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RESUMO

Os nervos sao os principais constituintes do Sistema Nervoso Periférico, com
frequéncia, sdo acometidos por lesdes cujas causas mais comuns S&o:
traumas, estiramento, pingamento, compressao e esmagamento. As lesdes
nervosas periféricas (LNPs) levam a interrup¢cdo da condugédo nervosa e
afetam, além do nervo, o musculo. Ocorrem diversas alteracbes estruturais,
funcionais e moleculares; além de atrofia. Apesar dos avangos nas técnicas
cirurgicas a recuperagao apds este tipo de lesdao raramente € completa.
Métodos alternativos de reconstrucdo vém sendo utilizados, entre eles o
selante heter6logo de fibrina. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos da associacédo do selante heterdlogo de fibrina a sutura na reconstrugao
nervosa com foco nas fibras musculares, aos 7 e 30 dias apds lesao do nervo
isquiatico. Foram utilizados 40 ratos Wistar machos adultos, divididos em 4
grupos experimentais: Controle Sham (CS); Controle Desnervado (CD); Lesao
+ Sutura (LS); Lesao + Sutura + Biopolimero de Fibrina (LSB). No grupo CS foi
realizada apenas incisdo superficial no antimero direito com localizagdo do
nervo isquiatico. No grupo CD foi realizada neurotmese do nervo isquiatico
(gap de 6 mm). No grupo LS apds neurotmese os cotos foram religados com 2
pontos de sutura. No grupo LSB, a reconstrugéo foi realizada por 2 pontos de
sutura seguida da aplicagcdo do biopolimero. Decorridos 30 dias, os animais
foram anestesiados e eutanasiados. Os musculos séleos direitos foram
coletados para a realizagdo da analise morfolégica (HE) e morfométrica das
fibras musculares (area, perimetro, diametros maximo e minimo, angulagao,
circularidade e contagem de nucleos centrais). Aos 7 dias nao houve diferenca
morfoldégica entre os grupos, em relacdo a morfometria o grupo CS apresentou
maior valor de didmetro minimo quando comparado aos demais (CD, LS, LSB).
Ja aos 30 dias, o grupo CD apresentou aglomerados de pequenas fibras
musculares, algumas delas com nucleo central. A morfometria, ndo mostrou
diferengcas em relagdo a angulagédo e circularidade da fibra muscular. Ja os
valores de area, didametro minimo e didmetro maximo foram maiores no grupo
Controle Sham (CS) quando comparados aos demais (CD, LS, LSB). O
numero de nucleos centrais foi maior no grupo CD quando comparado aos
grupos CS e LSB. Destaca-se o numero de nucleos centrais do grupo LSB
semelhante ao grupo CS e diferente do grupo CD. Os resultados mostram-se
promissores, mas sao necessarios mais estudos para indicar a redugdo ou
substituicdo das suturas como tratamento para LNPs.



INTRODUGAO

O corpo humano é um organismo extremamente complexo. Suas
capacidades mecanicas — como estabilidade, movimentos voluntarios e
resisténcia a ferimentos — devem-se a rede interconectada de musculos
estriados esqueléticos controlada pelo sistema nervoso, que pode chegar a até
40% da massa corporal de um adulto (JANSSEN et al.,0 1985; MURPHY et al.,
2018).

O tecido muscular esquelético € composto por varias fibras musculares,
que consistem em células especializadas individuais, com nucleos multiplos
localizados na periferia e formato alongado, de diametro entre 10 e 100um e
comprimento entre 1 e 50cm (NEUMANN, 2009).

Segundo Junqueira e Carneiro (2009), as fibras musculares esqueléticas
estdo organizadas em conjuntos de feixes envolvidos por uma camada de
tecido conjuntivo chamada epimisio. Do epimisio em dire¢do ao interior do
musculo, partem septos de tecido conjuntivo (perimisio) que separam os feixes
e cada fibra muscular é individualmente envolvida pelo endomisio, formado
pela lamina basal da fibra associada a fibras reticulares.

Esse tecido conjuntivo € muito importante, pois além de permitir que a
forca de contracdo gerada por cada fibra atue no musculo inteiro e seja
transmitida a outras estruturas como tenddes e ossos, também €& nele em que
estdo redes de vasos sanguineos, os vasos linfaticos e os nervos periféricos
motores e sensitivos, responsaveis respectivamente pela contragado muscular e
pela captagdo de sensacdes advindas do ambiente externo ao corpo
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2009; NEUMANN, 2009).

