecimento da técnica microcirurgica, reparo primario sempre que possivel.
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Caso seja necessario, 0 reparo secundario deve ser realizado em até trés
semanas, com aproximagao dos cotos livres de tensdo. Se houver tensédo ou
perda de tecido nervoso (‘gap”), deve-se realizar enxerto de nervo. A

reeducacao sensitiva e motora pode melhorar os resultados.

Em 1947, Seddon afirmou que o enxerto de nervo autbgeno era a
Unica alternativa eficaz no tratamento de lesdes com perda de tecido nervoso,
e que o diametro do enxerto néo deveria ser maior que o do nervo receptor

para evitar a necrose central.

Porém, muitos outros tecidos tém sido utilizados: enxerto de um
segmento de vaso sanglineo na posicdo normal (Bunnell & Boyes, 1939;
Fields et al., 1989; Fawcett & Keynes, 1990), ou ao avesso (Ferrari et al.,
1999); enxerto venoso preenchido com musculo esquelético (Battiston et al.,
2000; Fornaro et al., 2001); tubo de pericardio bovino (Virmond & Pereira,

2000); tubo fibrocolagenoso envolto em fascia (Watanabe et al., 2001).

O uso de material sintético no reparo de nervo, como polietileno,
silicone, metal, plastico, celulose, polimero de acido glicélico, combinados ou
nao com agentes bioquimicos neurotroficos, tem sido estudado por muitos
autores (Lundborg et al., 1982; Fields et al., 1989; Evans et al., 1991; Frykman,
1993; Dellon, 1994; Watchmaker & Mackinnon, 1997; Watanabe et al., 2001;
Wang et al., 2005).

Em todas estas técnicas é importante a unido adequada dos cotos
para que o axbnio em regeneracao alcance a extremidade distal do nervo
lesado. Esta observacdo levou muitos autores a estudar a regeneracéo
nervosa através de adesivos biologicos (Cooper & Falb, 1968; Boedts &
Boukaert, 1984; Boedts, 1987; Moy et al., 1988; Nishihira & McCafrey, 1989;
Jin et al., 1990; Daunois & Sébille, 1991; Bertelli & Mira, 1993).

Dentre os adesivos biolégicos utilizados que alcangcaram boa
regeneragao nervosa, podemos citar a cola de fibrina derivada de veneno de
serpente (Viterbo et al., 1993b; luan et al., 1995; Reis et al., 1998; Vicente et
al., 1998; Reis & Rodrigues, 2000).
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A reaproximacé&o dos cotos através de sutura direta do nervo, ou seja,
neurorrafia témino-terminal (NTT), € preferivel a todas estas técnicas, pois
apresenta os melhores resultados (Terzis et al., 1975; Millesi, 1982; Ide, 1983;
Lundborg, 1987; Zhao et al., 1997; Santamaria et al., 1999; Yuksel et al., 1999;
Rovak et al., 2001).

A NTT pode ser realizada através de suturas epineurais, perineurais ou

epiperineurais.

Segundo Braun (1982), a sutura epineural €& relativamente n&o
traumatica e de facil execugdo, devido as caracteristicas do epineuro, que
permitem aproximar os cotos distais e proximais sem entrar em contato direto
com os elementos neurais verdadeiros. Além disso, esta sutura preserva o
tecido conjuntivo rico em vasos sanguineos existentes abaixo do epineuro, de

grande importancia para evitar a formacgéao de tecido cicatricial.

Evans et al. (1991) compararam a NTT realizada com os fasciculos
alinhados ou nado. Segundo estes autores, a recuperagdo funcional na
neurorrafia com o correto alinhamento dos fasciculos foi superior, e afirmaram
que o alinhamento fascicular é fator importante no reparo de um nervo. Porém,

segundo Lundborg (1987, 2000), ndo é um fator imprescindivel.

A sutura perineural foi realizada por diversos autores visando a
obtencdo de um perfeito alinhamento entre os fasciculos de um nervo
seccionado (Rosegay & Edwards, 1980; Braun, 1982; Stopiglia & Erhart, 1987).

Este tipo de sutura permite a boa orientagdo fascicular em nervos
monofasciculares ou com poucos fasciculos (Millesi, 1973; Bora et al., 1976;
Orgel & Terzis, 1977; Terzis, 1979; Kline et al., 1981; Kutz et al., 1981; Millesi,
1981).

Segundo Bora (1967), esta técnica apresenta a desvantagem de
causar lesbes no suprimento vascular do nervo durante a disseccdo dos

fasciculos para seu alinhamento.
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Trabalhos realizados comparando as técnicas de neurorrafia epineural
ou perineural ndo demonstraram diferencga significativa entre as duas técnicas
(Braun, 1982; Lundborg, 1987).

Ferreira et al. (1974) e Venault et al. (1981) afirmaram que, em nervos
multifasciculares, uma melhor coaptacéo é obtida por meio da aproximacéao
individual de fasciculos através da associacdo de duas técnicas de sutura, a
epineural e a perineural (fascicular). A sutura epiperineural foi proposta por

Ferreira et al. (1974), aconselhando a utilizagédo de minima tens&o na sutura.

A NTT é a forma mais compativel com o processo anatomopatologico
da regeneracao nervosa, ou seja, existéncia de um coto proximal com axénios
em regeneracao penetrando em um tubo endoneural vazio apos degeneracéo
Walleriana. Assim, esta técnica deve ser a técnica de escolha quando se

dispbe de um coto proximal e outro distal (Viterbo, 1992a).

Em casos onde ha perda do coto proximal, a opgcao € seccionar um
nervo vizinho e suturar seu coto proximal ao coto distal do nervo lesado.
Porém, esta técnica causa prejuizo funcional ao nervo doador e as estruturas

por ele inervadas (Harris & Tindall, 1991; Lohman et al., 1997).

Uma opcéo para evitar o sacrificio do nervo doador € a neurorrafia
término-lateral (NTL), onde um nervo € suturado na lateral de outro, este ultimo

servindo como nervo doador.

A NTL foi executada pela primeira vez em 1895, por Ballance (apud
Ballance et al., 1903), que suturou o coto distal do nervo facial seccionado a
uma incisao na lateral do nervo acessoério espinhal para tratamento da paralisia
facial. Estes autores observaram retorno dos movimentos faciais, porém
associados aos movimentos dos ombros. Kennedy (1899) sugeriu técnica
similar & de Ballance et al. (1903), entretanto, realizou incisdo maior no nervo
doador deixando intacto apenas o epineuro do lado oposto a NTL, obtendo os

mesmos resultados (apud Papalia et al. 2007).

Sherren (1906) relatou o uso do nervo hipoglosso como doador na

NTL, mas a inconveniéncia dos movimentos associados persistiu. Este autor
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sugeriu que fosse realizada incisao longitudinal ou transversal no nervo doador

para aumentar o contato entre os axénios deste e do nervo receptor.

Estes métodos apresentavam prejuizos funcionais como resultado da
desnervacédo de musculos inervados pelos nervos doadores acessoério espinhal
e hipoglosso. Provavelmente, esta foi a causa que levou Babcock (1927) a

sugerir o abandono desta técnica.

Desde ent&o, houve uma interrupgao no relato de utilizagcdo da NTL até
a publicacéo de Krivolutskaia et al. (1989). Estes autores trataram alguns casos
de paralisia do ramo mandibular suturando seu coto distal a lateral do ramo
bucal do nervo facial. Antes da sutura estes autores realizaram ranhuras na
lateral do nervo doador com uma agulha. Estes autores afirmaram ter
alcangado completa recuperacao funcional em quatro dos sete pacientes

operados.

May et al. (1991) suturaram o coto distal do nervo facial lesado ao
nervo hipoglosso parcialmente seccionado e minimizaram subsequentes danos

funcionais a lingua.