Os musculos estriados esqueléticos sao inervados por nervos
periféricos, que sao essenciais para a manutencdo da massa muscular e
também para o controle dos movimentos.

Nervos periféricos sao estruturas naturalmente frageis que podem ser
facilmente danificadas por compressao ou por traumas (HUSSAIN et al., 2020).
Essas lesdes nervosas periféricas (LNPs) comprometem as fungdes motoras e
sensoriais devido a interrupcédo da transmissao correta dos impulsos nervosos
e possuem uma ampla variedade de sintomas, que vao desde desconforto leve
causado por formigamento, a debilitacdes que podem persistir para a vida toda,
como perda de movimento e sensibilidade, dependendo da gravidade e dos
nervos envolvidos (STAFFORD, et al., 2007; MENORCA et al., 2015).

De acordo com o National Institute of Nerological Disosders and Stroke
(NINDS) dos Estados Unidos, a maioria das neuropatias periféricas € causada



por trauma fisico decorrente de acidentes automobilisticos, quedas, pratica de
esportes e procedimentos médicos. Porém, as LNPs também podem estar
relacionadas a outros fatores como doengas autoimunes, problemas
vasculares, infeccdes e diabetes, o que as torna extremamente comuns.

No entanto, embora essas lesdes afetem uma parcela consideravel da
populagao, a recuperagao completa e funcional do paciente ainda mostra-se
um desafio pois, mesmo que 0s nervos sejam capazes de reinervar os
musculos, sua capacidade de regeneracdo € superada pelos efeitos
degradantes no tecido muscular (ASPLUND, et al. 2009; LANGER, et al., 2018;
GORDON, 2020).

Pela classificacdo de Seddon (1943), ha trés categorias de lesdo
nervosa, baseadas na presenca de desmielinizagdo e na gravidade do dano
causado nos axdnios e no tecido conjuntivo. A mais leve chama-se neuropraxia
e é caracterizada por desmielinizacdo focada, sem dano ao axénio ou ao TC.
Normalmente, causa diminuicdo na velocidade de condugcdo do impulso
nervoso e pode levar a fraqueza muscular. A lesao média é a axonotmese, que
consiste em dano direto ao axdénio, além de desmielinizacdo focada, mas
mantém intacta a continuidade do TC. A mais grave das lesbes é a
neurotmese, em que ocorre transeccdo completa do axbnio e do TC,
interrompendo a continuidade do nervo.

Quando os neurdnios motores sao desligados de suas fibras musculares
por LNP, eles frequentemente se regeneram e se reconectam com as fibras
musculares. Os axbénios em regeneracao, normalmente, seguem os tubos
endoneurais ("tubos das células de Schwann") que anteriormente ocupavam
(NGUYEN; SANES & LICHTMAN, 2002). Quando os axénios chegam de volta
nos locais de sinapse, ha frequentemente uma remodelagao desses contatos.
O grau dessa remodelagdo depende de quao rapidamente os sitios séo
reinervados. Reinervagao rapida leva a modesta remodelacdo,quando os
resultados sdo considerados de reinervagao tardia, ocorrem mudancas mais
profundas no local sinaptico (RICH & LICHTMAN, 1989).

A atrofia muscular € um dos sintomas mais comuns apés uma LNP,
estando a mesma associada a uma reducao da atividade muscular esquelética
(TSAI et al., 2016), acompanhada por um decréscimo no numero de
mionucleos e células satélites (GUTMANN e ZELENA,1962; ANZIL e
WERNIG,1989; BORISOV e CARLSON, 2000; SCHMALBRUCH E LEWIS,
2000).

Em meio a reacao inflamatéria, quando ha reconstrucdo nervosa, as
células satélites sao ativadas para a reconstrugdo muscular, construindo e
fundindo miofibrilas com nucleos centrais (CHARGE; RUDNICKI, 2004). As



recém-formadas miofibrilas contam com nova inervagao para completar seu
processo de diferenciagao e recuperagao da forga muscular (LIN et al, 2008).

Atualmente, diversos métodos cirurgicos e nao-cirurgicos estéo
disponiveis para tratar as LNPs, entre eles sutura do nervo afetado, transplante
de nervos, implantes de materiais sintéticos, neurorrafia, estimulacéo elétrica
dos nervos e selantes de fibrina. Dentre esses métodos, a sutura € o que
apresenta melhores resultados, mas também mostra-se desvantajoso em
alguns quesitos, pois necessita de técnicas em microcirurgia muito precisas,
além de haver a possibilidade de o paciente apresentar reagdes ao material da
sutura e processo inflamatério acentuado devido ao manuseio excessivo dos
tocos nervosos (NARAKAS, 1988; ATTAR et al., 2012; HUSSAIN et al., 2020).

Como alternativa as suturas, os selantes de fibrina tém se mostrado
muito promissores devido a baixa reagao inflamatdria, curto tempo de
recuperacado e a possibilidade de aplicagdo em situacbes de emergéncia em
que intervengdo cirurgica nao é possivel. Porém, a maioria dos selantes
disponiveis comercialmente utiliza sangue humano em sua composigao, o que
pode causar infecgdes, fibrose, toxicidade e necrose (HUSSAIN et al., 2020).

Buscando uma alternativa mais barata e com o intuito de minimizar as
reagcdes ao fibrinogénio presente no sangue humano e a trombina bovina
contida nesses selantes, o Centro de Estudos de Venenos e Animais
Peconhentos (CEVAP - UNESP) desenvolveu um bioproduto heterdlogo
derivado de compostos animais (biopolimero heterélogo de fibrina - BHF),
como enzimas obtidas de veneno de Crotalus durissus (cascavel) e
crioprecipitados ricos em fibrinogénio obtidos do sangue de bufalos. Diversos
estudos tém sido realizados com esse produto, entre eles testes sobre seus
possiveis efeitos ao tratar LNPs (BARBOSA, et al., 2010; BARBIZAM et al.,
2013; BISCOLA et al., 2017).

Com isso, o objetivo desse trabalho foi analisar os efeitos do tratamento
de LNPs com o BHF em associagdo a sutura sobre as fibras musculares do
musculo soleo de ratos apds lesdo do nervo isquiatico.

MATERIAIS E METODOS
Animais de Experimentagao

Foram utilizados 40 ratos Wistar machos adultos, com 70 dias de vida e
peso corporal médio entre 300g - 400g. Os animais foram obtidos pelo Biotério

Central da UNESP de Botucatu, e foram mantidos no Biotério de Roedores 1
da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da Faculdade de Medicina de



Botucatu - UNESP, em caixas de polietilieno (medindo 40x30x15cm), com
fundos solidos forrados com substrato de maravalha, sob condi¢cbes
controladas de luminosidade (12h claro/12h escuro), temperatura (24+2°C),
sendo fornecida agua filtrada e racdo Presence® ad libitum durante toda a
duracao do experimento. Todos os procedimentos realizados foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias, UNESP,
Botucatu (CEUA-IBB: Protocolo 1177/2019).

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais, sendo os grupos: Controle Sham (CS), Controle Desnervado
(CD), Lesédo + Sutura (LS) e Lesao + Sutura + Biopolimero Heterélogo de
Fibrina (LSB).

Para avaliar e comparar os efeitos do biopolimero sobre as fibras
musculares, foram analisados dois tempos experimentais diferentes: de 7
(processos degenerativos) e de 30 dias (processos regenerativos) apos leséao
dos grupos experimentais.

Assim, 8 grupos foram formados:

7 dias 30 dias

Controle Sham - 7 dias (CS 7) Controle Sham - 30 dias (CS 30)

Controle Desnervado - 7 dias (CD 7) Controle Desnervado - 30 dias (CD 30)

Les&o Sutura - 7 dias (LS 7) Les&o Sutura - 30 dias (LS 30)
Les&o Sutura Biopolimero Lesao Sutura Biopolimero Heterdélogo
Heterdlogo de Fibrina - 7 dias (LSB de Fibrina - 30 dias (LSB 30)
7)

Tabela 1: Divisdo dos grupos experimentais (CS, CD, LS, LSB) por periodo (7 e 30 dias).

Procedimento Cirargico

Trinta minutos antes do procedimento cirurgico os animais receberam de
forma subcutanea a aplicagdo de Enrofloxacino (antibiético na dose de 10
mg/kg), o qual foi administrado em dose unica, a fim de evitar possiveis
infecgcbes advindas dele.




Inicialmente, os animais foram anestesiados através de injecao
intraperitoneal de Ketamina (Dopalen - 90 mg/kg) e Xilazina (Anasedan - 10
mg/kg), dando sequéncia ao procedimento cirurgico a seguir.