Em todas estas técnicas foi criada uma lesdo na lateral do nervo
doador no local da NTL. Tanto as incisdes (Ballance et al., 1903; Sherren,
1906; May et al., 1991) ou ranhuras (Krivolutskaia et al., 1989), quebraram as
barreiras de tecido conectivo permitindo o crescimento de axénios para dentro
dos nervos receptores. Além disso, a secgdo de fibras axoniais do nervo
doador no local da incisdo levava a uma unido término-terminal entre os tubos

endoneurais do nervo doador e do nervo receptor.

Em 1992, Viterbo et al. introduziram a NTL sem lesdo no nervo doador.
No primeiro estudo em ratos, eles suturaram o coto distal do nervo fibular
comum na lateral do nervo tibial, sem incisdo ou abertura de janela epineural.
Nenhum prejuizo ao nervo doador ou as estruturas por ele inervadas foi
observado. Estes autores relataram um novo fendbmeno, o crescimento de

axoénios do nervo intacto para o coto distal do nervo receptor.




Ontroducao 23

Viterbo et al (1994 a, 1994 b) publicaram estudo semelhante ao
anterior porém com janela de epineuro e perineuro, com e sem enxerto de

nervo, unindo o nervo tibial ao coto distal do nervo fibular.

Os resultados obtidos por Viterbo et al. (1992, 1994 a, 1994 b) foram
ratificados por trabalhos posteriores (Lundborg et al., 1994b; Lohman et al.,
1997; Ting et al., 1998; Rovak et al., 2000; Matsuda et al., 2005).

A grande discussao passou a ser a possivel contaminagdo motora do
coto distal por axdénios originarios do coto proximal, pois isto invalidaria a

conclusao apresentada por Viterbo et al. (1992, 1994a).

Para prevenir a contaminagdo do coto proximal, Viterbo et al. (1992,
1994a); e Kalliainen et al. (1999), inseriram a extremidade do coto proximal do
nervo fibular comum em musculos adjacentes. Aperfeicoando e dando mais
seguranca a este objetivo, Zhang et al. (1998) transfixaram o musculo logo
abaixo da pele e fixaram a extremidade do coto proximal do nervo fibular a face
mais externa deste musculo. Ao suturar-se a incisdo muscular este coto fica
localizado em outro compartimento praticamente excluindo qualquer

possibilidade de contaminagao motora.

Apds confirmacao da eficacia da NTL através de diversos estudos
experimentais, que demonstraram que brotamentos colaterais, tanto de nervos
sensoriais quanto de nervos motores, reinervaram nervos receptores (Noah et
al., 1997b; Shah et al., 1997; Zhao et al., 1997) e que os resultados eram
comparaveis aos obtidos com NTT (Lohman et al., 1997; Yiksel et al., 1999;

Kalliainen et al., 1999) varios trabalhos surgiram relatando seu uso clinico.

A NTL tem sido utilizada para recuperagao de lesbes de nervos nos
membros superiores. Viterbo et al. (1995) realizaram varios enxertos utilizando
NTL para unir o nervo frénico aos troncos C5 e C6 do plexo braquial
avulsionado. Os autores relataram que exames de eletromiografia revelaram o
aumento de uma para trés unidades motoras nos musculos triceps, peitoral
maior e infra-espinhal apdés um ano da cirurgia. Afirmaram que pacientes com
lesdes graves de plexo braquial podem esperar melhoras motoras no membro

superior devido as neurotizagdes obtidas com NTL.
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Franciosi et al. (1998) relataram o tratamento de trés pacientes com
rupturas das raizes C5, C6 e C7 usando NTL. O nervo musculocutaneo foi
cortado e suturado a lateral do nervo ulnar. Os autores relataram o retorno de

contragao do musculo biceps ap6s periodo de quatro a seis meses.

No mesmo ano, Mennen (1998a) sugeriu a utilizacdo de NTL no reparo
de lesbes do plexo braquial. Ele concluiu que, na maioria dos casos, esta
técnica demonstrou-se simples e com bons resultados. Outros dois trabalhos
publicados por Mennen, em 2003, relataram a recuperagcdo quase total da

sensibilidade e/ou da fungdo motora (Mennen, 2003; Mennen et al., 2003).

Ogun et al. (2003) utilizaram NTL para unir o nervo mediano
lateralmente ao nervo ulnar. Apds 38 meses, eles obtiveram recuperagéo da
sensibilidade em todos os pacientes. No entanto, a recuperagédo motora foi
observada em apenas um de trés pacientes. Eles concordaram que a NTL é
uma boa alternativa para o enxerto de nervo em pacientes que apresentem

grande distancia entre as extremidades dos nervos lesados.

Voche (2005) e Voche & Ouattara (2005) trataram lesbes traumaticas
nas maos e dedos utilizando NTL com janela epineural, com resultados
comparados aos de enxertos de nervos ou veias, confirmando os resultados de
Mennen (1998a, 2003) e Mennen et al. (2003). Millesi (2004) também utilizou

NTL em trauma de plexo braquial relatando bons resultados.

A NTL também tem sido utilizada na recuperagdo da sensibilidade.
Viterbo et al. (1993a) relataram o uso de NTL, apés remoc¢ao de enxerto de
nervo sural, entre o coto distal do nervo sural e a lateral do nervo fibular comum
superficial. Afirmaram que, apesar da remo¢ao do nervo sural, os pacientes
nao apresentaram area de anestesia naquela regido, mostrando que esta

técnica previne sequelas sensoriais.

Doncatto (1995) usou a mesma técnica desenvolvida por Viterbo para
a reinervacdo do retalho transverso do musculo reto abdominal na

reconstrugdo mamaria.

Santamaria et al. (1999) compararam NTT e NTL sem remocé&o de

janela epineural para promover a recuperacao de sensibilidade ao toque, dor,
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sensagdes térmicas apos utilizagdo de retalhos inervados pelo nervo radial
para reconstru¢cao de hemiglossectomia. Os resultados de sensibilidade a dor,
obtidos com o uso de NTL, foram inferiores aos obtidos com o uso de NTT,

mas a recuperacao sensorial ocorreu em todos os pacientes.

Viterbo & Ripari (2002, 2008) descreveram o uso de NTL para
restaurar a sensibilidade em pacientes paraplégicos. Estes autores uniram,
através de enxerto de nervo sural, os nervos intercostais acima da lesdo ao
nervo ciatico com NTL, em dois pacientes. O primeiro paciente recuperou, apds
quatro anos, sensibilidade de 2gem T10a L1 e 300 gem L2 e L3. O segundo,
apos trés anos, recuperou sensibilidade de 2gem T10,4gem T11 e 300 g em
T12, e relatou que podia sentir quando a bexiga urinaria estava cheia. Apos a

cirurgia, os pacientes ndo apresentaram mais ulceras de pressao.

Outra utilizagdo clinica da NTL tem sido no tratamento da paralisia
facial (Viterbo, 1993; Yoleri et al., 2000; Galli et al., 2002; Koh et al., 2002;
Kumar & Hassan, 2002; Yamamoto et al., 2003; Frey et al., 2006).

Viterbo (1992b) propds a técnica do enxerto de nervo transfacial com
neurorrafia término-lateral. Nesta técnica é realizada uma incisdo pré-auricular,
e o enxerto de nervo sural é suturado ligando o tronco do nervo facial sadio ao
tronco do nervo facial lesado através de NTL, sem secciona-los. De acordo
com o autor, a vantagem desta técnica é possibilitar uma aplicagao precoce,
pois ndo ha necessidade de seccdo de nervos em ambos os lados, sadio e

lesado, o que permitiria a utilizagdo precoce e também de inumeros enxertos.

Em 1993, Viterbo descreveu uma modificacdo desta técnica para
utilizagdo em pacientes com paralisia facial superior a um ano. Nesta técnica
uma das extremidades do nervo sural é suturada a lateral intacta do nervo
facial sadio através de NTL, e a outra extremidade é suturada, apds secc¢éo, ao
coto distal do tronco do nervo facial lesado com NTT. A vantagem desta técnica
€ nao causar lesédo no nervo facial sadio e, teoricamente, aumentar a qualidade

da inervagéo no lado lesado.