Apo6s tricotomia do membro pélvico direito, os animais foram
posicionados em decubito ventral, mantendo-se as patas dianteiras e traseiras
em abducgédo. Foi realizada a antissepsia com alcool-iodado, seguida de incisao
sobre a face lateral da coxa (sendo previamente aplicado Lidocaina 7 mg/kg no
local da incisao), desde a altura do trocanter maior até o joelho (Figura 1.A-B) e
0s nervos isquiaticos direitos foram expostos (Figura 1.C).

Nos animais dos grupos CD, LS e LSB de forma padronizada, a cerca
de 3mm distal a sua emergéncia, foi realizada uma lesdo nervosa por
transecgdo completa do nervo (neurotmese). Nos animais do grupo CD a fim
de evitar regeneracao espontanea, foi removido um fragmento de 6 mm do
nervo isquiatico, os cotos proximais e distais foram invertidos a 180 graus e
fixados na musculatura adjacente, com sutura simples utilizando fio de nylon
(Mononylon 10-0, Polysuture) (Figura 1.D).

Nos grupos LS e LSB, logo apds a neurotmese os cotos nervosos foram
reaproximados e submetidos a microcirurgia reconstrutiva para reparo do nervo
isquiatico. No grupo LS os cotos foram religados através de neurorrafia
término-terminal por meio de anastomose epineural com 2 pontos simples de
monofilamento nylon (Mononylon 10-0, Polysuture) (Figura 1.E).

No grupo LSB, a reconstrucao nervosa foi realizada por neurorrafia
término-terminal (2 pontos de sutura) seguida da aplicacdo de 300 uL de
biopolimero de fibrina (Figura 1.F), que foi gentilmente cedido pelo CEVAP,
UNESP Botucatu, Brasil, cujos componentes e formula de aplicagdo constam
das suas patentes (Numeros do registro: BR1020140114327 e
BR1020140114360). No momento do uso os componentes foram previamente
descongelados, reconstituidos, misturados e aplicados sobre o local da leséo
(Gasparotto et al., 2014).

Apos a realizacdo da reconstrucido, os tecidos moles foram suturados
com pontos simples utilizando fio de nylon (Mononylon 5-0, Polysuture), os
animais foram mantidos sob aquecimento até a recuperagdo e ao acordarem
foi administrada solugao contendo dipirona sodica via gavagem.

Nos animais do grupo CS foi apenas realizada a localizagdo e
debridagao do nervo isquiatico (Figura 1.C), sendo em seguida a pele suturada
(Mononylon 5-0, Polysuture).
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Nos trés dias consecutivos (pds-cirurgico), o protocolo analgésico
consistiu em um antibiotico (Enrofloxacino - 10 mg/kg) e um opioide (Tramadol
- 5 mg/kg), via subcutdnea a cada 12 horas, e se necessario, caso ainda
houvesse dor, até 5 dias.

Além disso, foi utilizado agua oxigenada (peroxido de hidrogénio),
Rifocina Spray (rifamicina) e PVPI (iodopovidona) no local da incisédo, durante o
periodo de cicatrizag&o, para assepsia do mesmo.

12



CS CD

LS LSB

Figura 1: Fotografias das técnicas cirurgicas utilizadas em todos os grupos experimentais. A e
B - Incisdo. C - Localizagdo do nervo isquiatico (CS). D - Neurotmese e visualizagdo dos cotos
proximal e distal (CD). E - Detalhe da neurorrafia (LS). F - Detalhe da neurorrafia associada ao
biopolimero de fibrina (LSB). Asterisco (*): coagulo formado pelo BHF.

Decorridos os periodos experimentais, aos 7 e 30 dias, os animais foram
pesados e anestesiados através de injecado intraperitoneal de Ketamina

13



(Dopalen - 90 mg/kg) e Xilazina (Anasedan - 10 mg/kg), em seguida, 5 animais
de cada grupo experimental foram submetidos a perfusao intracardiaca. Para
isso, foi realizada tricotomia da regido peitoral, as visceras toracicas foram
expostas e a perfusdo se deu por meio do ventriculo esquerdo em direcédo a
aorta, com bomba dosadora peristaltica Milan®, inicialmente com PBS 0,1M e
posteriormente fixagdo com paraformaldeido a 4%, ambos em um fluxo de
30ml/minuto. A auricula direita foi seccionada junto ao atrio direito para
escoamento do sangue e do excedente do liquido de perfusdo. Em seguida os
musculos soleos direitos foram dissecados e coletados para analise
morfolégica e morfométrica das fibras musculares.

Analise morfolégica e morfométrica das fibras do musculo séleo

Apos coleta, as extremidades proximais e distais dos musculos soéleos
foram fixadas em formol tamponado (10%), lavadas em agua corrente,
incluidas em Paraplast® e seccionadas em micrétomo para confeccao de
laminas histolégicas. As laminas foram submetidas a coloracdo de
Hematoxilina e Eosina (HE) e fotografadas em aumento de 200x através do
microscopio Olympus Bx41 (camera SC30) do Setor de Anatomia do
Departamento de Biologia Estrutural e Funcional - IBB/JUNESP.

Para as analises, foram utilizadas em torno de 200 fibras musculares
selecionadas a partir de 4 - 6 campos aleatérios de cada lamina de cada
animal. Essa quantificacdo foi realizada através do software livre “ImageJ”
(v.1.53) (SCHNEIDER et al., 2012), em que foram analisados area, perimetro,
didmetros maximo e minimo, angulagao, circularidade e contagem de nucleos
centrais.

14
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Figura 2: Screenshot da andlise morfométrica das fibras musculares do musculo séleo no
software ImageJ.

Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados pelo software Statistical Analysis
System (SAS® v.9.3, Cary, North Carolina, USA). Para todos os dados foi
realizado teste de normalidade de Shapiro-Wilk e, a partir dele, foram feitas as
analises estatisticas adequadas. Os resultados, quando paramétricos, foram
apresentados em meédia = erro padrdo da média; e quando ndo paramétricos
em mediana, minimo e maximo. O nivel de significancia considerado em todos
os testes foi de 5% (p < 0,05).
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RESULTADOS

Periodo de 7 dias apés a cirurgia

7 dias

> X Sy 7 TR p —
LTI Y Bt i M e 50 ym,

Figura 3: Fotomicrografias de secgbes transversais do musculo s6leo coradas em HE, do
periodo de 7 dias apds a cirurgia, sob microscopia de luz convencional. CS: Grupo Controle
Sham; CD: Controle Desnervado; LS: Grupo Lesédo + Sutura; LSB: Grupo Les&o + Sutura +
Biopolimero.

De forma geral, aos 7 dias apds lesado, nédo foi observada diferenca
morfolégica entre os grupos experimentais, demonstrando fibras musculares
em formato poligonal, com nucleos periféricos e pouca quantidade de matriz
extracelular, ou seja, caracteristicas proximas a normalidade. Em relagado a
morfometria ndo houve diferenga estatistica entre os grupos com relacéo a
angulacao (Fig. 3), circularidade da fibra muscular (Fig. 4), area (Fig. 5),
didmetro maximo (Fig. 6), perimetro (Fig. 7) e numero de nucleos centrais (Fig.
8).

O unico parametro que apresentou diferenca significativa foi o diametro
minimo (Fig. 9). A anadlise estatistica revelou que esses valores foram maiores
no grupo Controle Sham (CS) quando comparados aos demais (CD, LS, LSB),
que nao apresentaram diferengas entre si.
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Figura 4: Grafico da média e erro padrao da média da analise da angulagdo das fibras
musculares do musculo séleo de todos os grupos experimentais (CS, CD, LS, LSB) do periodo