Em 2003, Labbé et al. aperfeicoando a técnica descrita anteriormente

(2000) de alongamento do temporal adicionaram um enxerto de nervo
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transfacial. A extremidade superior do nervo sural foi suturada de maneira
término-terminal a um dos ramos do nervo temporal profundo, que foi
seccionado. A outra extremidade foi suturada a um ramo distal do nervo facial
sadio (zigomatico). Esta técnica permite que o musculo temporal seja acionado
precocemente, apds algumas semanas, ao morder, determinando o sorriso
voluntario e, tardiamente, apos a regeneracéo dos axénios via enxerto de nervo
transfacial, de forma esponténea. Labbé et al. (2003) afirmaram que o enxerto
de nervo parece ajudar a transposigdo muscular a obter melhor funcéo facial e,
portanto, aumenta a qualidade do sorriso espontaneo. Indicaram a dupla
inervacdo do musculo temporal para criangas, adultos jovens ou naqueles

pacientes onde a realizagao de fisioterapia é dificultada.

Apoiados na idéia de Viterbo (1992b), poderia-se usar inumeros
enxertos com NTL para corre¢ao de paralisia facial recente, como por exemplo
2 a 3 enxertos para ramos bucais, 2 a 3 enxertos para ramos témporo-
zigomaticos. Da mesma forma, iniumeros enxertos em ponte poderiam ser
utilizados em outras patologias como lesdes de plexo braquial, dentre outras.
Em casos de escassez de nervos doadores haveria ainda a possibilidade do
uso de tubulizacdo para a regeneragéo nervosa com tecidos autbélogos ou

materiais aloplasticos conforme citados anteriormente.

O aumento no numero de pontes (enxerto de nervo) com NTL poderia
trazer melhores resultados. Verificar essa possibilidade determinou a

realizacao deste trabalho.
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Avaliar se 0 aumento do numero de pontes (enxertos nervosos) entre o
nervo doador e o receptor, realizadas através de suturas término-laterais, traz

beneficio no resultado morfolégico e funcional.
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Este trabalho foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental do
Departamento de Cirurgia e Ortopedia (cirurgias, teste da avaliagédo da marcha,
coleta das pecas histologicas, sacrificio dos animais) e no Laboratério de
Urologia (teste eletrofisioldgico, e confec¢cado das Iaminas histologicas), ambos
da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP.

3.1. Animais

Todo o procedimento realizado esteve de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA), sob o protocolo n°. 438 da Comissao de
Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina da UNESP —

Campus de Botucatu (anexo 1).

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da UNESP -
Campus de Botucatu. Foram utilizados 100 ratos (Rattus norvegicus) da
linhagem Wistar, machos, pesando em média 187,50.g Os animais foram
divididos, através de sorteio, em cinco grupos experimentais. As cirurgias foram
realizadas conforme o grupo no qual o animal foi incluido. Os animais foram

sacrificados ap6s 120 dias.

3.2. Cirurgia

Todos os procedimentos cirurgicos e de coleta foram realizados pelo

pesquisador, padronizando-se 0 método.

Precedendo cada procedimento cirurgico o0s animais foram
anestesiados com pentobarbital sodico (30 mg/Kg i.p.), realizada tosquia e

assepsia com PVPI (polivinilperrolidona-iodo).
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Em todos os animais foi realizada incisdo de dois centimetros no
membro posterior direito. Os nervos ciatico, fibular comum, tibial e sural foram

dissecados.

No grupo GN ou controle de normalidade, nenhum outro procedimento

foi realizado além da dissec¢ao nervosa (Fig. 1).

No grupo GD ou controle de desnervagao, o nervo fibular comum foi
seccionado e o coto proximal foi invertido 180 graus, inserido em musculatura

adjacente e fixado de forma a evitar a reinervagéo (Fig. 2).

Os grupos G1, G2 e G3 sao semelhantes ao GD porém foram
realizados um, dois ou trés enxertos unindo a face lateral do nervo tibial (NT) a
face lateral do nervo fibular (NF), respectivamente. Os enxertos foram retirados

do nervo sural (Fig. 2).
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Figura 1 — Esquema da cirurgia realizada no GN. NF = nervo fibular; NT =
nervo tibial; MTCD = musculo tibial cranial direito.
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Figura 2 — Esquema da cirurgia realizada nos grupos GD, G1, G2, G3. NF =
nervo fibular; NT = nervo tibial; MTCD = musculo tibial cranial
direito. Os pontos N1, N2, N3, N4, N5, N6 e N7 representam os
segmentos onde os nervos foram coletados para analise.
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As cirurgias foram realizadas com o auxilio de microscoépio cirurgico

DF Vasconcelos com aumento de 16 vezes.

As neurorrafias foram realizadas com monylon 10-0, sem retirada de
janela de epineuro, tipo “embracing”. Apdés o procedimento, a incisdo foi
suturada com pontos simples utilizando-se fio monofilamentar de nailon 4-0
(Fig. 3).

Figura 3 — Esquema mostrando a sutura do tipo “embracing”.

Os animais foram mantidos em caixas apropriadas contendo cinco
animais cada, em temperatura controlada (25 + 2°C), ciclo claro-escuro de 12

horas, com racao e agua ad libitum, até o momento do sacrificio.
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3.3. Testes realizados

Todos os testes foram realizados e os resultados analisados pelo

pesquisador padronizando-se o método.

Teste de avaliacdo da marcha

Antes do sacrificio os animais foram submetidos ao teste de avaliagéo

da marcha (Walking track analysis)

As patas traseiras foram umedecidas em tinta nanquim preta e os
animais induzidos a andar por um corredor de 78 cm X 9 cm, sobre uma folha

de papel branco com dimensdes apropriadas (Fig. 4).

Figura 4 — Teste da marcha (walking track analysis).
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As pegadas deixadas na folha de papel branco foram analisadas
através das medidas da distancia entre os dedos da pata experimental (E:
“‘experimental”’) e os dedos da pata normal (N: “normal”); (TOF: “to opposite
foot”, & outra pata); a distancia do calcanhar aos dedos (PL: “print lenght”,
comprimento da pegada); distancia entre o primeiro e quinto dedos (TS: “total
spreading”, largura da pegada); distancia entre o segundo e quarto dedos (IT:
“‘intermediary toes, dedos intermediarios) (Fig. 5). A partir destas medidas
foram realizados os calculos do indice funcional do nervo ciatico (IFC),
segundo De Medinacelli et al. (1982).

IFC = ETOF — NTOF + NPL — EPL + ETS — NTS + EIT — NIT x 220
NTOF EPL NTS NIT 4

Figura 5 — Medidas realizadas para calculo do indice funcional do nervo ciatico
(IFC). NTOF, ETOF — Normal, Experimental distance to opposite foot (distancia
a pata oposta). PL — print length (comprimento da pegada). TS - total spreading
(largura da pegada). IT - intermediary toes (dedos intermediarios).
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Em alguns casos, os animais caminharam sobre o dorso da pata (Fig.
6) e, portanto, nenhuma medida pbéde ser feita no lado experimental. Nestes
casos, atribuiram-se os seguintes valores arbitrarios: ETOF = um ter¢co da
distancia entre duas pegadas normais; NTOF = dois tercos da mesma
distancia; EPL = 80 mm; ETS = 6 mm e EIT = 6 mm, conforme recomendado
por De Medinacelli et al. (1982).

Figura 6 — Exemplo de teste para os quais foram atribuidos os valores
arbitrarios de ETOF, NTOF, EPL, ETS, EIT.

Teste eletrofisiologico

Para a realizacao do teste eletrofisiolégico a temperatura ambiente foi

mantida em torno de 25°C.

O teste eletrofisiologico foi realizado imediatamente antes do sacrificio

dos animais.