de 7 dias. Técnica da analise de variancia (ANOVA) complementada com o teste de
comparagdes multiplas de Tukey (p>0,05).
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Figura 5: Grafico da média e erro padrdo da média da andlise da circularidade das fibras
musculares do musculo séleo de todos os grupos experimentais (CS, CD, LS, LSB) do periodo
de 7 dias. Técnica da analise de varidncia (ANOVA) complementada com o teste de
comparacgdes multiplas de Tukey (p>0,05).
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Figura 6: Grafico da média e erro padrédo da média da andlise da area das fibras musculares
do musculo séleo de todos os grupos experimentais (CS, CD, LS, LSB) do periodo de 7 dias.
Técnica da analise de varidncia (ANOVA) complementada com o teste de comparagdes
multiplas de Tukey (p<0,05).
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Figura 7: Grafico da média e erro padrédo da média da analise do didmetro das fibras
musculares do musculo séleo de todos os grupos experimentais (CS, CD, LS, LSB) do periodo
de 7 dias. Técnica da analise de varidncia (ANOVA) complementada com o teste de
comparagdes multiplas de Tukey (p<0,05).
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Figura 8: Grafico da média e erro padrao da média da analise do perimetro das fibras
musculares do musculo séleo de todos os grupos experimentais (CS, CD, LS, LSB) do periodo
de 7 dias. Técnica da anadlise de variancia (ANOVA) complementada com o teste de
comparagdes multiplas de Tukey (p<0,05).
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Figura 9: Gréafico da média e erro padrdo da média da dos nucleos centrais das fibras
musculares de todos os grupos experimentais (CS, CD, LS, LSB) do periodo de 7 dias. Técnica
da analise de variancia (ANOVA) complementada com o teste de comparagdes multiplas de
Tukey (p<0,05).
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Figura 10: Grafico da média e erro padrao da média da analise do didmetro minimo das fibras
musculares do musculo séleo de todos os grupos experimentais (CS, CD, LS, LSB) do periodo
de 7 dias. Técnica da andlise de variancia (ANOVA) complementada com o teste de
comparagdes multiplas de Tukey. Letras diferentes indicam variagdo estatisticamente

significativa (p<0,05).

Periodo de 30 dias

Figura 11: Fotomicrografias de secgbes transversais do musculo séleo coradas em HE, do
periodo de 30 dias apods a cirurgia, sob microscopia de luz convencional. CS: Grupo Controle
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Sham; CD: Controle Desnervado; LS: Grupo Lesdo + Sutura; LSB: Grupo Lesao + Sutura +
Biopolimero.

As mesmas caracteristicas morfolégicas encontradas aos 7 dias também
foram observadas no grupo CS aos 30 dias apods a lesdo. J&4 o grupo CD
apresentou aglomerados de pequenas fibras musculares, algumas delas com
formato arredondado e outras com nucleo central, além de grande quantidade de
matriz extracelular. Uma morfologia intermediaria foi observada nos grupos LS e
LSB, com algumas fibras em formato poligonal e outras arredondadas, alguns
nucleos centrais e outros periféricos, e quantidade moderada de tecido conjuntivo.
Frente a morfometria, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos experimentais em relagdo a angulagéo (Fig. 11) e a

circularidade da fibra muscular (Fig. 12).
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Figura 12: Grafico da média e erro padrdo da média da analise da angulagdo das fibras
musculares do musculo séleo de todos os grupos experimentais (CS, CD, LS, LSB) do periodo
de 30 dias. Técnica da analise de varidncia (ANOVA) complementada com o teste de
comparagdes multiplas de Tukey (p>0,05).
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Figura 13: Grafico da média e erro padrdo da média da analise da circularidade das fibras
musculares do musculo séleo de todos os grupos experimentais (CS, CD, LS, LSB) do periodo
de 30 dias. Técnica da analise de varidncia (ANOVA) complementada com o teste de
comparagdes multiplas de Tukey (p>0,05).



Ja em relagdo a area (Fig. 13), didmetro minimo (Fig. 14) e diametro
maximo (Fig. 15), a analise estatistica mostrou que esses valores foram
maiores no grupo Controle Sham (CS) quando comparados aos demais (CD,
LS, LSB), que nao apresentaram diferengas entre si.
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Figura 14: Grafico da média e erro padrao da média da analise da area das fibras musculares
do musculo séleo de todos os grupos experimentais (CS, CD, LS, LSB) do periodo de 30 dias.
Técnica da anadlise de variancia (ANOVA) complementada com o teste de comparagdes
multiplas de Tukey. Letras diferentes indicam variagao estatisticamente significativa (p<0,05).
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Figura 15: Gréfico da média e erro padrao da média da analise do didmetro minimo das fibras
musculares do musculo séleo de todos os grupos experimentais (CS, CD, LS, LSB) do periodo
de 30 dias. Técnica da analise de variancia (ANOVA) complementada com o teste de
comparagdes multiplas de Tukey. Letras diferentes indicam variagdo estatisticamente
significativa (p<0,05).
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Figura 16: Gréafico da média e erro padrdo da média da analise do didmetro maximo das fibras
musculares do musculo séleo de todos os grupos experimentais (CS, CD, LS, LSB) do periodo
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de 30 dias. Técnica da analise de variancia (ANOVA) complementada com o teste de
comparagdes multiplas de Tukey. Letras diferentes indicam variagdo estatisticamente
significativa (p<0,05).

A contagem de nucleos centrais (Fig. 16) revelou valores maiores no
grupo CD quando comparado aos grupos CS e LSB (p < 0,05), e valores
semelhantes ao grupo LS (p > 0,05). Ja o grupo LSB apresentou resultado
semelhante aos grupos CS e LS (p > 0,05), e diferente do grupo CD (p < 0,05).

Ccs cD LS LsSB

Numero de nicleos centrais

Grupos experimentais

Figura 17: Grafico da média e erro padrdo da média da dos nucleos centrais das fibras
musculares de todos os grupos experimentais (CS, CD, LS, LSB) do periodo de 30 dias.
Técnica da analise de varidancia (ANOVA) complementada com o teste de comparagdes
multiplas de Tukey (p<0,05).

DISCUSSAO

As LNPs sao consideradas um problema de saude relevante, cujos sinais e
sintomas variam conforme a intensidade em que o nervo foi danificado. Mesmo
com a vasta disponibilidade de informagdes relacionadas aos mecanismos
patolégicos das LNPs e sua recuperagao, ainda € inexistente um tratamento que
assegure uma recuperagao morfofuncional completa em casos graves (PALISPIS
E GUPTA, 2017). A maioria das opg¢des de tratamento disponiveis para esse tipo
de lesdo depende de intervengbes cirurgicas, que por si s6, se mostram
insuficientes para restaurar a fungdo motora, ou seja, a forga e destreza muscular
anterior a lesdo (GRIFFIN et al.,, 2013; SAKUMA et al.,, 2016; PALISPIS E
GUPTA, 2017).

Devido a isso, o modelo de LNP utilizado foi a transec¢gdo do nervo
isquiatico, simulando a neurotmese de Seddon (1943) ou lesdo de grau 5 de
Sunderland (1951), seguida de reconstrugdo imediata do nervo isquiatico via
neurorrafia término-terminal associada ou ndo ao BHF. Este biopolimero,
desenvolvido pelo Cevap da Unesp de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil, possui a
singularidade de ser livre de sangue humano, sendo constituido apenas de
derivados animais, o que o torna um produto distinto dos existentes e Unico no
mundo, uma tecnologia brasileira comercialmente viavel, e possuindo a vantagem
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de nao ser transmissor de doengas e a consequente reducdo de reacdes
adversas (BUCHAIM et al., 2019). Assim, este estudo buscou uma nova
abordagem para a reparacédo das LNPs em seu grau mais severo. No grupo CD,
a remocgao de um fragmento do nervo e o sepultamento dos cotos foram
realizados a fim de evitar a regeneracao esponténea (GAUDET et al., 2011).

Os periodos experimentais de 7 e 30 dias apds cirurgia, foram escolhidos
visando uma observacado da agao do BHF nas fases iniciais de degeneragao e
regeneragao (ZIGMOND e ECHEVARRIA, 2019).

De acordo com Langer et al. (2018), o dano causado por desnervagéo se
da por atrofia das fibras musculares, ndo por perda das mesmas e, segundo
Menorca et al. (2013), as fibras sofrem atrofia depois de, no minimo, trés
semanas apos sofrer desnervagado, devido aos depdsitos de colageno que se
formam no endomisio e no perimisio.

Com isso, temos que o periodo de 7 dias foi insuficiente para que
ocorresse atrofia muscular, sendo um fator que pode explicar as caracteristicas
dentro da normalidade observadas nas fibras musculares esqueléticas de
todos os grupos do periodo de 7 dias.

O grupo CS do periodo de 30 dias apresentou caracteristicas
morfolégicas semelhantes ao grupo CS de 7 dias, proximas a normalidade, o
que pode se dar ao fato dos animais desses grupos terem sofrido apenas
debridagao do nervo isquiatico, ou seja, uma lesdo menos severa comparada a
neurotmese, segundo a classificacao de Seddon (1943).

Aos 30 dias apds lesdo, a analise do musculo séleo demonstrou
similaridade entre os grupos lesionados (CD, LS e LSB) frente a maioria dos
parametros analisados. Ja o grupo LSB, em que foi utilizado o BHF em conjunto
com a sutura, os valores referentes a quantidade de nucleo centrais foram mais
baixos, estatisticamente semelhantes aos valores de CS.