Apds anestesia com pentobarbital sédico (30 mg/kg, i.p.), 0s animais
foram imobilizados em decubito ventral. Foi realizada tosquia, assepsia e
ampla incisdo no membro posterior direito permitindo acesso aos nervos
ciatico, fibular comum, tibial, enxertos (pontes) nervosos e musculo tibial
cranial. O potencial de agcao composto foi registrado por eletrodos de agulha
ativo e de referéncia. O eletrodo ativo foi implantado no centro do musculo tibial
cranial, e o de referéncia proximo ao tenddo de inser¢do do musculo. A
avaliagédo das propriedades funcionais do musculo foi feita através de estimulos

elétricos deflagrados por um eletrodo bipolar, especialmente desenvolvido para
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este propoésito, cujo catodo e anodo estavam distantes 2 mm. O eletrodo de
estimulagéo bipolar foi posicionado diretamente sobre o nervo ciatico ou tibial,
anterior a regidao das neurorrafias, e a estimulacdo foi feita proximal a
neurorrafia, possibilitando a propagacéo dos impulsos elétricos através delas. A
frequéncia do estimulo foi fixada em 1 pps e a duracdo em 100 us. A
intensidade de estimulo utilizada, constante em todos os animais, foi de 5,1
volts. Os dados de amplitude e laténcia foram comparados entre os cinco
grupos. Foi utilizado o eletromiografo da marca Sapphire Il 4ME (Fig. 7).

Figura 7 — Teste eletrofisiolégico. A) Estimulacéo bipolar acima das pontes
nervosas. B) Eletrodos de captacdo em agulha localizados no MTCD. C)
Eletromiégrafo. D) Tracado eletrofisiologico.
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Nos animais que nao apresentaram resposta muscular ao estimulo
elétrico os valores de laténcia tenderam ao infinito, sendo atribuido valor de

1000 ms para efeito de calculo.

3.4. Coleta das pecas histologicas e sacrificio

Apobs a realizacao do teste eletrofisiolégico, procedeu-se a coleta de
segmentos dos nervos fibular comum e tibial, das pontes, assim como a coleta

do musculo tibial cranial direito .

Os musculos tibiais craniais direitos foram pesados sem o tendao e
mantidos imersos em nitrogénio liquido (-196°C) até o momento do

processamento histologico.

O IMM (indice de Massa Muscular) foi obtido dividindo-se a massa do

MTCD da massa corporal do rato.

Os segmentos de nervo coletados foram fixados e mantidos em
solugcao de Karnovisk e refrigerados a 4°C até o momento do processamento
histoldégico. N1 € o segmento de nervo tibial proximal a NTL; N2 € o segmento
de nervo tibial distal & NTL; N3 € o segmento de nervo fibular distal a NTL; N4
€ o0 segmento correspondente a primeira ponte nervosa; N5, a segunda ponte;
N6, a terceira ponte e N7 correspondente ao local da invaginagdo do coto
proximal do nervo fibular na musculatura adjacente com intuito de
observarmos a formagédo do neuroma a fim de descartar contaminagao do coto

proximal para o distal (Fig. 2).

Apés a coleta das pecas histologicas de interesse, os animais
receberam dose letal de pentobarbital sédico, administrado

intraperitonealmente.
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3.5. Processamento histolégico do musculo tibial cranial

Os musculos tibiais craniais direitos, congelados em nitrogénio liquido,
foram submetidos a secgdes transversais de 7 ym em criostato Leica CM1850.
As secc¢des foram realizadas na regido central, transversalmente ao maior eixo
do musculo. Foram realizados de 4 a 6 cortes de um mesmo musculo
possibilitando a escolha de um corte com menos artefatos histolégicos durante
a analise. Os cortes histologicos foram corados pela técnica de Hematoxilina —
Eosina (HE).

As laminas foram identificadas com o numero de registro no laboratério
para que o pesquisador ndo soubesse a que animal ou grupo pertencia. A

numeracao real foi revelada apenas no momento da analise estatistica.

Digitalizagdo das imagens da lamina histologica do musculo tibial

cranial.

As laminas histologicas foram observadas ao microscopio éptico em
menor aumento (50 vezes) para escolha do corte histolébgico com menos
artefatos. Foi utilizado aumento de 200 vezes para a analise das fibras

musculares.

As imagens foram capturadas por uma camera digital Leica DFC 280 e
salvas em microcomputador Pentium IV 3.2 HT, 1 GB DDR, HD 80 GB. Foram
salvas, aleatoriamente, 10 imagens de diferentes campos de um mesmo corte

histolégico
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Medidas de area, maior e menor diametro das fibras musculares e

numero de fibras por campo

As imagens digitalizadas e salvas foram analisadas através de

medidas de area, menor e maior diametro das fibras musculares.
Foi analisado também o numero de fibras por campo.

As medidas foram feitas de modo semi-automatico utilizando-se

software Sigma Pro Image Analysis, versédo 5 da Jandel Scientific Corporation.

As fibras foram medidas, aleatoriamente, tomando-se uma fibra de
cada quadrante da imagem e uma central. Portanto, foram medidas 5 fibras por
imagem salva (Fig. 8), ou seja, 50 fibras por lamina, o que representa 50 fibras
por MTCD.

IF\|E Edit Wiew Image Macro ‘Worksheet Measurements Mode Tools Window Help
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Figura 8 — Escolha aleatéria de cinco fibras musculares em uma mesma
imagem.
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3.6. Processamento histologico dos segmentos de nervo

Apés fixacao por periodo superior a 24 horas em solugdo de
Karnovisk, e lavagem em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,3) por trés vezes com
duracéo de cinco minutos cada vez, os segmentos de nervo sofreram uma pré-
coloragcao com tetroxido de ésmio (1:1) por duas horas. Apés nova lavagem
com tampao fosfato, foi realizada desidratacdo por uma bateria de
concentracdes crescentes de acetona (50%, 70%, 90% e 100%). A inclusdo em
resina Araldite® foi realizada em duas etapas: em solucdo de resina e acetona
(1:1), permanecendo por 24 horas em dissecador; € em resina, apos 10
minutos em dissecador, permanecendo em estufa a 37°C por uma hora. O
emblocamento foi realizado posicionando-se o segmento de nervo em resina

Araldite® e mantido em estufa a 60°C por 48 horas para polimerizagao.

Antes do corte histolégico os blocos foram preparados para o corte
através da eliminagcdo do excesso de resina ao redor do segmento de nervo
com o auxilio de uma lupa Carl Zeiss Jema adaptada, em aumento de 1,6 X,

com auxilio de uma lamina Gillette®.

Com o bloco preparado foram realizados cortes transversais semi-finos
(0,5 ym) em micrétomo Leica MZ6. Apés o corte, a lamina foi aquecida sobre
uma chapa a 45°C para secagem e pré-aderéncia. A seguir a lamina
permaneceu em estufa a 60°C por 12 horas para aderéncia do corte a lamina

de vidro.

A coloracéao foi realizada manualmente, lamina por lamina, com azul
de toluidina 1% durante 5 minutos. Apds a secagem a laminula foi colada e a

l&mina identificada com o numero de registro no laboratério.

Os segmentos de nervo N7 (Fig. 2) foram incluidos em parafina e
corados pela técnica de Hematoxilina — Eosina. Estes segmentos foram

avaliados quanto a formacgéo de neuromas de amputacao.
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Digitalizagdo das imagens das laminas histologicas de nervos

As laminas histologicas foram observadas ao microscopio 6ptico em
aumento de 100 vezes para escolha do corte histolégico com menos artefatos.

Foi utilizado aumento de 400 vezes para a analise das fibras nervosas.

As imagens foram capturadas por uma camera digital Leica DFC 280 e
salvas em microcomputador Pentium IV 3.2 HT, 1 GB DDR, HD 80 GB. Foram

salvas duas imagens de diferentes campos de um mesmo corte histologico.

Medidas de area, maior e menor diametro e contagem total das fibras

nervosas

As imagens digitalizadas e salvas foram analisadas através de
medidas de area e menor didmetro dos axénios, numero de axobnios e

espessura da bainha de mielina.