Folker e Baylies (2013), observaram grandes quantidades de fibras
musculares com nucleos centrais em pacientes acometidos por uma grande
variedade de doencas musculares e descreveram que trata-se de um sinal de
reparo continuo.

A presenca destes nucleos centrais esta frequentemente associada com o
processo de regeneracdo muscular (MURGATROYD & CHALMERS, 1980;
ROMAN & GOMES, 2018).

Apos LNP, ocorre a ativacao, proliferacao, fusao e internalizacéo de células
satélites, precursoras miogénicas presentes sob a lamina basal das fibras
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musculares (CARRARO et al., 2015). Essa reorganizagao dos mionucleos € um
marcador de desordem muscular e atrofia, e sua presenca foi observada em
fibras musculares severamente atrdficas até 7 meses apds desnervagcdo em
roedores (CARRARO et al., 2015).

Considerando que os valores do numero de nucleos centrais do grupo LSB
se aproximaram dos valores do grupo CS podemos sugerir que a regeneragao
esta em curso, com menor grau de fibrose (MULLER et al., 2007; TUFFAHA et al.,
2016) e atrofia muscular (MOIMAS et al., 2013; CARRARO et al., 2015).

Ja no grupo CD, foram observadas maiores quantidades de nucleos
centrais, semelhantes ao grupo LS. Isso € um indicativo de que o grupo LS
apresentou regeneragao mais tardia quando comparado ao LSB, ou seja, ao
uso do biopolimero.

As suturas, como a realizada no grupo LS, geralmente sdo os métodos
que apresentam os melhores resultados, porém também sao bastante
invasivos devido ao manuseio excessivo dos cotos nervosos e a possibilidade
de um processo inflamatorio acentuado (NARAKAS, 1988; HUSSAIN et al.,
2020), o que pode retardar a regeneragao.

Varios estudos tém demonstrado bons resultados apds o uso de selante de
fibrina, como em escaras (GATTI et al., 2011), no reparo de defeitos dsseos
(MACHADO et al., 2015), na regeneragao de nervos periféricos com foco na
morfologia nervosa e avaliagdo do potencial de agdo motora (MARTINS et al.,
2005; FELIX et al, 2013; BUCHAIM et al, 2015) e em células-tronco
mesenquimais associadas ao selante na tubulizacdo do nervo isquiatico
(CARTAROZZI et al., 2015).

Os resultados positivos obtidos s&do compativeis com resultados obtidos
por outros autores que utilizaram o BHF para tratar LNPs em conjunto com outras
técnicas (BUCHAIM et al., 2015; BISCOLA et al.,, 2016), e semelhantes aos
encontrados no tratamento com selantes disponiveis comercialmente (JUAN et
al., 1995).

Neste trabalho foi feita a op¢do de utilizagdo de um modelo experimental
de LNP por neurotmese (transecgao completa) do nervo isquiatico, levando-se em
conta que neste tipo de lesdo, ndo ha regeneragdo espontanea sem intervencao
cirurgica (GRINSELL E KEATING, 2014), e com vistas a permitir a investigagao
de novos métodos cirurgicos e avaliar a efetividade de medicamentos e/ou
tratamentos coadjuvantes.

A fim de obter uma melhoria na recuperagao morfolodgica e funcional apds
LNP, ha uma busca por novos métodos cirurgicos que auxiliem o processo de
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regeneracao do nervo periférico. Visando proporcionar suporte estrutural para a
reconstrugao nervosa por neurorrafia, foi utilizado neste estudo um unico ponto de
sutura com a adicdo do selante de fibrina (CEVAP) como terapia coadjuvante.
Esse selante possui uma singularidade, que esta associada a reducéo de reagdes
adversas por ser livre de sangue humano, além de ser mais facil de manusear
durante a cirurgia e possuir formula customizavel. (THOMAZINI-SANTOS et al.,
2001; BISCOLA et al., 2016; BISCOLA, et al., 2017).

CONCLUSAO

Os resultados aqui encontrados s&o parte de um projeto de Mestrado onde
outros parametros foram analisados, mas sugerem aproximagao do grupo LSB ao
CS. Assim, o efeito coadjuvante do selante de fibrina mostrou-se promissor, mas
mais estudos sdo necessarios até que se possa indicar a redugdo do numero de
suturas ou mesmo sua total substituicido para o tratamento da reconstrugao
nervosa periférica.
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