As medidas foram feitas de modo semi-automatico utilizando-se

software Sigma Pro Image Analysis, versao 5 da Jandel Scientific Corporation.

Foram realizadas as medidas da area e didmetro minimo da fibra
nervosa e do axdénio (Fig. 9). As medidas da espessura da bainha de mielina

foram obtidas subtraindo-se a area axonial da area da fibra nervosa.

Foi realizada contagem do numero total de fibras nos segmentos N1,
N2, N3, N4, N5 e N6 (Fig. 2).

Os resultados obtidos de area e menor didmetro axonial foram
organizados em uma tabela e, entdo, calculada a média das medidas obtidas
para cada animal. A partir destas médias foi realizada a analise estatistica para

comparagao entre os grupos.
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Figura 9 — Selegéo das fibras axoniais para medidas de area axonial, didmetro
axonial e area da bainha de mielina. Fibras inteiras circuladas internamente
(axbnio) em azul e externamente (fibra nervosa) em amarelo.

3.7. Analise Estatistica

Quando comparados os grupos, foi utilizado o teste de analise de
variancia (ANOVA), seguido pelo teste de TUKEY quando detectada diferenca
significativa.

Em todas as analises foi utilizado nivel de significancia p<0,05.
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4.1 Massa Corporal

Quando avaliadas as massas corporais iniciais dos ratos (medidas
antes da cirurgia), ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos G1 =
G2=G3=GN=GD.
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Figura 10 - Massa inicial dos ratos (g). No grafico estdo representadas as
médias e os respectivos desvios padrdes. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica. G1 = G2 = G3 = GN = GD (p<0,05).
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Quantos as massas finais, houve diferengas: G1 com G2; G2 com GN;
G2 e G3 com GD.
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Figura 11 - Massa final dos ratos (g). No grafico estdo representadas as
médias e os respectivos desvios padrdes. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica. G1 = G3 = GN; G2 = G3; G1 = GD = GN (p<0,05).
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4.2 Massa do Musculo Tibial Cranial Direito

Quando avaliadas as massas do MTCD, n&o houve diferengas

estatisticas entre G1, G2 e G3. Estes grupos foram inferiores ao GN e

superiores ao GD e estes ultimos foram diferentes entre si.
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Figura 12 - Massa do musculo tibial cranial direito (MTCD) dos ratos (g). No
grafico estdo representadas as médias e os respectivos desvios padrdes.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica. GN > G1 = G2 = G3 > GD

(p<0,05).
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4.3 indice de Massa Muscular (IMM)

Neste caso, assim como no anterior, os grupos G1, G2 e G3 nao
diferiram entre si, mas apresentaram diferencga estatistica quando comparados

com o GN e o GD e estes ultimos também se diferenciaram.
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Figura 13 - indice de massa muscular (IMM). No gréafico estéo representadas
as médias e os respectivos desvios padrbes. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica. GN > G1 = G2 = G3 > GD (p<0,05).
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4.4 Teste Eletrofisiologico

Quando avaliada a laténcia, o G1, G2 e G3 tiveram comportamento
semelhante ao GN, apresentado apenas diferenca estatistica quando

comparados ao GD.
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Figura 14 - Laténcia (ms). No grafico estdo representadas as médias e os
respectivos desvios padrdes. Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
GN = G1=G2 = G3 < GD (p<0,05).
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Ja no atributo amplitude, G1, G2 e G3 nado apresentaram diferencas

entre si, foram inferiores ao GN e superiores ao GD, Esses dois ultimos

apresentaram diferencgas entre si.
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Figura 15 - Amplitude (mV). No grafico estdo representadas as médias e os
respectivos desvios padrbes. Letras diferentes indicam diferenga estatistica.

GN > G1=G2 = G3 > GD (p<0,05).
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4.5 Teste de avaliagao da marcha

Para o teste de avaliagdo da marcha, foi realizado o indice funcional do
ciatico (IFC) de cada grupo, expressos como porcentagem de perda da funcéo
normal. G1, G2 e G3 n&o apresentaram diferenca estatistica entre si. Porém o
G3 néo teve diferenca em relacao ao GD; o G1 né&o teve diferenca em relacéo
ao GN.
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Figura 16 — indice funcional do nervo ciatico. No grafico estdo representadas
as médias e os respectivos desvios padrées. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica. GN > G1 = G2 = G3; G3 = GD (p<0,05).
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4.6 Analise morfométrica do musculo tibial cranial

Quando avaliadas as medidas das areas do MTCD, n&do houve
diferencas estatisticas entre G1, G2 e G3. Estes grupos foram inferiores ao GN

e superiores ao GD e estes ultimos foram diferentes entre si.
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Figura 17 — Area das fibras do musculo tibial cranial direito (um2). No gréafico
estdo representadas as médias e os respectivos desvios padrbes. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica. GN > G1 = G2 = G3 > GD (p<0,05).
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Quanto ao maior didmetro das fibras musculares os grupos G1, G2, G3

e GN foram semelhantes e superiores ao GD.
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Figura 18 — Didmetro maximo das fibras do musculo tibial cranial direito (um).
No grafico estdo representadas as médias e os respectivos desvios padrées.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica. GN = G1 = G2 = G3 > GD

(p<0,05).
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Quanto ao menor diametro das fibras musculares, também n&o houve
diferenca entre G1, G2 e G3; G2 e G3 foram semelhantes ao GN; GD foi
inferior de todos.
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Figura 19 — Didmetro minimo das fibras do musculo tibial cranial direito (um).
No grafico estdo representadas as médias e os respectivos desvios padroes.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica. G1 = G2 = G3; GN = G2 = G3;
GD < GN, G3, G2, G1 (p<0,05).
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Quanto ao numero de fibras musculares por campo, encontramos
semelhanca estatistica entre G1, G2, G3 e GN. Apenas GD que se diferenciou

e foi muito maior que os demais.
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Figura 20 — Numero de fibras do musculo tibial cranial direito por campo. No
grafico estdo representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica. G1 = G2 = G3 = GN < GD (p<0,05).
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4.7 Analise morfométrica dos segmentos nervosos

Na andlise do segmento N2, G1e G2 foram iguais ao G3 e ao GN.

Estes ultimos foram diferentes entre si
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Figura 21 - Numero de fibras no segmento N2. No grafico estao representadas
as médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica. G1 = G2 = G3; G1 = G2 = GN; G3 > GN (p<0,05).
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Na analise do menor didmetro axonial, G1 e G2 foram iguais entre si e

maiores que G3. GN foi maior que todos.
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Figura 22 — Menor diametro axonial (um) no segmento N2. No grafico estao
representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica. GN > G1 = G2 > G3 (p<0,05).
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Na analise da area axonial no segmento N2 todos os grupos foram

diferentes.
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Figura 23 — Area axonial no segmento N2. No gréafico estdo representadas as
médias e os respectivos erros padrbes. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica. GN > G2 >G1 >G3 (p<0,05).
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Na anadlise da area da bainha de mielina no segmento N2, todos os

grupos foram diferentes entre si
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Figura 24 — Area da bainha de mielina (um?) no segmento N2. No gréfico estao
representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica. GN > G1 >G2 >G3 (p<0,05).
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Resolvemos também comparar o segmento N1 com o N2 dentro do

mesmo grupo. No G1, o N1 e o N2 foram diferentes. O N1 foi maior que o N2
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Figura 25 — Numero de fibras nos segmentos N1 e N2 no G1. No grafico estéo
representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica. N1 > N2 (p<0,05).
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No G2 néo houve diferengas entre o segmento N1 e N2.
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Figura 26 — Numero de fibras nos segmentos N1 e N2 no G2. No grafico estéo
representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica. N1 = N2 (p<0,05).
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No G3 também n&o houve diferencas entre os segmentos N1 e N2.
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Figura 27 — Numero de fibras nos segmentos N1 e N2 no G2. No grafico estéao
representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica. N1 = N2 (p<0,05).
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Foi avaliado o numero de fibras no segmento N3. N&ao houve diferenca

entre G1, G2 e G3. G1 foi igual ao GN e todos foram superiores ao GD.
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Figura 28 - Numero de fibras no segmento N3. No grafico estao representadas
as médias e os respectivos erros padrbes. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica. G1 = G2 = G3 > GD; G1 = GN; GN > GD (p<0,05).
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Quando avaliado o menor didmetro axonial no segmento N3, nao
houve diferenca entre G2, G3 e GN. G1 foi igual ao GD.
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Figura 29 — Menor diametro axonial (um) no segmento N3. No grafico estéo
representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica. G1 = GD; G2 = G3 =GN (p<0,05).
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Quanto a area axonial no segmento N3, notamos que apenas G2 e G3

foram semelhantes. Nao houve semelhanga nos demais grupos.
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Figura 30 — Area axonial no segmento N3. No gréafico estéo representadas as
médias e os respectivos erros padrbes. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica. G2 = G3 (p<0,05).
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Quanto a éarea da bainha de mielina ndo houve semelhanga entre

nenhum grupo.
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Figura 31 — Area da bainha de mielina (um?) no segmento N3. No gréfico estao
representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Quanto ao numero de fibras total nas pontes (soma de N4, N5 e NG6),
pudemos observar que G1 que tem apenas uma ponte, foi maior que G2 e G3

com duas e trés pontes respectivamente.

N2 de fibras (NTO)
4000 - 3
3500 -
3000 -
8 2500 - b
2 b
p 2000
w 1500
[ =4
1000
500 -
0 o S
Gl G2 G3
Grupos

Figura 32 - Numero de fibras (NTO = N4 + N5 + NG6). No grafico estéo
representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica. G1 > G2 = G3.
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Resultados da morfometria das fibras no segmento de nervo N3

Tabela 2 — Resultados da morfometria das fibras no segmento de nervo N3.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica. AAx_N3 = area axonial no N3;
MDAXx_N3 = menor didmetro axonial no N3; ABM_N3 = area da bainha de

mielina no N3; GD = grupo desnervado; GN = grupo normal.

GRUPO AAx_N3 MDAx_N3 ABM_N3 o Ir:‘l;rvo_N3
G1 29+41a 1,7+10a 61+77a  1915+664 ac
G2 37+56b 1,9+12b 44+71b  2345+1058a
G3 37+47b 19+11b  41+56¢ 2217 + 817 a
GD 41+81c¢ 1,7+15a 67+138d 399 +334 b
GN 16,5+136d 42+18c 168%189e  1315+383c¢

Resultados da morfometria das fibras no segmento de nervo N2

Tabela 3 — Resultados da morfometria das fibras no segmento de nervo N2

Letras diferentes indicam diferenga estatistica. AAx_N2 = area axonial no N2;
MDAXx_N2 = menor diametro axonial no N2; ABM_N2 = area da bainha de
mielina no N2; GN = grupo normal.

GRUPO AAx_N2 MDAx N2  ABM_N2 ﬁbrash:“;wo_m
G1 89+77a 30t14a 154+145a 32451660 ab
G2 9,6+10,9b 30+18a 99+145b 3469 %2023 ab
G3 72+96¢ 26+16c 7,1+110c 5034 +2892a
GN 16,5+152d  41+19d 195+205d 3210+1139b
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Resultados da morfometria das fibras no segmento de nervo N4

Tabela 4 — Resultados da morfometria das fibras no segmento de nervo N4
Letras diferentes indicam diferenca estatistica. AAx_N4 = area axonial no N4;
MDAXx_N4 = menor didmetro axonial no N4; ABM_N4 = area da bainha de
mielina no N4.

GRUPO  AAx_N4 MDAX N4  ABM_N4 . I:ENO_N 4
G1 45+57a 20+12a 68+104a  3333:+1357a
G2 89+14,7b 26x21b 66+10,3a 1169 £ 621 b
G3 27+38c 16+09c 33+45b 1699 + 1018 b

Podemos perceber na figura abaixo o aspecto morfolégico das fibras
musculares dos grupos experimentais G1, G2 e G3 semelhantes ao GN: forma
poligonal, nucleos, na maioria das fibras, em posicéo periférica e pouco tecido
conjuntivo. Ja no grupo desnervado as fibras sdo mais arredondadas ou
ovaladas, nucleos, na maioria dos casos, aparecem centralizados e observa-se

grande quantidade de tecido conjuntivo.
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Figura 33 - Cortes do MTCD nos diversos grupos, mostrando a semelhanca de
G1, G2 e G3 com GN (fibras poligonais, nucleo periférico e pouco tecido
conjuntivo) e GD (fibras arredondadas com nucleos mais centralizados e
bastante tecido conjuntivo permeando-as).
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Na figura abaixo podemos comparar a morfologia do segmento
nervoso N3. Notamos em GN, G1, G2 e G3 grande quantidade de axdnios,
bainha de mielina espessa e bem definida ao passo que em GD poucos
axoénios, bainha de mielina pouco evidente e grande quantidade de tecido

conjuntivo.
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Figura 34 - Cortes do segmento N3 nos diversos grupos, mostrando a
semelhanca de G1, G2 e G3 com GN (axbénios e bainha de mielina) e GD
(pouquissimos axénios e grande quantidade de tecido conjuntivo).
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Dois ratos do G3 e um rato do G2 morreram durante o experimento.
O rato de numero 64, pertencente ao GD, apresentou caracteristicas

compativeis com reinervacao esponténea. Isso foi visto tanto na analise do

MTCD como no segmento nervoso N3.

Figura 35 — Fotos do rato 64 que pertencia ao grupo desnervado, mas
apresentava caracteristicas de reinervacao. A) aspecto morfométrico do MTCD.
B) aspecto morfométrico do segmento N3.
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Segundo Pereira et al. (1998), na escolha do animal de
experimentac&o deve-se considerar a espécie mais utilizada na literatura e em

quantidade minima para obtencgéo de resultados validos.

Varias espécies animais sao utilizadas no estudo de regeneracdo do
nervo, entre eles primatas (Mennen, 1998b; Auba et al., 2006), caes (Sundine
et al., 2003), gatos (Moldovan et al., 2006), coelhos (Askar et al., 2001; Jabery
et al., 2003), ratos (Akeda et al., 2006; Bertelli et al., 2006) e camundongos
(Myckatyn et al., 2004).

Neste trabalho foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da linhagem

Wistar por serem de facil obteng¢ao, manipulagdo e manutencgao.

Além disso, sdo animais que ocupam pouco espaco, facilitando
estudos de longa duracéo (Ellis & McCaffrey, 1984). Segundo Viterbo (1992a),
estes animais apresentam estruturas anatémicas adequadas para estudos
sobre neurorrafias e regeneracédo muscular. Ratos Wistar tém sido utilizados
em muitos estudos experimentais com neurorrafia término-lateral (Viterbo et
al.,1992; Lundborg et al., 1994b; Viterbo et al. 1994a, 1998; Schultes et al.,
2001; Papalia et al., 2001; Gravvanis et al., 2004; Hayashi et al., 2004;
Okuyama et al., 2004; Manasseri et al., 2007).

Ratos do sexo masculino sdo mais faceis de adquirir, pois as fémeas
sdo utilizadas como matrizes. Além disso, estas sdo mais suscetiveis a agao
dos hormdnios adenohipofisarios e hormdnios gonadais, como o estrogeno e a
progesterona (Lincoln, 1980; Carandente et al., 1989). Conforme Kovacic et
al.(2003), pesquisas tém mostrado que os horménios sexuais exercem efeitos
neurotréficos em varias regides do sistema nervoso adulto, incluindo aquelas
nao especificamente envolvidas com reprodugdo, como o brotamento de
axbénios sensoriais mielinicos. Por isto, neste trabalho, optou-se por utilizar

todos os animais do sexo masculino.

Nao encontramos na literatura nenhum trabalho semelhante para que

pudéssemos comparar aos nossos resultados.
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Um fato interessante é que em trés ratos do G3, uma das trés pontes
ndo foi encontrada na hora do sacrificio, sugerindo absorcéo, talvez pela

proximidade entre elas ou algum mecanismo de exaustao ainda desconhecido.

Os animais utilizados ndo diferiram quanto a massa inicial,
demonstrando homogeneidade nas amostras, como recomendado por Vieira &
Hossne (2001). Especificamente em trabalhos que avaliam a massa do
musculo tibial cranial, € importante que as amostras sejam homogéneas, pois

certamente a massa do animal repercutira na massa muscular.

Quando isso aconteceu, por exemplo, na massa final dos ratos, em
que houve diferenca entre os grupos, utilizamos o IMM (indice de massa
muscular). Dessa forma, se houvesse algum viés na massa do MTCD, em
decorréncia da alteracdo da massa do rato, isso ficaria corrigido através desse
indice. O IMM nao mostrou diferenca em relagdo a massa do MTCD
demonstrando que, neste trabalho, a diferenca da massa do rato nao repercutiu

na massa do MTCD.

Houve aumento de massa significativo em todos os ratos observados
quando comparadas massas iniciais e finais. Portanto, a cirurgia ndo alterou o

desenvolvimento normal dos animais.

Os nervos fibular comum e tibial foram escolhidos por serem de facil
acesso, apresentarem-se anatomicamente proximos e por inervarem musculos
distintos, respectivamente, musculo tibial cranial e musculo gastrocnémio
(Hebel & Stromberg, 1976).

O nervo fibular comum atuou como receptor por ser o Unico a inervar o
musculo tibial cranial. Este modelo experimental, utilizando o nervo fibular
comum e o musculo tibial cranial, foi proposto por Viterbo (1992a) para o
estudo da NTL a partir de entdo, tem sido utilizado em diversos trabalhos
(Viterbo et al.,1994a,b, 1998; McCallister et al., 1999; Goheen-Robillard et al.,
2002; De Sa et al., 2004; Stipp et al., 2007). O nervo fibular comum apresenta
importante vantagem por ser unico na inervacdo do MTCD. Assim qualquer

alteracao neste nervo repercutira no MTCD. .
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O nervo sural é utilizado como nervo doador por ser sensorial néo

trazendo prejuizos locomotores ao animal (Swett et al.,1991).

Foram utilizados dois grupos controle: o GN (grupo controle de
normalidade e o GD (grupo controle de desnervagao) para que pudéssemos ter
0s niveis maiores e menores em todos os atributos estudados e assim

comparar aos demais grupos (G1, G2 e G3).

Os cotos proximais dos nervos fibulares seccionados foram invertidos
e inseridos em musculatura adjacente com o objetivo de evitar regeneragéo
espontanea e consequente reinervagcao muscular, conforme recomendacgéo de
Frey et al.(1982). Apesar disso, o rato 64 que pertencia ao grupo desnervado
apresentou sinais de reinervagdo muscular e que foram confirmados na analise
morfométrica do MTCD e no segmento nervoso N3. Isso provavelmente deveu-
se a uma inervagdo espontdnea mesmo com todos os cuidados citados
anteriormente. Se tivéssemos utilizado a técnica descrita por Zhang (1998) em
que o coto proximal do nervo seccionado fica em compartimento diferente do
compartimento do coto distal, provavelmente nao teriamos tido esse achado.

Em trabalhos futuros talvez essa técnica deva ser padronizada.

Os enxertos (pontes) foram fixados com suturas tipo “embracing”
(Viterbo, 1997). Essa sutura permite que, com um unico ponto, seja fixado o
nervo receptor a lateral do nervo doador sem nenhuma leséo neste ultimo. Ela
€ especialmente indicada em situagdes de nervos muito finos onde fica dificil
aplicar varios pontos. Um exemplo desta situacdo € a sutura de enxerto de
nervo sural na face lateral do ramo bucal em criangas. Outra indicagdo desse
tipo de sutura seria em locais profundos como a sutura de nervos do TRAM
(retalho transverso de reto-abdominal) a nervos intercostais. Como a cola de
fibrina ndo funciona tdo bem na neurorrafia término lateral, pois acredita-se que
€ necessaria certa tensao do nervo receptor sobre o nervo doador, a sutura tipo
“embracing” substitui esse adesivo de forma satisfatéria. Optamos por utilizar
esse tipo de sutura neste trabalho para ampliarmos a experiéncia da mesma
em situacdes experimentais. Essa sutura tem a vantagem de ser mais rapida e

de facil execugdo, mas tem a desvantagem de exigir do cirurgido grande
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cuidado para nao apertar muito o ponto e determinar estenose no nervo

doador. Talvez este fato explique a relagcao entre N1 e N2 no G1.

As NTL foram realizadas sem retirada de epineuro, ja que este detalhe
nao influencia no resultado final para nervos finos (Viterbo et al.,1992; Viterbo
et al.,, 1994 a, b; Viterbo et al.,1998; Lundborg, 1994), mostrando que as fibras
regeneradass ap6s a NTL tém a capacidade de transpor o endoneuro,
perineuro e epineuro, ja que essas estruturas sdo absorvidas (Zhao et al.,
1997). Em nervos mais espessos, alguns autores recomendam que se retire a
janela epiperineural pois ndo existem estudos experimentais que demonstrem o
contrario (Viterbo et al., 1998).

O prazo de 120 dias para sacrificar os animais nos pareceu adequado
para avaliagdo dos atributos estudados. E importante quando se estuda o
musculo que este prazo seja suficiente para que ocorra brotamento axonial, o
amadurecimento dos axbnios e que estes alcancem a placa motora e essa se
desenvolva e permita a reinervagdo das fibras musculares. Neste estudo o
numero de fibras nervosas no segmento N3 mostrou nao haver diferenga entre
G1, G2 e G3. Os atributos do MTCD também ndo mostraram diferenca entre os
trés grupos experimentais. Isso demonstra que o tempo utilizado neste trabalho
foi suficiente para permitir a regeneragéo axonial e a reinervagdo muscular de

uma forma efetiva.

O numero de 20 ratos em cada grupo nos pareceu adequado quando
delineamos o trabalho. Na literatura esse numero é muito variavel, de 10 a 40
animais (McCallister et al., 1999; Goheen-Robillard et al., 2002; De Sa et al.,
2004). Na analise estatistica, entretanto, observamos que especialmente os
atributos relacionados a morfometria dos segmentos de nervos apresentaram
alta variabilidade e consequente alto desvio padrdao. Talvez, em trabalhos

futuros, esse nimero possa ser aumentado.
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5.1. Teste da Marcha

O teste da marcha analisa o0 modo de andar do animal através do
calculo do IFC, expresso como porcentagem de perda da fungdo normal (De
Medinaceli et al., 1982). Segundo Monte-Raso et al. (2008) o IFC parece ser o
mais versatil e, apesar de apresentar alguns inconvenientes, é um teste de

baixo custo e facilmente aplicavel.

O modelo experimental utilizado neste trabalho e introduzido por
Viterbo et al.(1992) apresenta reinervacdo muscular através de nervos que
inervam musculos antagbnicos. Por isso esse teste pode ndo ser muito
fidedigno. Em nossos resultados ndo encontramos diferenca estatistica entre
G1, G2 e G3, mostrando que o numero de pontes nao alterou o resultado

funcional. Isso talvez se deva a plasticidade cerebral.

5.2. Teste Eletrofisiologico

Outro teste funcional é o teste eletrofisioldgico. Este fornece dados de
laténcia e amplitude. A laténcia nos fornece informagdes sobre a conducgao
nervosa, ou seja, o numero de fibras mielinizadas. Ja, a amplitude, nos informa
o numero de fibras musculares que respondem ao estimulo elétrico e,
consequentemente, ao numero de axdnios excitaveis (Robinson & Snyder-
Mackler, 2001).

Para a realizacao do teste eletrofisioldgico optou-se pela utilizagcao de
eletrodos de captagdo em agulhas, pois, apesar do eletrodo de agulha registrar
apenas uma parte do potencial de agdo muscular, com ele a interferéncia dos
musculos vizinhos € menos visivel, sendo preferivel no registro do potencial de
acao composto de pequenos musculos e musculos atréficos (Kimura, 1987). A
frequéncia, duracdo e intensidade do estimulo foram constantes para que a
unica variavel fosse o grupo experimental. O estimulo era dado antes do inicio

dos enxertos (proximalmente), ou seja, no nervo tibial.
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Em nossos resultados, no atributo laténcia, G1, G2 e G3 néo
apresentaram diferencas em relacédo ao GN, mas todos esses se diferenciaram
do GD que apresentava valores elevados, demonstrando que a desnervagao

foi efetiva.

Quando avaliamos a amplitude, G1, G2 e G3 n&o apresentaram
diferencas entre si, mas se diferenciaram do GN e do GD, demonstrando que o
numero de fibras excitaveis diminuiu em todos os grupos, n&o alterando a

medida que aumentou-se o numero de pontes.

5.3. Analise do musculo tibial cranial direito (MTCD)

Os MTCD forma pesados sem o tenddo ja que este nao sofre alteragcéo

da desnervagao e pode alterar o resultado (Yan et al., 2002a; Yan et al, 2002b).

O MTCD foi corado por HE, pois esta coloragcao evidencia bem a fibra
muscular, permitindo as analises morfométricas desejadas. Além disso, € um

método extremamente barato.

E importante destacar que a medida de didmetro minimo é mais
confiavel que a medida de area ou de didmetro maximo, pois o0 mesmo néo
sofre alteracdo da inclinagéo da navalha durante o corte histoldgico, conforme

ressaltado por Romao et al., 2007.

Quanto a massa do MTCD observou-se ndo haver diferenca entre os
grupos experimentais, que foram inferiores ao GN. Ja a massa do GD
demonstrou a atrofia do MTCD e a efetividade da desnervacéo. Ficou evidente
também ndo haver diferenca nesse atributo ao aumentar-se o numero de
pontes. Talvez se o nervo doador fosse mais calibroso, poderiamos ter
encontrado diferenca entre os grupos G1, G2 e G3. Outra possibilidade a ser
pensada seria a posi¢do dos enxertos em diferentes faces nervo doador e néo
apenas na face lateral como fizemos. Talvez, pudéssemos ter obtido resultados
diferentes com brotamentos laterais em mais de uma superficie do nervo

doador, por exemplo, posterior, anterior e lateral oposta.
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Como houve diferenca na massa final dos ratos entre os grupos,
ficamos preocupados e utilizamos IMM (indice de massa muscular) que nada
mais é que a massa do MTCD dividida pela massa do rato. Dessa forma, se
houvesse algum viés na massa do musculo tibial cranial em decorréncia da
alteracdo da massa do rato, isso ficaria corrigido através desse indice. Isso foi
uma seguranga a mais, mas nado houve diferenca dos resultados obtidos

apenas com a massa do MTCD.

Quando comparada a area do MTCD, o G1, G2 e G3 nao
apresentaram diferenca entre si apesar de se diferenciarem do GN. A area do
GD foi bem inferior devido, obviamente, a atrofia muscular. Esse atributo

também confirmou nao ter havido diferenga entre o numero de pontes.

Quanto as fibras musculares, o menor didmetro, o maior diametro e o
numero de fibras por campo, G1, G2 e G3 nao foram diferentes do GN. Este
dado causou-nos surpresa e revela a boa qualidade da reinervagao obtida.
Demonstra também né&o ter havido diferenga no niumero de pontes entre os trés
grupos. Entretanto, quando analisamos estes dados em relagdo a massa do
MTCD, observamos que os grupos G1, G2 e G3 foram inferiores ao GN. Isso
demonstra que o numero de fibras musculares reinervadas foi menor nos trés
grupos experimentais em relagdo ao GN embora a qualidade das fibras
reinervadas tenha sido semelhante as fibras do GN. Talvez o numero de
axonios brotados tenha sido insuficiente para reinervar mais fibras musculares.
Novamente frisamos que talvez, se o calibre do nervo doador fosse maior ou o
numero de fibras no nervo doador fosse maior, poderiamos ter tido resultado
diferente. Conforme o esperado, os musculos desnervados apresentaram fibras
mais finas, mais ovaladas ou arredondadas, nucleos centralizados e grande
quantidade de tecido conjuntivo que as permeava. As fibras musculares do GN,
G1, G2 e G3 apresentaram aspectos morfologicos muito semelhantes:

poligonais, nucleos periféricos e pouco tecido conjuntivo ao redor.
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5.4 Analise dos segmentos nervosos

Quanto ao numero de fibras no N2 (segmento de nervo doador logo
abaixo das neurorrafias), ndo houve diferenca entre G1, G2 e G3, mostrando
que o aumento do numero de pontes ndo espolia o nervo doador no que se
refere ao numero de fibras. Ja no aspecto qualitativo notamos menor didmetro
axonial, menor area axonial, menor area da bainha de mielina nos grupos com
mais pontes. Isso talvez se possa explicar pela estenose no nervo doador em
decorréncia do “embracing”, devido a auséncia de uma maneira precisa de
controlar a tensao nesse tipo de neurorrafia. Quanto ao menor didmetro das
fibras no N2, o G3 foi estatisticamente diferente dos grupos G1 e G2. Isso
provavelmente se deve ao numero de animais por grupo, refletindo também em
desvio padrao alto. Em trabalhos futuros talvez devamos aumentar a nossa

amostra para evitar tais problemas.

O numero de fibras no N3 € menor no GN e é maior nos outros grupos
(G1, G2 e G3) provavelmente porque, no nervo em regeneragao, o coto distal
tem numero maior de fibras com menor didmetro (Lundborg, 1987) Por outro
lado, quanto ao menor didametro axonial, GN tem valores maiores, apesar do
menor numero de fibras, existindo, portanto uma correlagdo. Quanto a area da
bainha de mielina, tivemos um decréscimo nos grupos com maior numero de
pontes, assim como na analise do segmento N2. Isso também poderia ser
explicado da mesma forma, ou seja, o “embracing” causando algum grau de
estenose no nervo receptor. GD apresentou valores elevados no menor
diametro axonial e na area da bainha de mielina provavelmente devido a
pequena amostra e, principalmente, ao rato 64 que apresentava-se com
aspecto normal. Esse resultado poderia ser diferente se tivéssemos uma

amostra maior.

A analise do N4 foi muito interessante, pois a contagem do numero de
fibras foi maior no G1. O menor didmetro axonial foi maior no G2. Esse
resultado n&o era esperado. O esperado seria G1>G2>G3. O valor encontrado

em G3 foi menor e era esperado. Quanto a bainha de mielina, G1 e G2 foram
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iguais e maiores que G3. Talvez com uma amostra maior isso nao teria

acontecido.

Quando analisamos o NTO (N total = N4 + N5 + N6), notamos que G1
que tem apenas uma ponte é maior que G2 e G3. Isso demonstra que, neste
trabalho, ndo adiantou aumentarmos o niumero de pontes, ao contrario, isso
pareceu diminuir o numero total de fibras de G1 para G2 e G3 e, nesses

ultimos, ndo mudou em nada a contagem total.

Apds analise global dos atributos do MTCD como massa, IMM, area,
menor e maior diametro das fibras musculares, numero de fibras por campo,
analise funcional (IFC), analise eletrofisiologica e analise morfométrica da
maioria dos segmentos nervosos mais importantes como o N3, percebemos
nao haver beneficio com o aumento do numero de pontes. Talvez para nervos

com maior calibre esse resultado possa ser diferente.
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Baseados no modelo experimental utilizado pudemos concluir que néo
houve diferenca entre G1, G2 e G3 e, portanto, 0 aumento no numero de

pontes ndo trouxe beneficio.
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